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[ZMIR VE AYDIN ILLERINDEKI BAZI KAPLICALARDAN iZOLE EDILEN
TERMOFILIK BAKTERI iZOLATLARININ MOLEKULER TAKSONOMISI VE
D1021 IZOLATININ GLUKOZ IZOMERAZININ KARAKTERIZASYONU

Kadriye INAN

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitusu
Biyoloji Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Ali Osman BELDUZ
2011, 159 Sayfa, 62 Ek
Termofilik ortamlar, endiistriyel Oneme sahip ¢esitli enzimleri iireten termofilik
organizmalar1 barindiran zengin kaynaklardir. Bu ¢alismada, Karakog¢ Kaplicasi, Kaynarca
Kaplicasi, Nebiler Kaplicasi, Alangiillii Kaplicasi, Camkdy Camur Ilicasi ve Aydin
Germencik Omerbeyli Jeotermal sahasindan su ve camurlu su drneklerinden termofilik
bakteri izolasyonlar1 gerceklestirildi. Geobacillus (12 izolat), Anoxybacillus (18 izolat),
Brevibacillus (9 izolat), Thermus (5 izolat), Aneurinibacillus (4 izolat) ve
Pseudoxanthomonas (1 izolat), Schlegelella (1 izolat) ve Chelatococcus (1 izolat)
cinslerine ait izolatlarin tiir seviyesinde sistematikleri yapilmaya calisildi. izmir Kaynarca
kaplicasindan izole edilen D1021 izolatin, Anoxybacillus cinsine ait yeni bir tiir oldugu
belirlendi ve A. kaynarcensis D1021" olarak adlandirildi. Ayrica yapilan genotipik
analizler sonucunda, yeni tiir olma potansiyeline sahip yeni Brevibacillus spp. ve
Geobacillus spp. elde edildi. Bu calismada ayrica, A. kaynarcensis D1021" glukoz
izomeraz geninin tiim baz dizilimi belirlendi ve pET28a(+) ekspresyon vektoriine
klonlands, iiretilip kolon kromatografisi yontemiyle saflastirildi. A. kaynarcensis D1021"
GI’s1 optimum 80°C’de ve pH 7,0’de calisan termofilik bir enzimdir. Enzimin Km’si

101,75 mM Vmax’1 ise 14,06 pmol/dk/mg protein olarak bulundu.

Anahtar Kelimeler: Geobacillus, Anoxybacillus, Brevibacillus, Thermus,
Aneurinibacillus, Pseudoxanthomonas, Schlegelella,
Chelatococcus, 16S rRNA, HV, recN, rpoB, DNA-DNA
hibridizasyonu, Glukoz izomeraz
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SUMMARY

MOLECULAR TAXONOMY OF THERMOPHILIC BACTERIA ISOLATED FROM
HOT SPRINGS IN THE PROVINCES OF AYDIN AND IZMIR, AND
CHARACTERIZATION OF GLUCOSE ISOMERASE OF THE ISOLATE D1021

Kadriye INAN

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Biology Graduate Program
Supervisor: Prof. Ali Osman BELDUZ
2011, 159 Pages, 62 Pages Appendix

Thermophilic environments are rich resources for thermophilic organisms which
synthesize a variety of enzymes that have important industrial applications. Thermophilic
bacteria isolations from Hisarkoy Hot Spring (Balikesir), Dikili-Bergama Kaynarca Hot
Spring (Izmir), Camkoy Camur Hot Spring (Aydin) and Hidirlar Hot Spring (Canakkale)
were made. Systematics of these isolates belonging to Geobacillus (12 isolates),
Anoxybacillus (18 isolates), Brevibacillus (9 isolates), Thermus (5 isolates),
Aneurinibacillus (4 isolates) ve Pseudoxanthomonas (1 isolate), Schlegelella (1 isolate) ve
Chelatococcus (1 isolate) genus were studied to be made at the species level in these study.
D1021 isolate belonging to Anoxybacillus genus from Izmir Kaynarca hot spring was new
species designated as A. kaynarcensis D1021". Based on genotypic analyses, some isolates
had potential of being new species belonging to Brevibacillus and Geobacillus genus.
Gene coding for thermophilic glucose isomerase of A. gonensis G2" was isolated and its
complete nucleotide sequence was determined. The gene has been cloned to plasmid vector
pET-28a+ and overexpressed in E. coli BL21(DE3). The enzyme was purified by colon
chromatography techniques. The purified GI showed optimal activity at 80°C in pH 7.0. Its
Km and Vmax value wase 101,75 mM and 14,06 umol/dk/mg protein, respectively.

Key Words: Geobacillus, Anoxybacillus, Brevibacillus, Thermus, Aneurinibacillus,
Pseudoxanthomonas, Schlegelella, Chelatococcus, 16S rRNA, HV, recN,
rpoB, DNA-DNA hybridization, Glucose isomerase

XI



Sekil 1.

Sekil 2.

Sekil 3.

Sekil 4.

Sekil 5.

Sekil 6.

Sekil 7.

Sekil 8.

Sekil 9.

Sekil 10.

Sekil 11.

Sekil 12.

Sekil 13.

Sekil 14.

Sekil 15.

SEKILLER DiZiNi

Tiirkiyenin 500 m derinlikteki yer altt sicakliklart............occoovveniniininininnnn 6

Brevibacillus brevis susglarmin HV bolgesi dizin analizi agisindan
yakinlik derecelerini gosteren filogenetik agag. ........ccceevveecvienieeieenieeieenenne, 21

rooB ve 16S rRNA gen dizin benzerliklerinin, DNA-DNA
hibridizasyon degerleriyle karsilastirtlmast..........ccceeeveeviierciieniencieeieeieeeene 27

Bacillus tiirlerinin 16S rRNA gen dizin analizi agisindan yakinlik
derecelerini gosteren filogenetik agac ........ccvevvievieeriieciieniecieeee e 38

D-glukozun D-fruktoza, D-ksilozun da D-ksiluloza GI araciligiyla
dOnUSUMIT 1ZOMETIZASYONU ....eouviieiiieiieeieeeiieeieeeiee e eeee e e seeeereeseeeebeessneeneeas 43

Thermus tiir ve izolatlarinin 16S rRNA bolgesi agisindan yakinlik
derecelerini gosteren filogenetik agac ........cceveveevieeriieiiienieeieecee e 70

Aneurinibacillus tir ve izolatlarinin 16S rRNA bdlgesi agisindan
yakinlik derecelerini gosteren filogenetik agag .........cceeveevevieneeeiienieeiieenenne, 71

Pseudoxanthomonas, Schlegelella ve Chelatococcus cinslerine ait
izolatlarin, Pseudoxanthomonas, Schlegelella ve Chelatococcus tiir
ve izolatlarinin 16S rRNA bolgesi acisindan yakinlik derecelerini
gosteren fillogenetik aZaC .......c..covieeiieiieiiieiiecie et 72

Brevibacillus tiir ve izolatlarinin 16S rRNA bdlgesi agisindan yakinlik
derecelerini gosteren filogenetik agac ........ccveeveevieeriieiiienieeieeee e 74

Geobacillus tiir ve izolatlarinin 16S rRNA bdlgesi agisindan yakinlik
derecelerini gosteren filogenetik agac ........ccvevvieciieriieiiienieeieeeee e 76

Anoxybacillus tir ve izolatlarnin 16S rRNA bolgesi agisindan
yakinlik derecelerini gosteren filogenetik agag .........cceevveecvienieeiienieeieeiinne, 78

Anoxybacillus cinsine ait olan 18 izolattan saflastirilan ¢6ziinebilir
hiicre proteinlerinin % 12°lik SDS-PAGE’de analizi...........ccccceveierienenenncnee. 79

Thermus cinsine ait olan 12 izolattan saflastirilan ¢oziinebilir hiicre
proteinlerinin % 12’lik SDS-PAGE’de analizi...........cccceevveveeienieneenenecnee, 80

Brevibacillus cinsine ait olan 9 izolattan saflastirilan ¢oziinebilir hiicre
proteinlerinin % 12’lik SDS-PAGE’de analizi...........cccceecueveeieniinieneniecnee, 80

Geobacillus cinsine ait olan 12 izolattan saflastirilan ¢6ziinebilir hiicre
proteinlerinin % 12’lik SDS-PAGE’de analizi...........ccccevvveveeiienienenienieenee, 81

Xl



Sekil 16.

Sekil 17.

Sekil 18.

Sekil 19.

Sekil 20.

Sekil 21.

Sekil 22.

Sekil 23.

Sekil 24.

Sekil 25.

Sekil 26.
Sekil 27.
Sekil 28.

Brevibacillus tir ve izolatlarin HV bolgesi agisindan yakinlik
derecelerini gosteren filogenetik agac ........oceeveeeiiieniiiiienieeieeeee e, 83

Aneurinibacillus tir ve izolatlarinin HV bolgesi acisindan yakinlik
derecelerini gosteren filogenetik agac ........oceeveieiiieniiiiiinieeieee e, 84

Geobacillus tir ve izolatlarmin HV bolgesi agisindan yakinlik
derecelerini gosteren filogenetik agac .........ceevveeiieiiiiiiinieeiiee e, 86

Geobacillus tiir ve izolatlariin recN genleri agisindan yakinlik
derecelerini gosteren filogenetik agac .........ceeveieviieniiiiiinieeeeeee e, 88

Geobacillus tiir ve izolatlarinin rpoB genleri agisindan yakinlik
derecelerini gosteren filogenetik agac .........ceeveeeviieniiiiiinieeiee e, 89

Anoxybacillus tiir ve izolatlarinin rpoB gen dizini agisindan yakinlik
derecelerini gosteren filogenetik agac ........cceeveeeiieniiiiienieeee e, 95

Saflagtirillmis  rekombinant A. kaynarcensis D1021  glukoz
izomerazinin SDS-PAGE analizi...........cccovoiiiiiiiiiiiiiiicecceee e, 109

A. kaynarcensis D1012’in glukoz izomerazinin Michaelis-Menten

375 4 1) AU USSP 111
A. kaynarcensis D1021’in glukoz izomerazinin optimum sicaklik

GEATIGT. ottt ettt estb e et e eabeebeeenbeesaeenbaen 111
A. kaynarcensis D1021’in glukoz izomerazinin optimum pH grafigi............. 112
A. kaynarcensis D1021’in glukoz izomerazinin 1s1l kararligi ......................... 113
A. kaynarcensis D1021’in glukoz izomerazinin pH kararligt ............ccceuene. 113

X1



Tablo 1.
Tablo 2.

Tablo 3.

Tablo 4.

Tablo 5.

Tablo 6.

Tablo 7.

Tablo 8.

Tablo 9.

Tablo 10.

Tablo 11.

Tablo 12.

Tablo 13.

Tablo 14.

Tablo 15.

TABLOLAR DIiZIiNi

Sayfa No
Termofilik bakterilerin kullanildig1 biyoteknolojik uygulamalar ..................... 13
Ticari 6neme sahip GI’lar1 lireten bazi mikroorganizmalar ve iirtinleri
(TSRS RPN 48
Termofilik suslar ve bu suslarin izole edildigi termal alanlar ........................... 69

Thermus cinsine ait izolatlarin, Thermus tiirlerinin 16S rRNA gen
dizilerine olan benzerliklerinin YUzdesi.........cccceevvierieeiiieniieeiieieeieeree e 70

Aneurinibacillus cinsine ait izolatlarin, Aneurinibacillus tiirlerinin 16S
rRNA gen dizilerine olan benzerliklerinin ylizdesi ........cccoeceeveroereenenienenne. 70

Pseudoxanthomonas, Schlegelella ve Chelatococcus cinslerine ait
izolatlarin, Pseudoxanthomonas, Schlegelella ve Chelatococcus
tiirlerinin 16S rRNA gen dizilerine olan benzerliklerinin yiizdesi.................... 71

Brevibacillus cinsine ait izolatlarin, Brevibacillus tiirlerinin 16S rRNA
gen dizilerine olan benzerliklerinin ylizdesi........c.cceveeeiiiinieniiienieeceieeee 763

Geobacillus cinsine ait izolatlarin, Geobacillus tirlerinin 16S rRNA
gen dizilerine olan benzerliklerinin ylizdesi..........ccoeoueevieniiieniiniieiierieeeeee, 75

Anoxybacillus cinsine ait izolatlarin, Anoxybacillus tiirlerinin 16S
rRNA gen dizilerine olan benzerliklerinin yiizdesi rRNA gen
dizilerine olan benzerliklerinin YUzdesi.........cccceevvierieeiiienieeiieieeieeee e 77

Brevibacillus cinsine ait 9 izolatin, Brevibacillus tiirlerinin 16S rRNA
ve HV bolgeleri arasindaki benzerliklerinin ylizdesi.........cccceveeeverieneneenienne. 82

Aneurinibacillus cinsine ait 4 izolatin, Aneurinibacillus tiirlerinin 16S
rRNA ve HV bdlgeleri arasindaki benzerliklerinin yiizdesi..........c.cceveruenenee. 84

Geobacillus cinsine ait 12 izolatin, Geobacillus tiirlerinin 16S rRNA,
HV, recN ve rpoB genleri arasindaki benzerliklerinin yitizdesi........c...c.ccc........ 90

Anoxybacillus cinsine ait 14 izolatin, Anoxybacillus tiirlerinin 16S
rRNA ve rpoB genleri arasindaki benzerliklerinin ylizdesi...........cccceveevenenee. 96

PDF7 izolatinin yag asidi igeriklerinin Schlegelella aquatica LMG
23380" ve Schlegelella thermodepolymerans DSM 15344" ile
Kars1lagtirilmasT.......c..eeiiieiiiec e et 101

PDF20 izolatinin yag asidi igeriklerinin Chelatococcus daeguensis
DSM 22069" ve Chelatococcus asaccharovorans DSM 6462" ile
Kars1lastirilmast........ccuviieviiieiie e 103

XV



Tablo 16. PDF31 izolatimin yag asidi igeriklerinin Pseudoxanthomonas
taiwanensis KCTC 22832" ve P. broegbernensis DSM 12573" ile

Kars1lastirilmast.......cccuviiiviiieiie e

Tablo 17. A. kaynarcensis D1021 glukoz izomerazina ait saflagtirma tablosu................

XV



SEMBOLLER DiZiNi

AFLP Cogaltilmis Parca Uzunluk Polimorfizmi
BSA Bovin Serum Albumin

DNA Deoksiriboniikleik Asit

E. coli Escherichia coli

FDA Food and Drug Administration

GI Glukoz izomeraz

HFCS High Fructose Corn Syrup

HV Cok degisken

IPTG Izopropil p-D-1- tiyogalaktopiranosid
ITS-PCR Internally Transcribed Spacer PCR

LFRFA Diisiik Siklikli Restriksiyon Fragmenti Analizi
M Molar

mM Milimolar

MOPS 3-(N-Morfolino) propanstilfonik asit

PAGE Poliakrilamid Jel Elektroforezi

PCR Polimeraz Zincir Reaksiyonu

RAPD Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA

recN DNA repair and genetic recombination protein
Rep-PCR Tekrarlanan Dizilere Dayali PCR

RNA Riboniikleik Asit

RNaz Riboniikleaz Enzimi

rpoB DNA-directed RNA polymerase, beta subunit
rRNA Ribozomal Riboniikleik Asit

SDS-PAGE  Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi

ug Mikrogram
ul Mikrolitre
uM Mikromolar

XVI



1. GENEL BiLGILER

1.1. Giris

Diinya iizerindeki yasamin olaganiistii ¢esitliligi, insanlar1 ge¢misten beri cezp
etmektedir. Sadece, canlilarin ilgi ¢ekici ¢esitliligi degil, bu canlilarin ¢ok farkli zaman ve
mekanlardaki dagilimlart ve islevleri de olduk¢a merak uyandirict bir konudur. Ancak;
cesitlilikle ilgili bilgilerin olduk¢a 6nemli bir kismi, bitki ve hayvanlar {izerine yapilan
biyocesitliligin dagilimi ve korunmasi {izerine dayanan arastirmalardan elde edilmistir.
Mikrobiyal cesitliligin ¢ok biiyiikk bir kismi (> % 95) hala kesfedilmemis haldedir
(Hugenholtz ve Pace, 1996; Ward vd., 1990). Prokaryotlarin diinya tizerindeki toplam tiir
cesitliliginin 4-6 x 10* oldugu tahmin edilmektedir. Giiniimiizde gecerliligi kabul edilen
tanimlanmis prokaryot tiirlerin bu tahmin edilen saymm ancak % 1’ini olusturdugu
hesaplanmistir. Dolayisi ile giinlimiizde prokaryotlarin gercek cesitliligi hakkinda ¢ok az
sey bilinmektedir (Whitman vd., 1998).

Sistematik ¢alismalardaki gelismelere ragmen, giinlimiizde dogal habitatlarda
bulunan prokaryotik tiir sayisin1 tam olarak tahmin etmek miimkiin degildir (Curtis vd.,
2002; Ward vd., 1998; Stach vd., 2003; Curtis ve Sloan, 2004.) Prokaryotlar i¢inde ise en
fazla gesitlilige sahip olan ve kiiltiirii yapilabilen grup Actinobacteria, Proteobacteria ve
diisik G+C oranina sahip Gram + bakterilerdir. Bakteriler, diinya lizerinde, en fazla
miktarda bulunan ve en ¢ok ¢esitlilige sahip olan canli gruplarindan bir tanesidir. Ancak
bakterilerin ekolojik dnemine ragmen, bakteriyel ¢esitlilikle ilgili arastirmalar ancak son
zamanlarda yapilmaya baslamistir (Ward vd., 1998; Tunlid, 1999). Bakteri tiirleri ve
fonksiyonel cesitlilikleri hakkinda ¢ok az bilgi bilinmektedir ve bakterilerin ekosistemdeki
rolleri ve olusturdugu etki ve islevleriyle ilgili bilgiler, arastirilmasi gereken bilgilerin
temelini olusturmaktadir.

Ozellikle son birkag yildir bakteriyel gesitlilikte, ekstrem ¢evrelerdeki biyogesitlilige
ilginin biiyiidiigii gériilmektedir. Ekstrem ¢evre kosullarinin, canli ¢esitliligi tizerine baskin
oldugu teorisi bu ilginin kaynagi olarak diisliniilmektedir. Ekstrem c¢evrelerin
biyogesitliligini arastirmanin en dnemli sebeplerinden biri ise, endiistriyel uygulamalarda
kullanilan extremozymes’leri iceren dogal bakteri icerigidir. Mikrobiyal c¢esitlilik ve

ekoloji hakkinda tam bir bilgi olmadan; stirdiiriilebilirlik ile ilgili ekolojik ¢alismalar tam



anlamiyla aciklifa kavusturulamaz (Sly, 1998). Ekstrem c¢evre kosullari; termofilik-gok
yliksek (55-121°C) ya da ¢ok diisiik (-2 -20°C) sicaklik, yiiksek tuzluluk (2-5 M NaCl) ve
cok yiiksek alkali (pH > 8) ya da ¢ok yiiksek asitli (pH < 4) kosullardir. Ekstrem cevreler;
boyle siddetli ve ekstrem ortam kosullari altinda hayatta kalabilmek ve biiyiimek i¢in
genetik ve fizyolojik kapasiteye sahip mikroorganizmalarin dogal ortamlaridir. Bu nedenle
ekstrem c¢evrelerde yasayan mikroorganizmalar, biyoteknolojik araglar olarak kullanim
potansiyeli yliksek olan benzersiz fizyolojik o6zellikler saglarlar. Termofilik ortamlar,
endiistriyel dneme sahip ¢esitli enzimleri iireten termofilik organizmalari barindiran zengin
kaynaklardir (Olsen vd., 1994; Woese, 1987).

Ekstrem sicaklik sartlarinda yasamaya adapte olmus olan termofilik bakteriler, ilk
kez 1888 yilinda Miquel tarafinda izole edilmistir. Miquel’in bu kesfinden sonra diinyanin
farkl1 bolgelerindeki jeotermal kaynaklardan ¢ok sayida termofilik mikroorganizma izole
edilmistir. Izole edilen bu termofilik bakteriler, Bacillus ve Alcyclobacillus cinsleri altinda
gruplandirilmis ve ozellikle Bacillus cinsi tanimlanan termofilik tiirlerin biiyiik bir
cogunlugunu icermekteydi (Rainey vd., 1994). Sonraki yillarda, molekiiler tekniklerin
gelismesiyle beraber, Bacillus cinsi bakterilerinin genis ve ¢esitli gruplart yeni cinslere
boliinmiistiir. Bu cinsler; Paenibacillus, Brevibacillus, Aneurinibacillus, Virgibacillus,
Salibacillus, Gracilibacillus, Ureibacillus, Anoxybacillus, Geobacillus ve son olarak
Aeribacillus’tur. Bu yeni cinsler 16S rRNA gen dizin analizleri baz alinarak ayri
filogenetik gruplara dahil edilmistir (Banat vd., 2004; Minana-Galbis vd., 2010).

Termofilik bakterilerin sistematiginde; 16S rRNA gen dizin analizleri baz alinarak
yapilan siniflandirma, halen daha ¢ok basariyla kullanilmasina ragmen, 6zellikle birbirine
asirt derecede benzeyen organizmalarin ayrilmasinda ve bakterilerin filogenetik
akrabaliklarinin ortaya ¢ikarilmasinda ¢ok basarili olmadigi goriilmiistiir (Yoon vd., 1997).
16S rRNA geninin, bir bakteri genomunda bir¢ok kopya halinde bulunmas1 ve yakin tiirler
arasinda asir1 korunmusluk gostermesi, ortaya bu tip problemlerin ¢ikmasina sebep
olmustur. Bu nedenle, taksonomik caligmalar, 16S rRNA gen dizin analizine alternatif
olarak protein kodlayan genlerin incelenmesi yoniine kaymuistir.

Yapilan tiim ¢aligmalar 1s1¢1nda, 2002 yilinda bakteri sistematik otoriteleri tarfindan,
protein kodlayan en az bes genin dizin analizinin, bir bakteri tliriinii yakin akrabalarindan
ayirmak i¢in yeterli seviyede filogenetik verileri sagladig1 sonucuna varilmistir. Bu yéntem
kullanilarak bir tiir tanimlandigi zaman, kullanilan genlerden tek bir tanesinin dizin

verilerinin, bu tiire suslarin ilave edilmesi i¢in yeterli olacagi belirlenmistir (Stackebrandt



vd., 2002). Smiflandirma c¢alismalarinda protein kodlayan genlerin kullanilmaya
baslanmasi ile, smiflandirmanin daha kesin ve dogru olarak yapilabildigi pek ¢ok
calismada gosterilmistir (Kuhnert ve Korczak, 2006; Tourova vd., 2010). DNA tamiri ve
genetik rekombinasyon proteinini kodlayan recN geni ve RNA polimerazin 3 alt {initesini
kodlayan rpoB geninin, sistematik ¢alismalarinda 6nemli yer tuttugu ve pek ¢ok cinsin tiir
seviyesinde siniflandirilmasinda basarili oldugu bir¢ok ¢alismada belirtilmistir (Adekambi
vd., 2008a,b; Case vd., 2007; Zeigler, 2005; Glazunova vd., 2010)

Termofilik organizmalar, mikrobiyologlar ve biyokimyacilar i¢in oldukca cezp edici
bir konudur. Termofilik organizmalarin hiicre bilesenleri termal kararli oldugu gibi, asirt
derecede asidik ve alkali sartlarin denatiirasyonlarina da direnclidir (Haki ve Rakshit,
2003). Bu nedenle termofilik organizmalar icerdikleri termofilik enzimlerden dolayzi,
genetik mithendisligi ve biyoteknoloji agisindan oldukg¢a dnemlidirler (Brock, 1969).

Termofilik enzimlerin pH degisikliklerine ve yiiksek sicakliklara kars1 gosterdikleri
kararlilik ve bu yiiksek sicakligin getirdigi pek cok avantajlardan dolayi, termofilik
enzimler bir¢ok endiistriyel alanda tercih edilmektedirler. Bununla birlikte bu enzimlerden
bazilari, son zamanlarda saflastiritlmis ve basarili bir sekilde klonlanip mezofilik
konaklarda ekspres edilmistir ve bu enzimler molekiiler biyoloji alaninda, nigasta
endiistrisi, gida endiistrisi, petrol endiistrisi, kimya endiistrisi, kagit ve kagit hamuru
endiistrisi gibi pek cok endiistri alaninda genis dl¢iide kullanilmaktadir (inan, 2005).

Glukoz izomeraz, glukozun fruktoza izomerizasyonunu katalizledigi i¢in endiistriyel
alanda, 6zellikle HFCS (High Fructose Corn Syrup) tiretiminde, ticari bir 6neme sahiptir.
Fruktoz suruplarinin endiistriyel uygulamalarda basariyla uygulanabilmesinin altinda yatan
sebep glukoz izomerazin kesfi olmustur. Glukoz izomeraz, D-ksilozun D-ksiluloza
dontigiimiinii katalizledigi gibi D-glukozun D-fruktoza doniisiimiinii de katalizlemektedir.
Bu ikinci 6zelligi, HFCS (fruktoz surubu) iiretiminde endiistriyel alanda kullaniimaktadir.
Glukoz izomeraz bugiin diinyada ticari amacla en ¢ok kullanilan {i¢ enzimden biridir.
HFCS diger tatlandirici sekerlere nazaran bir takim avantajlara sahiptir. 2000 y1l1 itibariyle,
diinya ¢apinda yillik HFCS tiiketimi 10 milyon ton kuru agirliga ulasmistir. Bugiin i¢in
gida endiistrisinde, glukoz izomeraz kullanimu ile {iretilen fruktoz suruplari, siklikla gazli
ve gazsiz igecekler, firin iriinleri, cesitli hububat {iriinleri, siit mamulleri ve islenmis
gidalarda yogun miktarlarda kullanilmaktadir. Sahip oldugu endiistriyel énemden dolay1
glukoz izomeraz enzimi bir¢ok aragtirmaci i¢in ilgi odagi olmus ve bugiine kadar bir¢cok

glukoz izomeraz geni klonlanmig ve karakterize edilmistir (Karaoglu, 2010).



Yapilan bu c¢alismanin amaci, yerden c¢ikis sicakliklart 70°C’nin {izerinde olan
Karakog¢ Kaplicasi, Kaynarca Kaplicasi, Nebiler Kaplicasi, Alangiillii Kaplicasi, Camkdy
Camur Ilicas1 ve Aydin Germencik Omerbeyli Jeotermal sahasindan termofilik bakterilerin
izole edilmesi ve daha Once iizerinde g¢aligma yapilmamis olan bu kaplicalardan yeni
termofilik sus ve/veya tiirlerin elde edilip sistematige kazandirilmasidir. Bu calismada
ayrica, Izmir Kaynarca kaplicasindan izole edilen ve diinya literatiiriine yeni tiir olarak
kazandirilan Anoxybacillus kaynarcensis D1021"de glukoz izomeraz aktivitesi belirlendi
ve A. kaynarcensis D1021"e ait glukoz izomeraz (GI) enzimini kodlayan genin
klonlanmasi, enzimin biyokimyasal Ozelliklerinin ve kinetik parametrilerinin

belirlenmesine ¢alisildi.

1.2. Termofilik Bakteriler ve Habitatlar1

Diinya iizerinde yasayan canlilara bakildiginda bunlarin {i¢ ana grup altinda
toplandig1r goriilmektedir. Bunlar, Okaryotlar, bakteriler ve arkeolardir (Trent, 2000).
Bakteriler diinya iizerinde ¢ok genis bir yayilim gostermektedir ve iireyebildikleri en
uygun sicakliklilara gore li¢ grup altinda toplanirlar. Sakrofiller, -10°C’ye kadar olan
diisiik sicakliklarda biiyiiyebilen fakat optimum biiyliime sicakligi 15°C veya daha diisiik
sicakliklar olan bakterileri icermektedir. Mezofiller normal ortam sicakliklarinda (15-
50°C) biiyliyebilirler ve insan sagligi acisindan patojen olan bakterileri icermektedirler.
Termofiller ise genel olarak 50°C’nin iizerindeki sicakliklarda yasayabilen, hatta bazi
tiirlerinin ise 100°C’ nin iizerindeki sicakliklarda bile yasayabildigi bakteri grubudur.

Optimum biiyiime sicakliklar1 50-105°C arasinda olan pek ¢ok termofilik bakteri tiirii
tanimlanmistir. Bu bakteriler yiiksek sicakliklarda yasayabildikleri i¢in, bunlar asirt
termofiller ve cok asir1 termofiller olarak adlandirilmaktadirlar. Termofiller ve asirt
termofiller yiiksek sicakliklarda yalnizca hayatta kalmazlar, ayrica onlarin biiylimeleri ve
cogalabilmeleri icin bu yiiksek sicakliklara ihtiyag duyarlar. Termofillerin optimum
biiylime sicakligir 50°C’nin tizerindeki sicakliklarken, asir1 termofillerin optimum biiylime
sicakligi 80°C’nin tizerindedir. Ayrica asir1 termofiller genellikle 60°C’nin altindaki
sicakliklarda biiyiiyemezler.

Termofilik bakterilerin dogal yasam alanlari, diinya {izerinde ¢ok genis yayilim

gosterir. En yaygin ve erisilebilir alanlari, termal alanlar, kaplicalar ve jeotermal sicak



topraklardir. Termofiller, ayrica derin kara ve okyanus dipleri gibi daha az ulasilabilir
jeotermal alanlarda da bulunurlar (Takami vd., 1997).

Yer alt1 kaynaklari, volkanik 6zellik tasimayan soguk alanlar ile sicak olan volkanik
alanlar diye ikiye ayrilirlar. Volkanik 6zellik tasimayan alanlarda sicaklik, derinligin her
kilometresinde 25°C yiikselir, bu yiizden termofilik organizmalar derin yer alt1 alanlarinda
tireyebilmektedirler (Marteinsson vd., 2001). Pek ¢ok termofilik bakteri, kitasal ve deniz
diplerindeki petrol kaynaklarindan (Greene vd., 1997), ve ayrica sicakligi 113°C’yi
gegmeyen derinlerde bulunan diger kaynaklardan izole edilmistir (Pedersen, 2000).
Volkanik alanlarda ise, yerkabugunun g¢esitli derinliklerinde olagandisi birikmis 1sinin
olusturdugu bir termal enerji mevcuttur. Bu termal enerji bazen yeryliziinde kaplicalar
olarak goriilebilirken, bazen de volkanik patlamalar seklinde goriilebilir. Volkanik
alanlarda, bu 1s1 yeryliziine dogal olarak sicak su kaynagi veya lav seklinde ulasabildigi
gibi, sondajlarla sicak su, sicaksiz-buhar ve buhar seklinde de ulagmaktadir.

Termofillerin en fazla ¢alisilan dogal yasam alanlar1 kaplicalardir (Hugenholtz vd.,
1998). Notral pH’l1 kaplicalar, asidik ve kiikiirtlii kaplicalar, demirce zengin kaplicalar gibi
cesitli ozelliklerde kaplicalar bulunmaktadir. Kaplica sularinin sicakliklar1 genellikle 50-
130°C’dir ve yeryiiziine sicak halde ¢ikan bu sular gectikleri alanlardaki bazi mineralleri
¢Ozerek mineral maddelerce zengin duruma gelirler. Bu sularin ¢ogu, hidrojen, kiikiirt,
karbondioksit, diisiikk molekiiler agirliktaki organik karbon bilesikleri, metan, amonyak ve
eser elementlerce zengin olduklar1 bilinmektedir. Bu sulardaki klor ve bikarbonat iyonlar1
genellikle baskin olan anyonlardir. Termal sularin tam muhteviyatlari, suyun yeryiiziine
cikmasi sirasinda iginden gectigi kayalara ve suyun sicakligina gore degismektedir.

Ulkemiz cografi yapisi geregi deprem kusaginda yer almakta olup, buna bagl olarak
da sicak su kaynaklari bakimindan oldukca zengindir. Jeotermal kaynaklar agisindan
olduk¢a zengin olan iilkemizde, MTA 1996 ve MTA 2005 envanterleri
degerlendirildiginde, iilke genelinde resmi kayitlara alinmis 277 alanda jeotermal etkinligin
oldugu goriilmektedir. Tiirkiye’nin 500 m derinlikteki yer alt1 sicakliklarini gosteren, yer
altt sicaklik dagilim haritasi incelendiginde, iilkenin bat1 bolgesinin diger bolgelere gore
daha yiiksek sicakliklar sergiledigi goriilmektedir (Sekil 1). Ozellikle de Ege bolgesinde,
[zmir, Aydin ve nispeten Denizli ve Manisa illerinin yiiksek sicaklik gosterdigi

belirlenmistir.
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Sekil 1. Tiirkiye’nin 500 m derinlikteki yer alt1 sicakliklar

Dogal olusan termal alanlar disinda, bir¢ok insan yapimi sabit sicak cevreler de
yeryiiziinde olusturulmustur. Sicak su boru hatlari, ev ve fabrikalardaki 1s1 degistiriciler,
yanan komiir refliz borular1 ve termofilik atik aritim tesisleri, giines enerjisiyle 1sitalan
havuz ve topraklar, biyolojik kompost, saman, ¢op ve gilibre yiginlart bunlara 6rnek
verilebilir. Cok sayida iyi bilinen termofilik mikroorganizma, bu tiir insan yapimi sicak su
kaynaklarindan izole edilmistir (Sangiil, 2007).

Termofilik bakteriler ilk olarak 1879 yilinda Miquel tarafindan topraktan, ¢oplerden,
disk1 ve pisliklerden, kanalizasyon ve nehir gamurlarindan izole edilmistirler. izole edilen
bu termofilik bakteriler, 72°C’de biiyiliyebilmekteydiler (Miquel, 1888). Termofilik
bakterilerin bliyiiylip c¢ogalabilmeleri i¢in yliksek sicakliklara ihtiyaglari vardir, yani
termofiller yiiksek sicakliklarda iyi bir sekilde boliiniip ¢ogalabilirken, oda sicakliginda
cok zayif veya ilireyemezler.

Yiiksek sicakliklardaki biiyiimeyle ilgili yapilan son zamanlardaki aragtirmalarda,
sicakligr yaklasik 115°C olan kaynak sularindan asir1 termofilik bakteriler izole edilmistir.
Bunlardan bazilar1 Pyrodictum ve Pyrolobus cinsine ait bakterilerdir ki, bu bakterilerin
optimum biiylime sicakliklart 100°C’nin {izerindedir. Ayrica, sicakligi 110°C olan petrol
alanlarindan da agir1 termofilik bakteriler izole edilmistir (Wharton, 2002).

Volkanik alanlarda sicakligi 125-140°C olan asir1 sicak sularda biliyiimenin oldugu
bildirildigi i¢in, daha yiiksek sicakliklarda biiyliyebilen bakterilerin izole edilmesi
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miimkiindiir (Cavicchioli, 2002). Bu nedenle, bakteriyal yasam i¢in sicaklik sinirmin

150°C’ye kadar ¢ikabilecegi diisiiniilmektedir.

1.3. Termofilligin Molekiiler Temelleri

Yiiksek sicakliklarda biiylimeyi sinirlayan faktorlerin ne oldugu veya biiyiimenin iist
sicakligimin ne oldugu, halen agiklanamamaktadir. Ancak, termofilik bakteriler yiiksek
sicakliklarda hiicre ve molekiillerinin fonksiyonel halde kalmasina izin verecek cesitli
adaptasyonlara sahiptirler. Bu adaptasyonlar su sekilde siralanabilir.

1) DNA vyapist: Lineer ¢ift zincirli DNA 65°C’de termal denatiirasyona ugrarken
siipersarmal plazmitlerin en az 107°C’ye kadar termal denatiirasyona direngli oldugu
goriilmektedir. Plazmit DNA’s1 topolojik olarak kapali oldugu i¢in termal denatiirasyona
kars1 daha direnglidir. Plazmit DNA’s1 termal denatiirasyona direngli olmasina ragmen,
termal degredasyona karsi direngli degildir. Marguet ve Foreterre (1994) yapmis olduklari
bir calismada, ylksek tuz konsantrasyonunun, ¢ift zincirli DNA’y1 107°C’de termal
degredasyona kars1 korudugu gosterilmistir. Tuzlar tarafindan DNA’nin termal
degredasyona kars1 korunmasi, termofilik bakterilerin yasamu ile ilgilidir. Ciinkii termofilik
bakteriler, hiicre i¢i yiiksek tuz konsantrasyonuna sahiptirler.

Reverse giraz (RG) enzimi, biitiin hipertermofillerde, bazi termofilik bakterilerde ve
arkeolarda bulunur. RG, pozitif siiper sarmal DNA olusmasin1 ve DNA’daki baglanti
sayisinin artmasini saglar (Duguet, 1995; Forterre vd., 1996). Baglant1 sayisindaki asirilik,
DNA’nin yiiksek sicakliklarda fonksiyonel halde kalmasi igin gereklidir. Mezofilik
bakterilerin ve bir¢ok canlinin DNA’s1 RG enzimini igcermedigi i¢in, negatif siipersarmallik
gosterirler. Bu yapt DNA’nin daha kolay denatiire olmasina sebep olur. Yani pozitif siiper
sarmal DNA, termal denatiirasyona kars1 negatif siipersarmal DNA’dan daha direnglidir.
Ayrica DNA’ya baglanan histon ve histon benzeri proteinler yiiksek sicakliklarda
DNA ’nin ¢ift zincirli yapida kalmasinda 6nemli rol oynarlar (Lopez-Garcia, 1999).

Onceleri, genomik DNA’nin yiiksek G+C igeriginin DNA’y1 denetiirasyona karsi
koruduguna inanilirdi. Fakat son zamanlarda yapilan calismalar, kromozomal DNA’nin
G+C igerigi ile hipertermofillerin optimum biiylime sicakliklari arasinda higbir baglantinin
olmadigini gostermektedir (Marguet ve Foreterre, 1994).

2) Protein yapist: Termal proteinler, mezofilik proteinlerin denatiire oldugu yiiksek

sicakliklarda aktivitelerini korurlar ve kararli halde kalirlar. Proteinin termal kararliligi



hem bilim hem de endiistriyel alanlarda ¢ok 6nemli olmasina ragmen, yillardir yapilan
deneysel ve teorik ¢alismalar proteinin termal kararliligini sadece kismen agiklayabilmistir
(Vogt vd., 1997). Termofillerin ve mezofillerin homolog proteinlerinin tersiyer yapilari ve
dizi analizlerinin karsilastirilmasi, teorik ¢aligmalarin temelini olusturur. Protein yapisinda
mutasyonlart meydana getiren protein miihendisligi ise deneysel analizlerin favori seklidir
ve kararliligr arttirir.

Querol ve arkadaslar1 (1996) yaptiklar1 bir calismada, proteinlerin termal kararliligin
arttiran en az 13 farkli fiziksel ve kimyasal faktoriin oldugunu gostermistir. Bu
faktorlerden bazilari tuz kopriilerinin optimizasyonu, daha kisa halkalar, halkalarda glisin
miktarinin azaltilmasi ve prolin miktarinin arttirilmasi, hidrojen baglar1 ve proteinlerin ig
kisimlarindaki hidrofobik paketlemelerdir. Bu faktorler iizerine bir c¢ok arastirmact
tarafindan yapilan aragtirmalar mevcuttur (Grupta, 1995; Querol vd., 1996; Vieille vd.,
1996; Colacina ve Crichton, 1997; Vogt vd., 1997; Jaenicke ve Bohm, 1998; Scandurra
vd., 1998).

Kumar ve arkadaslar1 (2000) yaptiklar1 bir ¢alismada, mezofilik ve termofilik
proteinler arasindaki sistematik farkliliklar1 arastirdilar. Yapilan bu calismada,
hipertermofilik Pyrococcus furiosus ve mezofilik Clostridium symbiosum bakterilerindeki
glutamat dehidrojenaz enzimi incelendi. Termofilik glutamat dehidrojenaz 168 tuz kopriist
icerirken, mezofilik glutamat dehidrojenazin ise 107 tuz kopriisii icerdigi belirlenmistir.
Yapilan calismalar sonucunda termofilik proteinlerdeki tuz kopriisii sayisi, mezofilik
proteinlere oranla yaklasik % 70 daha fazladir. Tuz kdpriilerinin sayist ile proteinin termal
kararlilig1 arasinda kuvvetli bir korelasyon vardir. Bunun nedeni tuz kopriileri yiiksek
sicakliklarda daha kararlidir ve yiiksek sicakliklardaki tuz kopriilerini kirmak i¢in daha
fazla enerjiye ihtiya¢ duyulur. Boylece tuz kopriileri yiiksek sicakliklarda protein
¢oOziilmesine kars1 kinetik kararlilik saglar (Das ve Gerstein, 2000).

Haney ve arkadaslar1 (1999) yaptiklar1 bir ¢alismada termofilik bir arkeo olan
Methanococcus jannaschii’den izole edilen 115 adet termofilik protein ile, mezofilik
Methanococcus tiirlerindeki bu 115 adet proteinin homologu olan proteinlerin siralarini
karsilagtirmistir. Yaptiklari ¢aligma sonucunda proteinin termal kararliliginin olusmasinda,
aminoasit degisimlerinin 6nemli bir rol oynadigini ortaya koymuslardir. Termofilik
proteinlerin yiiklii aminoasit (Arg, Lys, His, Asp ve Glu) igeriginde, valin ve izoldsin
iceriginde artig goriiliirken, yliklenmis polar aminoasit (Ser, Thr, Gln, Asn, Cys) iceriginde

ve denatiirasyona sebep olan asparagin ve glutamin igeriginde azalma oldugu goriilmiistiir.



Bir proteinin hidrofobikligi, toplam polar olmayan yiizey alan1 disinda kalan gémiilii
polar olmayan ylizey alanin fonksiyonu olarak hesaplanir (Tsai ve Nussinov, 1997).
Hidrofobik etki, proteinin katlanmasinda etkin bir giice sahiptir. Bu nedenle de termofilik
proteinler mezofilik proteinlere gore daha biiytik bir hidrofobik merkeze sahiptirler (Haney
vd., 1997).

Termofilik proteinler mezofilik proteinler ile karsilastirildiginda, bunlarin daha fazla
halka delesyonuna maruz kaldigi goriiliir ve bu yilizden termofilik proteinler mezofilik
proteinlerden daha kisadir. Halka delesyonu proteinin ii¢ boyutlu yapilarinin entropisini
diistirerek, serbest enerjisini arttirir.  Yani proteinlerdeki halka delesyonu protein
kararliligin arttirir (Thompson ve Eisenberg, 1999). Ayni1 zamanda termofilik proteinler ii¢
boyutlu yapisina katlanirken, daha kiigiik ve daha az sayida oyuklar olusturabilecek daha
etkili bir paketlemeye sahiptirler (Russell vd., 1997, 1998).

Sicak sok proteinlerinin bir tiirli olan saperonlar, yiiksek molekiiler agirlikli
kompleks proteinlerdir ve bunlarin gorevi denatiire edilmis proteinlere baglanmak ve
onlarin aktif formlar1 igerisinde tekrar katlanmalarin1 saglamaktir. Ayrica, organik
coziinenler de protein ylizey alanini azaltarak proteinin {i¢ boyutlu yapisinin korunmasini
saglar (Das ve Gerstein, 2000).

3) Hiicre membran yapisi: Normal sicakliklarda yasayan canli organizmalar, lipid
bilayer yapisinda bir hiicre membranina sahiptirler ve lipid bilayer membran yapis1 1s1ya
kars1 direngli degildir. Hipertermofiller, ytliksek sicakliklarda hayatta kalabilmeleri igin
lipid monolayer yapisinda olan degisik bir membran yapisina sahiptirler. Bu hiicre
membrani, yliksek sicakliklarda erimeye karsi direng gosterir. Ayrica arkeolar, hiicre
membran yapilarinda sicakliga ve degredesyona karsi direngli olan eter lipitlerini igerirler
(Daniel ve Cowan, 2000).

Termofilik organizmalarin hiicre membran proteinlerinin en 6nemli 6zelligi, daha
etkili ve siki bir sekilde katlanabilen aminoasitlere daha yogun bir sekilde sahip olmasidir.
Aspartik ve glutamik asitler igerdikleri amin gruplarindan dolayr heliks yapisini
kuvvetlendirirken, glisin ve serin kuvvetli hidrojen bagi yapma o6zelliklerinden dolay1
proteinin daha iyi katlanmasini ve 1stya karst daha yiiksek bir direng gdstermesini saglar
(Senes vd., 2000; Zhou vd., 2001; Adamian ve Liang, 2002; Rinia vd., 2002)

Sicaklik arttikca sitoplazma membraninin proton gegirgenligi artar. Artan proton
gecirgenligi, yiiksek sicakliklarda bakterilerin biliylimesini engeller. Diisiik proton

gecirgenligi yiiksek sicakliklarda biiylime i¢in 6nemli bir etkendir. Bu nedenle termofilik
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bakteriler, yiiksek sicakliklarda tasima sisteminde iyon olarak daha az gecirgen olan
sodyum iyonunu kullanirlar (Tolner vd., 1997).

4) RNA vyapisi: Galtier ve arkadaglar1 (1999) yapmus olduklari bir caligmada,
rRNA’nin GC igerigi ile optimum biiylime sicakliklar1 arasinda pozitif bir iligkinin
oldugunu gostermistir. Ayrica baz modifikasyonlar1 ve protein baglanma bolgelerindeki
degismelerin RNA’lar1 kararli hale getirdigi belirtilmektedir (Fang vd., 2001). Termofilik
bir bakteri iizerinde yapilan bir ¢alismada, transfer RNA geninin bir bazindaki tek bir
atomun degismesi yliziinden bakterinin 1siya karst direng 6zelligi kazandig1 kaydedilmistir
(Watanabe vd., 1976). Yapilan bu ¢alismada, Thermus thermophilus’un tRNA’sindaki
timin-55 pozisyonundaki oksijen atomu yerine bir kiikiirt atomu sokulmustur.

5) Kiiciik molekiiller: Termofillerin sahip olmas1 gereken diger bir 6zellik ise, kiigiik
molekiillerin karaliligidir. GTP, translasyon, RNA sentezi ve diger bir¢ok islem igin
gerekli olan bir molekiildiir ve bu molekiiliin 100°C’deki yarilanma 6mrii birkag¢ saniyedir.
Ayrica, ATP, UTP, NAD ve FAD gibi diger birgok kiiciik molekiille de 1s1ya kars1 direngli
degildir. Termofilik bakterilerde bu sorunun iistesinden gelmek ig¢in ihtiya¢ duyulan

molekiiller kullanilacaklar1 zaman sentezlenir (Canakg1, 2003).

1.4. Termofilik Organizmalarin Biyoteknolojide Kullanimi

Termofilik organizmalar, mikrobiyologlar ve biyokimyacilar i¢in olduk¢a cezbedici
bir konudur. Termofilik organizmalarin hiicre bilesenleri termal kararli oldugu gibi, asir
derecede asidik ve alkalik sartlarin denatiirasyonlarina da direncglidir (Haki ve Rakshit,
2003). Bu nedenle termofilik organizmalar biyoteknoloji agisindan olduk¢ca Gnem
tasimaktadir. Biyoteknolojide termofilik organizmalar, bazi yakit ve kimyasallarin
tiretilmesinde ve genetik manipulasyonlarin yapilabilmesinde kullanilmasina ragmen,
biyoteknoloji acisindan en Onemli Ozellikleri biyokimyasal reaksiyonlari ¢ok yiiksek
sicakliklarda katalizleyebilen termofilik enzimleri tiretmeleridir.

Termofilik enzimlerin pH degisikliklerine ve yiiksek sicakliklara karsi gosterdigi
kararlilik, bu enzimlerin endiistri alanlarinda tercih edilme nedenleridir. Termofilik
enzimler, mikroorganizmalarin optimum biiyiime sicakligindan daha yiiksek bir sicaklikta
bile kararli ve aktiftirler. Bu yiiksek sicakliklar, reaksiyon sirasinda meydana gelebilecek
kontaminasyon riskini énemli derecede azaltir, ¢linkii biyolojik dongiide kontaminasyona

sebep olan bakterilerin ¢ogu mezofiliktir (Burg, 2003). Ayrica bu yiiksek sicakliklarda,
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reaksiyona katilan maddelerin diflizyon hizlar1 ve ¢oziiniirliikleri 6nemli derecede artar ve
bu da daha fazla {iriin olusumunu saglar (Mozhaev, 1993; Kumar ve Swati, 2001). Bu
sicakliklarda suyun yiizey geriliminin ve vizkositesinin azalmasi, oOzellikle biiyiik
fermentorlerde havalandirma i¢in daha az enerjinin kullanilmasini saglar.

Termofilik enzimler, belirtilen bu avantajlarindan dolayr bir¢ok endiistriyel alanda
tercih edilmektedirler. Bununla birlikte bu enzimlerden bazilari, son zamanlarda
saflastirilmis ve basarili bir sekilde klonlanip mezofilik konaklarda ekspres edilmistir. Bu
enzimlere 6rnek olarak, DNA polimerazlar, amilazlar, ksilanazlar, kitinazlar, seliilazlar,
proteazlar, lipazlar ve gida ve kimya endiistrilerinde DNA’y1 modifiye edebilen enzimler
verilebilir. Bu enzimler molekiiler biyoloji alaninda, nisasta endiistrisi, gida endiistrisi,
petrol endiistrisi, kimyasal endiistrisi, kagit ve kagit hamuru endiistrisi gibi pek cok
endiistri alaninda genis 6l¢iide kullanilmaktadir.

Molekiiler ¢alismalarin temelini, PCR kullanimi olusturmaktadir. DNA’y1 arttirma
kapasitesine sahip olan PCR yontemiyle, genetik miihendisliginde 6nemli bir ilerleme
kaydedilmistir. Bu yontemde pes pese gelen ili¢ adim, 90-95°C’de DNA zincirlerinin
denatiirasyonu, 55-70°C’de renatiirasyonu ve 75°C de sentez asamasidir (Saiki vd., 1988).
Bu nedenle bu reaksiyonlarda kullanilan enzimlerin bu sicakliklara dayanikli olmasi
gerekmektedir.

PCR yo6ntemininin kullanildig ilk zamanlarda, primer DNA zincirinin uzatilmasini
katalizleyen DNA polimerazlar E. coli’den izole edilirdi. Bu enzimler yiiksek sicakliklarda
enzimatik aktivitelerini kaybettiklerinden her bir denatiirasyon ve renatiirasyon
asamasindan sonra yeni bir polimeraz enziminin konulmasi gerekmekteydi. Bu nedenle de
PCR, ¢ok fazla zaman harcayan ve pahali bir yontemdi (Erlich vd., 1988). Termal kararl
polimerazlarin bulunmasiyla, PCR yontemi oldukca kolaylast1 ve dnemli 6lciide gelisti. 11k
termal kararli DNA polimeraz, termofilik bir bakteri olan Thermus aquaticus’dan
karakterize edildi (Chien vd., 1976). Daha sonra Phyrococcus furiosus ve Thermococcus
litoralis bakterilerinin de DNA polimeraz enzimleri Kkarakterize edildi. Bu
mikorganizmalardan elde edilen DNA polimerazlar, 99°C’de bile aktivitelerinin énemli bir
kismin1 korumaktadirlar.

Tag DNA polimeraz enzimleri, PCR reaksiyonlarim1 katalizledikleri ic¢in diinya
ticaretinde biiyiik paya sahiptirler. Bu reaksiyonlar, spesifik DNA siralarini hizli ve verimli

bir sekilde arttirdig i¢in besin analizi, klinik tip ve adli tip alanlarinda 6nemli arastirmalar
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ve incelemeler yapilirken kullanilmaktadirlar. Ayrica bu reaksiyonlar bugiin biyoteknoloji
ile ilgili birgok islemin olusturulmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir (Aguilar, 1996).

Kagit ve kagit hamuru endiistrisi en hizli bilyiiyen endiistrilerden biridir. Bu alanda,
klorlu bilesiklerin yerine termal kararli ksilanazlarin kullanimi artmaktadir. Kraft kagit
hamurunun agartilmasinda ¢ok fazla miktarda kullanilan klorlu bilesikler, toksik ve
mutajenik olan stirekli biriken yan {iriinleri olusturur. Bu yan iriinler de ¢evresel kirlilige
ve biyolojik sistemlerde sorunlara sebep olur. Bu nedenle, giiniimiizde bu kimyasallarin
kullaniminm1 en aza indirmek amaciyla, kagit endiistrisinde ksilanazlar kullanilmaktadir
(Vikari vd., 1994; Eriksson ve Heitmann, 1998). Ksilanazlar kagit ve kagit hamuru
endiistrisindeki kullanimlarindan bagka, zirai hayvan yemlerinin besin degerini arttirmakta,
hasir ve keten gibi bitki elyafinin zamkinin giderilmesinde ve meyve sularinin
agartilmasinda kullanilmaktadir.

Diinya {izerinde en fazla miktarda bulunan ve yenilenebilir fosilsiz karbon kaynagi
seliillozdur. Seliilozun hidrolizi i¢in endoglukanazlar, ekzoglukanazlar ve B-glukosidazlar
kullanilmaktadir. Endiistriyel islemlerde, termal kararli seliilitik enzimler deterjanlarin
yapisina katilarak yikama sonucunda ¢amasirlarin yumusak ve daha parlak renkte olmasini
saglarlar. Ayrica tekstil endiistrisinde, ¢op ve atiklarin islenmesinde yaygin olarak
kullanilmaktadirlar (Bhat, 2000).

Lipazlara duyulan ilgi, endiistrideki uygulama alanlarindan dolayi, 6zellikle son on
yildir oldukc¢a artmigtir. Termal kararli lipazlar, gida endiistrisinde tat ve hos koku bileseni
olarak, kozmetikte yaglayici madde ve katki maddesi olarak, kagit endistrisinde kagit
hamurundaki zifti uzaklastirict madde olarak kullanilir ve ayrica siit endiistrisinde, ilag
endiistrisinde, deterjan endiistrisinde ve deri ve tekstil endiistrisinde de kullanilmaktadirlar.

Diinya enzim marketlerinin % 65’inden fazlasini teskil eden proteazlar, endiistriyel
acidan onemli enzimlerdir (Rao vd., 1998). Bu enzimler genis dlgiide gida, ilag, deri ve
tekstil endiistrisinde kullanilmaktadir. Bu enzimlerin ana kaynagi Phyrococcus,
Thermococcus, Bacillus ve Staphylococcus cinslerine ait mikroorganizmalardir. Optimum
olarak 75°C’de aktif hiicre dis1 bir proteaz, Bacillus stearothermophilus TP26 susundan
izole edilmektedir (Gey ve Under, 1995).

Nisasta endiistrisi, termofilik enzimlerin en genis kullanildig1 alanlardan biridir.
Endiistriyel nisasta islemi, nisastanin glukoz, maltoz veya oligosakkarit suruplarina
hidrolizini igerir. Nisastanin tam hidrolizi i¢cin pek ¢ok enzim kullanilmaktadir. Bu

enzimler, amilazlar, pullulanazlar, siklodekstrin glikoziltransferazlar, glukoamilazlar ve
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glukoz izomerazlardir (Poonam ve Dalel, 1995). Bu enzimler veya bu enzimleri igeren

suruplar nisastanin igslenmesi yaninda igecek endiistrisinde, ekmek yapiminda ve peynir

yapimi endiistrilerinde yaygin olarak kullanilmaktadirlar. Ayrica tatlandirici iiretiminde ve

pek ¢ok gida iiriiniiniin koku, yap1 ve goriiniisiiniin degisime ugratilmasinda da bu enzimler

yaygin olarak kullanilmaktadirlar. Nisasta endiistrisi, termofilik enzimlerin yillik

endiistriyel tiikketiminin % 30’unu olusturmaktadir (Van der Maarel vd., 2002).

Termal kararli enzimler, bir¢ok biyoteknolojik uygulamalarda yaygin olarak

kullanilmaktadir. Farkli ekolojik alanlardan termofilik mikroorganizmalarin fazla miktarda

izolasyonu ve bu mikroorganizmalardan faydali enzimlerin ekstraksiyonu ile biyoteknoloji

alaninda daha biiyiik adimlar atilabilir (Kohilu vd., 2001).

Tablo 1. Termofilik bakterilerin kullani1ldig1 biyoteknolojik uygulamalar

Sicakhk
Enzim Arahgi Reaksiyonlar: Kullanim alanlar
O
o e . Firincilik, mayalanma, deterjan, gida,
Am} lolitik 90-100 Nisasta — dekstroz ve i¢ecek endiistrisinde ve tatlandirict
enzimler surup .
iiretiminde
. 45-65, Kraft hamuru — g g .
Ksilanaz 105 ksilan +lignin Kagit ve kagit hamuru endiistrisinde
Eigﬁ : Ilillf:gel?ii Gida, kozmetik, ilag, cimento
Kitinazlar  65-75 . endiistrisinde, atik su temizlenmesinde,
glukozamin kagit tiretiminde
Kitin — deasetilaz &
Seliilaz 45.55, 95 Seliiloz — glukoz Deterjan ve tekstq endiistrisinde, ¢Op ve
atiklarin iglenmesinde
Proteaz 65-85 Protelp — pep‘udler F1r1nc111k, .mayatlanmha, deterjan, gida,
ve amino asitler ila¢ ve deri endiistrisinde
Yag uzaklastirmasi, . . . :
Lipazlar  30-70 hidrolizis, alkolizis, ~ Sub deterjan, kagit, ilag, kozmetik,
. deterjan, deri ve tekstil endiistrisi
aminolizis
DNA S e
. 90-95 DNA arttirilmasi Genetik miihendisligi / PCR
polimeraz

1.5. Bakteri Sistematiginde Kullanilan Baz1 Yontemler

Son zamanlarda, prokaryot taksonomistleri giivenilebilir bir siniflandirmanin, sadece

sistematigin kabul edilmis bir modeli olan “cok yonli sistematik” teknikleriyle
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yapilabileceginde hemfikirdirler. Prensip olarak, ¢ok yonlii sistematik biitiin genotipik ve
fenotipik bilgiyi birlestirmektedir. Genotipik bilgi, hiicre yapisindaki niikleik asitlerden
(DNA, RNA) elde edilirken, fenotipik bilgi ise organizmanin fiziksel ve biyokimyasal
karakterlerinden ve genomdan ekspres edilen diger 6zelliklerinden elde edilir. Genotipik
ve fenotipik yontemler kullanilarak, genotipik ve fenotipik bilgi miimkiin oldugu kadar
genis Olclide arastirilabilmektedir ve bu sayede de bakterilerin farkli sistematik seviyelerde

siniflandirilmasi ve karakterizasyonu yapilabilmektedir.

1.5.1. Genotipik Yontemler

Bakteri sistematiginde kullanilan molekiiler tekniklerin kesfinden Once,
siiflandirmada sadece organizmanin morfolojisi ve fizyolojisi gibi genotipin goriilebilir
ifadesi, yani fenotipik Ozellikleri kullanilmaktaydi. Fenotipik ozelllikler ise bakteri
genomunun ¢ok kiigiik bir dilimini ifade ederler ve c¢evre sartlarindan direkt olarak
etkilenirler. Bu nedenle de, fenotipik yontemler bakterilerin filogenetik akrabaliklariin
ortaya cikarilmasinda yeterli olmayabilirler (Sow vd., 2005). Teknolojik ilerlemeler
sonucu, sistematik c¢aligmalarda genotipik yontemlerin kullanilmaya baslanmasiyla
siiflandirmanin daha kesin ve dogru olarak yapilabilmesi saglanmistir. Cevresel
degisimlerden etkilenmeyen ve evrimsel olarak yayilim gdsteren genomik bilgiyi kullanan
genotipik yontemler, sistematik calismalarinin temelini olusturmaktadir (Vandamme vd.,
1996).

Prokaryotik tiirlerin smiflandirilmasi, sadece iliskili siiflar arasindaki genotipik
farkliliklarin ortaya ¢ikarilmasiyla yapilabilirken; iligkili simiflar, fenotipik 6zellikler ile
veya ribozomal riboniikleik asit (rRNA) diziniyla tanimlanabilir (Gonzalez ve Saiz-

Jimenez, 2005).

1.5.1.1. DNA Baz Kompozisyonu

Bir organizmanin DNA’sindaki genetik bilgi, dort niikleotid baz1 adenin (A), timin
(T), guanin (G) ve sitozin (C) tarafindan sifrelenmektedir. DNA’nin ¢ift zincirli yapisindan
dolay1, G/C ve A/T oranlart genellikle sabittir. Ancak (G+C) / (A+T) orani ise genomdan
genoma degisiklik gosterir (Johnson, 1985). Bir DNA molekiiliiniin baz orani, genellikle
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G+C ciftinin bollugu olarak tanimlanir ve ¢ogunlukla G+C igerigi diye adlandirilir. DNA
baz orani, G+C’nin yiizdesiyle hesaplanir; % G+C : (G+C) / (A+T+G+C) X 100. Bu
yontem, prokaryotlarin sistematiginde kullanilan ilk genotipik yontemdir (Lee vd., 1956)
ve bu yontem ilk olarak fenotipik olarak benzer ve genotipik olarak farkli suslari
birbirlerinden ayirmakta rutin olarak Goodfellow ve O’Donnell (1993) tarafindan
kullanildi. Bugiin, bu yontem genellikle tiir ve cinslerin ayrimi i¢in kullanilmaktadir ve
bakteri sistematiginin standart tanimlamalarindan birisidir.

Bakterilerin % G+C igerigi % 24-76 arasinda degismektedir (Torsvik vd., 1995). Bu
oran tiir i¢in spesifiktir fakat segi¢i degildir, yani benzer G+C igerigine sahip iki sus, ayni
tiire ait olabilirler veya olmayabilirler. Ancak, bu suslarin G+C igerikleri % 5’ten fazla
farklilik gosteriyorsa bu suslar aymi tiiriin iiyeleri olamazlar. Deneysel olarak, G+C
icerikleri % 10°dan fazla faklililk gosteren bakterilerin ayni cinse ait olmadiklar
gosterilmistir (Rossello-Mora ve Aman, 2001).

Bakteri genomunun G+C igerigini belirlemek icin birkag farkli yontem
kullanilmaktadir; bunlar, termal denatiirasyon yoOntemi, yliksek performansli sivi
kromotografisi (HPLC), florimetrik boya baglayict yontemler ve buoyant yogunluk
yontemleridir (Gonzalez ve Saiz-Jimenez, 2002). Yaygin olarak HPLC ve termal
denatiirasyon yontemleri kullanilmaktadir. HPLC giivenilir bir teknik olmasina ragmen
pahali bir sistem gerektirmektedir. Bu nedenle genelde, termal denatiirasyon yontemi
kullanilmaktadir ve bu yontem DNA’nin termal denatiirasyonu siiresince absorbans
Ol¢iimlerine dayanmaktadir. Bu iglem sicaklik iinitesine sahip spektrofotometreler ile
yapilabilmektedir. DNA molekiillerinin erime sicakliklart ile % G+C igerikleri arasinda

dogrusal bir iliski bulunmaktadir (Marmur ve Doty, 1962; De Ley vd., 1970).

1.5.1.2. DNA-DNA Hibridizasyonu

Bakteri tiirlerinin tanimlanmas1 i¢in ¢ok fazla sayida teknik gelistirilmesine ragmen,
niikleik asit dizileri arasindaki benzerligi belirleyen DNA-DNA hibridizasyonu, bugiin tiir
tanimlamasi i¢in “altin standart” olarak kabul edilmektedir (Rossello-Mora ve Aman 2001;
Zeigler, 2003). DNA’nin karakteristik 06zelligi, hibridizasyon veya yeniden birlesme
ozelligi gostermesidir. DNA denatiire edildigi zaman, uygun deneysel kosullar altinda

dogal c¢ift zincirli yapilarini olusturmak icin yeniden birlesebilirler. Standardize edilmis
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kosullar altinda; farkli bakterilerin DNA’lar1, onlarin niikleotit siralarinin benzerliklerine
gore birlesirler ve genellikle bu % benzerlik olarak ifade edilir.

DNA-DNA benzerligini belirlemek i¢in birka¢ yontem vardir ve bunlarin hepsi ayn
prensibe dayanmaktadir. iki farkli bakteri DNA’s1 karistirilir ve ardindan denatiire edilerek
tek zincirli DNA molekiillerinin bir karigimini igeren soliisyon elde edilir. Kontrollii deney
kosullar1 altinda, DNA birlesmelerinin meydana gelmesiyle hibrit molekiiller
(heterodubleks DNA’lar) olusturulur. Bu hibrit molekiillerin miktari, iki farkli DNA
arasindaki benzerlik derecesine baglidir, yani iki bakteri arasindaki genetik benzerlik ne
kadar fazla ise, onlar o kadar fazla benzer niikleotit baz sirasina sahiptirler ve o kadar fazla
hibrit olusumu (hibridizasyon) meydana gelecektir. DNA’larin karisimi ile bu iki
bakterinin ayr1 ayr1 saf DNA’lar1 (homodubleks DNA’lar) ile elde edilen sonuglar
arasindaki karsilagtirma, bu bakteriler arasindaki genomik benzerligin derecesini
vermektedir (Gonzalez ve Saiz-Jimenez, 2005).

Genomlar arasindaki akrabalik veya benzerlik derecesini 6lgmek i¢in esas olarak iki
parametre kullanilmaktadir. Bunlar; nispi baglanma orani (RBR) ve denatiirasyon
sicakliklart arasindaki farkliliktir (ATy,). Bu iki parametre farkli 6zellikleri kullanmalarina
ragmen, elde edilen sonuclar birbirleriyle uyumludur ve bu sayede tiir ayriminda bagimsiz
olarak ayr1 ayr1 kullanilabilirler (De Ley vd., 1970; Rossello-Mora ve Aman 2001). AT,
DNA ift zincirlerinin termal kararliligin1 yansitmakta olup homodubleks DNA T,,’si ile
heterodubleks DNA T, arasindaki farki ifade etmektedir. RBR ise homodubleks
DNA'’larla karsilagtirmali olarak, heterodubleks DNA’larin miktarini yansitmaktadir
(homodubleks DNA’larin yeniden birlesme oraninin % 100 oldugu diisiiniilmektedir). Her
iki parametre degeri, dolayli olarak pimer yapi1 seviyesinde genomik dizi benzerligini
yansitmaktadir (Goodfellow ve O’Donnell, 1993) ve bu yiizden de DNA’nin ayrilip
yeniden birlegsmesine dayanan bu yaklasimlar, birbirleriyle yakin iligkili prokaryotlar
arasindaki genotipik akrabaligin belirlenmesinde ¢ok kullanigh yontemlerdir.

Tam olarak tanimlanmis prokaryotik tiirler ile bir¢ok caligmalar yapilmistir ve bu
calismalarin sonuglarina dayanarak bakteriyal sistematik komitesi, bakteri tiirlerinin kesin
ve dogru olarak tanimlanabilmesi icin DNA-DNA hibridizasyonunun uygulanmasi
gerektigini vurgulamaktadir. Ayrica bakteri tiirlerinin smiflandirilmasinda kullanilacak
siirlar da ayni tiire ait bireyler i¢in, % 70 veya daha fazla DNA-DNA benzerligi ve 5°C
veya daha diisiik AT,, degerleri olarak belirlenmistir (Wayne vd., 1987).
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1.5.1.3. Ribozomal RNA Analizi (rRNA)

Bakteri sistematiginde, DNA-DNA hibrizasyonu, tlir tanimlamasi i¢in hala daha
“altin standart” olarak kabul edilmesine ragmen, bu yontem olduk¢a zahmetli, zaman alic1
ve pahali bir yontemdir. Bu zorluklarindan dolayi, DNA-DNA hibridizasyonu, sadece
birka¢ laboratuarda yapilabilmektedir. Bunun icin, molekiiler analizlerde alternatif
yontemlerin arayisina gidilmistir.

Son 25 yilda, ribozomal RNA (rRNA) veya rRNA’y1 kodlayan genlerin (rDNA)
analizini iceren pek cok teknik, prokaryotik siiflandirmada kullanilmaktadir. Protein
sentezi i¢in gerekli oldugundan biitiin organizmalarin yapisinda bulunan rRNA’lar yiiksek
derecede yapisal ve fonksiyonel olarak korunurlar (Olsen vd., 1986). Kisaca; rRNA’lar
evrensel, degismeyen, cevre sartlarindan etkilenmeyen ve onemli dl¢lide genetik bilgiyi
iceren biiyiilk molekiillerdir. Bu 6zelliklerinden dolayr rRNA’lar, bakterilerin filogenetik
analizlerinde 6nemli derecede kullanilmaktadirlar (Maidak vd., 1996).

Prokaryotlarda, rRNA gen lokuslar1 rRNA’nin unsurlarin1 kodlayan genleri igerir;
16S, 23S, 5S. Bazi istisnalar olmakla birlikte, bir RNA operonu igerisindeki rRNA
genlerinin en yaygin dizilimi 16S-23S-5S sirasinda olup, bu rRNA genleri baglanti
bolgeleriyle birbirinden ayrilirlar. Son zamanlarda gelistirilen PCR ve her bir rRNA
genindeki korunmus boélgelerin varliginin ortaya c¢ikarilmasiyla, bu genlerin ve genler
arasindaki bolgelerin PCR c¢ogaltimi miimkiin olmaktadir. Cogaltilan bu bdlgelerin
uzunlugu ve niikleotid sirasi, bakterilerin sistematiginde kullanilan 6nemli kriterlerdir

(Nguimbi vd., 2003).

1.5.1.3.1. 16S rRNA’nin Tiir Tayininde Kullanilmasi

16S rRNA geni, hem biitiin organizmalarda bulunan yiiksek oranda korunmus 8 adet
korunmus degismeyen bolgeye, hem de 9 adet benzersiz ve degisken bolgeye sahiptirler
(Gray vd., 1984). Bu nedenle de 16S rRNA genleri, bakteriler arasindaki filogenetik
iligskiyi belirlemede yaygin sekilde kullanilirlar. Bu korunmus bdlgeler, primer ¢ogaltma
teknikleri i¢in genis Olglide uygulanabilir baglangic bdlgelerini saglarken, benzersiz
degisken bolgeler de bakteriler arasindaki filogenetik iliskiyi belirlemek i¢in kullanilir.
Korunmus 16S rRNA siralarini esas alan primerler kullanilarak, 16S rRNA’lar polimeraz

zincir reaksiyonu (PCR) yardimiyla arttirilmiglardir. PCR veya diger bazi izolasyon
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yontemleri ile elde edilen 16S rRNA’nin baz dizi analizi, restriksiyon fragmenti uzunluk
polimorfizmi (RFLP) ve hibridizasyon 6zellikleri kullanilarak tiirler arasinda karsilastirma
yapilmaktadir. Fox ve arkadaslar1 (1992) yapmis olduklar1 bir ¢alismada; 16S rRNA dizi
analizleri % 97’den daha az benzerlik gosteren suslarin, farkli tiirler oldugunu ortaya
koydular.

Ancak son zamanlarda yapilan ¢alismalar, 16S rRNA dizi analizinin bazi tiirlerin
ayriminda, ¢ok etkin bir kriter olmadigin1 gostermektedir. Tonjum ve arkadaslar1 (1998),
yaptiklar1 bir ¢aligmada Mycobacterium cinsine ait iki farkli tiir olan Mycobacterium
marinum ve Mycobacterium ulcerans’in 16S rRNA dizin analizlerinin % 99,8 benzerlik
gosterdigini ve yapilan DNA-DNA hibridizasyonu sonucunda da bu iki bakterinin sadece
% 37 oraninda benzerlik gosterdiklerini ortaya koydular. Ayrica Belduz ve arkadaslar
(2003) yaptiklar1 bir calismada da, Balikesir Gonen kaplicasindan izole ettikleri
Anoxybacillus cinsine ait G2" susu ile Anoxybacillus flavithermus DSM 2641" susunu
karsilastirdilar. 16S rRNA analizi sonucunda; G2" susu, A. flavithermus DSM 2641"a %
98 benzerlik gdstermesine ragmen, yapilan DNA-DNA hibridizasyonu sonucunda bu iki
bakteri arasindaki benzerligin sadece % 53,4 oldugu gosterilmistir. Bu sonuglar dikkate
alindiginda; 16S rRNA gen dizi analizinin, cinslerin ve birbirlerinden kolaylikla ayrilabilen
tiirlerin ayriminda yaygin olarak kullanilmasina ragmen, birbirlerine asir1 derecede

benzeyen tiirlerin ayrilmasinda kullanilamaz oldugu goriilmektedir.

1.5.1.3.2. 16S rRNA’nin Cok Degisken (HV) Bolgesi

16S rRNA geninin (1,5 kb) tiim dizin analizinin, yakin iliskili tiirlerin ayriminda
yeterli olmadig1 belirlenmis, fakat cins seviyesini belirlemede kullanilacak ilk kriter olarak
taksonomik ¢alismalarda yerini almistir. 16S rRNA geninin tliim sirasi, tiirler arasinda ¢ok
biliylik korunmusluk gostermesine karsin, 16S rRNA gen sirasinin sadece belirli bir
bolgesinin, asetik asit bakterilerini ve Streptomyces cinsine ait bakterilerin siniflandirilmasi
ve tanimlanmasinda oldukga etkili oldugu belirlenmistir (Yamada vd., 1997; Kataoka vd.,
1997). Goto ve arkadaglar1 2000 yilinda, 16S rRNA geninin en ¢ok bilgi verici yani en
fazla farklilik gosteren bolgesini belirlemek i¢in, 69 Bacillus tiiriiniin (tip suslarin) 16S
rRNA genlerinin tiim siralarin1 analiz etmisler ve CLUSTAL W programini kullanarak
karsilagtirma yapmislardir. Kargilagtirma sonucunda, 16S rRNA geninin 5’ u¢ kisiminda

yer alan bir bdlgenin tiirler arasinda yiiksek degiskenlik gosterdigi belirlenmis ve bu bdlge
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cok degisken bolge (HV) diye adlandirilmistir. HV bolgesi, Bacillus subtilis 16S rRNA
gen sirasi referans alindiginda, 70 ila 344 nolu niikleoitlerin arasindaki 275 bp’lik bolgeyi
ifade etmektedir. Goto ve arkadaslar1 yaptiklar1 bu ¢alismada, 69 Bacillus tip susuna ait
HV boélgelerinin, ¢gogunlukla % 90’dan daha az benzerlik gdsterdigini belirlemislerdir. Bu
sonuglara dayanarak da, HV bolgesinin Bacillus suslarini tiir seviyesinde tanimlamak igin
etkili oldugu belirtilmistir.

Goto ve arkadaslar1 2002 (a) yilinda yaptiklar1 baska bir ¢alismada, HV bdlgesinin
Paenibacillus cinsi igerisindeki ayrim giiciinii belirlemeye c¢aligtilar. Bu amagla,
Paenibacillus cinsine ait 28 tip sus ve Paenibacillus tiirlerine ait 31 susun HV bdlgesi
analiz edildi. Karsilagtirma sonucunda, bir tiire ait susun, iiyesi oldugu tiiriin tip susuna %
100 benzerlik gosterdigi belirlenmistir. Analizler sonucunda, Paenibacillus cinsinin ¢ogu
tiyesi i¢in, HV boélgesinin bir tiir icerisinde yliksek derecede korunmus oldugu, bununla
beraber Paenibacillus tiirlerini gruplandirabilecek ve tanimlayabilecek kadarda tiirler
arasinda farklilik gdsterdigi belirlenmistir.

Yine Goto ve arkadaglar1 2002 (b) yilinda yapmis olduklari iki ayr1 ¢aligmada; HV
bolgesinin Alicyclobacillus cinsi igerisinde tiir seviyesinde ayrim giicline sahip oldugu
belirlenmistir. Yapilan bir ¢alismada, Alicyclobacillus cinsine ait 24 susun HV bdlgesi
analiz edildi ve 16S rRNA geninin tiim sirasiyla karsilastirildi. HV bolgesinin tip suslar
arasinda % 82,3-94,5 oraninda benzerlik gosterdigi, 16S rRNA geninin tiim sirasinin ise %
91,5-98,5 benzerlik gosterdigi belirlenmistir. HV bdélgesinin, tiir i¢i korunmuslugunu
gozlemek igin, 17 Alicyclobacillus susunun HV bdlgesi analiz edildi ve suslarin, iiyesi
oldugu tiirlerin tip suslarma % 99,1°den fazla benzerlik gosterdigi belirlendi (Goto vd.,
2002 b). Goto ve arkadaslarmin 2002 (c) yilinda yaptiklari iiclincli bir calismada,
Japonya’daki gesitli asidik ¢evrelerden Alicyclobacillus cinsine ait 60 sus izole edildi ve
HV bolgeleri analiz edilip, tiir seviyesinde sistematigi yapildi. HV sonuglarina gore yapilan
siniflandirma sonuglari, DNA-DNA hibridizasyon analiziyle de teyit edildi. HV bolgesi
analiz sonuglarinin, DNA-DNA hibridizasyon analiz sonuglariyla ortiistiigii belirlendi
(Goto vd., 2002c).

2004 yilinda yine Goto ve arkadaslari, Brevibacillus tiirleri {izerine ¢alisma
yapmislardir. Ayni grup arastirmacilarin bundan onceki c¢alismalarinda; HV bdlgesinin,
Bacillus, Paenibacillus ve Alicyclobacillus tiirlerinin gruplandirilmasi ve tanimlanmasi i¢in
elverigli bir markir oldugunu belirlemislerdi. Bu ¢alismada, HV bélgesinin Brevibacillus

tirlerinde ne kadar iyi korundugunu belirlemek i¢in, Brevibacillus brevis olarak
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adlandirilan 29 susun HV bolgesi analiz edildi ve bu 29 susun kesin tiir tayinleri DNA-
DNA hibridizasyon analiziyle teyit edildi. 16S rRNA HV bdlgesinin sira analizi
sonucunda, benzerlikleri dendogram olarak gosteren neigbour-joining agaci ¢izildi (Sekil
2). Bu aga¢ incelendiginde, Brevibacillus brevis suslarinin, Brevibacillus agri,
Brevibacillus parabrevis, Brevibacillus brevis, Brevibacillus borstelensis, Aneurinibacillus
migulans, Aneurinibacillus thermoaerophilus, Bacillus oleronius ve Bacillus methanolicus
olmak tizere 8 dalda kiimelendigi goriilmiistiir. Sadece iki Brevibacillus brevis susunun bu
gruplardan ve birbirlerinden ayr1 olarak, farkli iki dal olusturduklar1 belirlenmigtir. DNA-
DNA hibridizasyon sonuglarinda, HV analizine gore farklilik gosteren bu iki Brevibacillus
brevis susunun, Brevibacillus ve Aneuirinibacillus cinslerine ait birer yeni tiir olduklar
belirlendi. Ayrica, 8 dalda kiimelenen Brevibacillus brevis suslarinin, kiime igerisinde %
100 benzerlik gosterdigi ve DNA-DNA hibridizasyon sonuglartyla da bu kiimelenmenin
dogrulugu teyit edildi. Bu sonuglar, Goto ve arkadaslarinin daha 6nce yapmis olduklari
sonuglarla benzer olup, HV bolgesinin Brevibacillus ve Aneurinibacillus cinslerine ait ayni
tirlerin suslart igerisinde yiiksek oranda benzerlik gosterdigi, bu cinslere ait tiirlerin
gruplandirilmas1 ve tanimlanmasini saglayacak derecede de tiirler arasinda farklilik

gosterdigi belirlenmistir.
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az _|_— Bravibacllus hvocafus NCIMB 137727
. ] Brevibaclivs centrosporus DSM 84457
100 | Anpurinibacillus migwanus DSM 28857
Anvurinbaciivs migwanus DSM 8373
100 [Brevibacilius brevis] DSM 5759
[Brewibaciius brevis) DSM 5568
Anouninibacilis ansurinlylicus DSM 55827
| [Brevikacifus brends] NCIMEB 132583
496 ! Anpwurinibacilius thermoasrophius DM 101547
Brevibacifus bravis] DS 5507
Eravibaofug bravis] DSM 5508
Srevibacifus brevis| DS 6341
Brevibaciluz brovig) DEM 6349
Eravibacifuz bravis] D5, 8364
Erevibacilus bravis] DS 8375
104 Brevibacifus bravis) DSM 5408
Brevibacilus brovis] D5M 6458
Brevibacifus bravis] DSM 64559
[Brevibasfus hravis) DSl 6460
[Brevibaciluzs bravis] DS 10155
Brevihaciiug sp. EM 4210
Brevibaciivz sp. DEM 4411
Hrevibaoliug sp, DEM 4212
Bacilus malhanolicus NCIME 131137
[Brevibacifus brewiz] NCIMBE 12522
T [|Brevibacilius brovis) NCIMB 12525
[Brevibaciluz breviz] NCIMB 12528
100 [Brevibaciliuz brewls] NCIMB 12527
[Brevibacifus brevis] NCIMB 12528
— {Brmrr'ba cilus bravis] NCIMB 12523
Erevibacilus brevis] NCIMB 12524
e —— | Bacllus deronivs DSM 5358
104 Sravibacifus brewvis) NCIMB BFT4
agiius subfis LAM 121187

Sekil 2. Brevibacillus brevis suslariin HV bdlgesi dizinleri agisindan yakinlik
derecelerini gosteren filogenetik agac

1.5.1.3.3. 16S-23S rRNA Genleri Arasindaki “Spacer” Bolgeler

16S-23S rRNA genleri arasindaki “spacer” bolgesinin uzunlugu ve niikleotit sirasi
yakin iligkili suslar arasinda bile 6nemli miktarda ¢esitlilik gosterdiginden, bakterileri tiir
ve sus seviyesinde ayirt etmek ve karakterize etmek icin etkin bir sekilde kullanilmaktadir

(Gurtler ve Stanisich, 1996).
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Bakteriyal kromozomda bulunan rRNA operonlarinin sayist 1-14 arasinda
degismektedir ve 16S-23S rRNA genleri arasindaki “spacer” bolgesinin uzunlugu, tiirler ve
suslar arasinda cesitlilik gosterdigi gibi ayni hiicredeki farkli operonlar arasinda bile
cesitlilik gostermektedir (Young ve Cole, 1993; Condon vd., 1995). 16S-23S rRNA genleri
arasindaki spacer bolgesi, tRNA genleri gibi birka¢ fonksiyonel dizin1 ve ayrica
ribonukleaz III ve boxA siralar1 gibi, enzimlerin taninmasindan sorumlu siralari
icerebilmektedir ve bu sayede de bu boélgenin uzunlugu oldukga cesitlilik gostermektedir
(Bram vd., 1980; Harvey vd.,1988; Gurtler ve Stanisich, 1996).

16S-23S rRNA genleri arasindaki “intergenik™ transkribe edilen bosluk bolgelerinin
(ITS) uzunluklarinin belirlenmesi Listeria, Escherichia, Enterobacter, Citrobacter,
Enterococcus gibi bazi bakteri cinslerine ait bakterilerin tlir ayriminda gegerli bir teknik
olarak kullanilmaktadir (Jensen vd., 1993; Tyrrell vd., 1997). Fakat, baz1 yakin iliskili
tirlerde ITS uzunlugunun ayni oldugu ve bu nedenle de yakin iliskili tiirlerin ayriminda
ITS uzunlugunun gecgerli olmayabilecegi belirtilmistir (Garcia-Martinez vd., 1999; Mora
vd., 2003).

16S-23S rRNA genleri arasindaki spacer bdlgesindeki dizin kompozisyonunun ii¢
genel modeli vardir; tRNA™ ve tRNA™® dizinlarinin bulunmasi; tRNA dizinlarinmn
bulunmamasi ve tRNAHe, tRNA™? ve tRNAS" dizinlarindan birinin bulunmasi. Yakin
iligkili tiirlerde, tRNA fonksiyonel dizinlar1 iyi bir sekilde korunurken, fonksiyonel
olmayan dizinlerde ise sik sik insersiyon-delesyon olaylar1i meydana gelmektedir ve bu
sayede de fonksiyonel olmayan dizinler yakin iliskili tiirler arasinda bile yiiksek derecede
cesitlilik gostermektedir (Nguimbi, vd., 2003). Ancak, bir bakteri kromozomunda birden
fazla benzer olmayan rRNA operonunun bulunmasi, karisikliklara neden olabildigi i¢in,
bakteri siniflandirilmasinda ITS baz dizilimi, baz1 bakterilerin tlir ve sus ayirimlarinin
yapilmasinda basariyla kullanilmasina ragmen (Willems vd., 2003; Conrads vd., 2005),
bazi bakteri tiir ve suslarinin ayiriminda ise basarisiz oldugu goriilmektedir (Boyer vd.,
2001; Song vd., 2004).

ITS baz dizi analizi yakin iligkili tiirler arasindaki akrabaligi cogunlukla dogru olarak
yansitmasina ragmen, yiksek iliskili gruplar i¢in ITS baz dilimindeki kii¢iik farkliliklar
DNA-DNA hibridizasyonu ile belirlenen tiim genom benzerligini yansitamamaktadir. Bu
nedenle tiir tayini ¢alismalarinda ITS dizi analizi, DNA-DNA hibridizasyonunun yerini
alamaz. Ancak ITS dizi analizi ihtiya¢ duyulan hibridizasyon deneylerinin sayisin1 énemli

oOl¢iide azaltabilir (Willems vd., 2001).
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1.5.1.4. Protein Kodlayan Genlerin Dizin Analizleri

16S rRNA gen dizinlari, evrimsel gelisim siirecinde ¢ok yavas degisimler gosterip,
yiiksek bir korunmusluk gosterdigi i¢in, yakin iliskili olan farkli tiirlerde 16S rRNA gen
dizinleri da biiyiik oranda benzerlik gostermektedir. Ayrica, pek ¢ok bakteri genomunda
birden fazla ribozomal operonun bulunmasi, tiir seviyesinde bu genlerin karsilastirilma
sonuclarint da olumsuz yonde etkilemektedir. Bu kisitlamalardan dolayi, yakin iligkili
tirlerin ayriminda yetersiz kalan 16S rRNA dizin analizi, cins seviyesini tanimlamada
kullanilan ana parametre olarak sistematikte kullanilmaktadir.

Bakteri sistematik otoriteleri, 16S rRNA gen dizin analizini, bakteri tilirlerinin
tanimlanmasinda uygulanmasi gereken ilk parametre olarak belirtmis ve kesin tiir tayininin
yapilabilmesi i¢in 16S rRNA gen dizin analizine ve altin standart olarak kabul edilen
DNA-DNA hibridizasyonuna alternatif olarak protein kodlayan genlerin dizin analizini
Onermistir.

Ancak, DNA-DNA hibridizasyon yoOntemine alternatif olarak taksonomik
calismalarda kullanilacak genlerin tasimasi gereken bazi kriterler vardir (Zeigler, 2003). ilk
olarak, sistematikte kullanilacak bu genler, yaygin olarak cogu bakterinin genomunda
bulunmalidir. Gen ailelerinin varligi, dizin analizini ve karsilastirmay1 zorlastiracagindan,
taksonomide kullanilacak genin, calisilacak genomda tek kopyali olarak bulunmasi
gerekmektedir. Gen dizini, filogenetik agidan yeterli bilgiyi tagiyacak kadar uzun olmali ve
ekonomik agidan, bir primer ¢ifti kullanilarak dizin analizi yapilabilecek kadar da kisa
olmasi1 aranan bir diger 6zelliktir.

2002 yilinda bakteri sistematik otoriteleri tarafindan, protein kodlayan en az bes
genin dizin analizinin, bir bakteri tiirlinli yakin akrabalarindan ayirmak ig¢in yeterli
seviyede filogenetik verileri sagladig1 sonucuna varilmigtir. Bu yontem kullanilarak bir tiir
tanimlandig1 zaman, kullanilan genlerden tek bir tanesinin dizin verileri, bu tiire suslarin
ilave edilmesi icin yeterli olacaktir (Stackebrandt vd., 2002).

Tim genom yerine, genomun tiim Ozelliklerini yansitacak olan genlerin
karsilagtirilmast ile bakteri siiflandirilmasinin - kolay ve giivenilir bir bigimde

yapilabilecegi diisiiniilmiis ve bu amagcla pek cok farkli gen incelenmistir.
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1.5.1.4.1. recN

DNA tamiri ve genetik rekombinasyon proteini adi verilen bir proteini kodlayan
recN geni, DNA’da hasarlar meydana geldiginde uyarilarak ilgili proteinin sentezini
basglatir. DNA tamirindeki ger¢ek rolii tam olarak bilinmemektedir. Zeigler (2003)
tarafindan yapilan ¢alismada, iki organizma arasindaki recN gen dizileri benzerliginin, tiim
genom benzerligini yliksek oranda yansittigi ileri siirlilmistiir. 16S rRNA dizileri ile
karsilagtirildiginda, recN’in cins ve daha alt seviyelerdeki siiflandirmada 16S rRNA’dan
altt kat daha giivenilir bir ara¢ oldugu belirlenmistir. Fakat cins iistii seviyelerde (sinif,
takim) 16S rRNA gen dizileri daha giivenilirdir. Zeigler, iki organizmaya ait genomun

tagidig1 benzer dizileri gostermek amaci ile su modeli ileri stirmiistiir:

SIgenom: -1.30+2.25 (SIrecN)

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

Zeigler (2005) tarafindan yapilan ¢alismanin sonuglarina gore; iki bakteri tliriiniin
recN gen dizileri arasindaki benzerlik % 84’den az ise, bakterilerin genomlar1 arasindaki
benzerligin % 70’den az oldugundan % 95 emin olabiliriz ve buna gore bu bakteriler farkl
tirlere aittir. recN DNA dizileri arasindaki benzerlik % 96’dan fazla ise bakterilerin ayni
tiire ait olduguna % 95 emin olabiliriz. recN dizileri arasindaki benzerlik % 84 ile % 96
arasinda ise, genom arasindaki benzerligin % 70’den az veya fazla oldugundan emin
olamayiz, bu nedenle bu bakterilerin benzerligi i¢in kesin bir sonuca varilamaz.

Geobacillus cinsinin sistematiginde recN geninin kullanilabilirligi iizerine yaptigi
calismada Zeigler (2005), bu genin cins igerisindeki tiir ve alt tiirlerin yakinlik derecelerini
yansitmada son derece basarili oldugunu gérmiistiir. Bununla beraber bu cinse ait bazi
tiirlerin recN genlerinin tiir ayriminda yeterli olmadig1 goriilmistiir. G. kaustophilus, G.
thermocatenulatus, G. thermoleoverans farkli tiirler olmakla beraber recN genleri
acisindan birbirlerine % 96’dan fazla benzerlik gostermektedirler. Yine G. lituanicus ve G.
vulcani’de kendi aralarinda ve yukarida adi gegen tiirlerle yiiksek oranda benzerlik

gostermektedirler.
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recN gen dizilerinin sistematikteki onemini belirlemek amaci ile bir diger calisma
Kuhnert ve Korczak (2006) tarafindan gergeklestirilmistir. Zeigler (2003) tarafindan
yapilan ¢alismanin 1s18inda recN, rpoA ve thdF genlerinin Pasteurella cinsindeki akrabalik
iligkilerinin belirlenmesinde ne kadar etkili oldugu incelenmistir. Buna gore bu ii¢ genin
Pasteurella cinsindeki akrabalik iligkilerinin belirlenmesinde yiiksek oranda giivenilir
oldugu anlagilmistir. Bu calismaya gore, {ic gen icerisinde en iyi sonuglar1 veren ise
recN’dir. Elde edilen sonuglara gore recN geni Pasteurella cinsi igerisinde genom
benzerliklerinin incelenmesinde giivenilir bir ara¢ olarak kullanilabilir. Fakat kesin emin
olabilmek i¢in elde edilen sonuglarin farkli genlerle desteklenmesi gerekmektedir (Kuhnert
ve Korczak, 2006).

Benzer bir c¢alisma Arahal ve arkadaslar1 (2008) tarafindan Leuconostocaceae
familyas1 iizerinde yapilmistir. Yapilan analizler sonucunda, recN geninin bu familya
icerisinde yalniz basina olabilecegi gibi 16S rRNA verileri ile birlikte de filogenetik bir
markir ve tlir tanimlanmasinda kullanilabilecek bir ara¢ oldugu saptanmustir.

Glazunova ve arkadaglar1 2010 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada, recN dizin analizinin
Streptococcus cinsinin sistematiginde basariyla kullanilabilirligini gosterdiler. Yapilan bu
calismada, recN gen dizin analizlerinin, 16S rRNA, rpoB, sodA, roeL and gyrB gen
analizlerine gore ¢ok daha 1yi sonuglar verdigini ve recN dizin analizlerinin sadece tiirler

arasinda degil, suslar arasinda da ayrim yapabildigi belirlenmistir.

1.5.1.4.2. rpoB

RNA polimerazlar, bir DNA veya RNA molekiiliindeki bilgiyi RNA molekiilii olarak
kopyalayan enzimlerdir. RNA polimeraz enzimleri, tiim canlilarda ve ¢ogu virliste bulunur.
Bakterideki RNA polimerazlar bes alt birimden, Okaryot ve arkealardaki RNA
polimerazlar ise en az 11 alt {niteden olusurken; bakteriyofaj, mitokondri ve
kloroplastlardaki RNA polimerazlar ise tek altbirimden olusur. RNA polimeraz her grupta
cok cesitli alt linite sayisina sahip olmasina ragmen, her gruptaki RNA polimeraz ortak bir
protein ailesinden orjinlenmektedir (Rowland vd., 1993). Her gruptaki RNA polimerazlarin
en biiylik alt tinitelerinin (0bakterilerde  ve B’ alt iinitelerine karsilik gelen) dizilerindeki
korunmusluk, bu genlerin evrimselligini gostermektedir. B ve B’ alt {initeleri lireten rpoB

ve rpoC genleri, evrimsel siiregte ana orjin olduklar1 i¢in, bu genlerin filogenetik
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analizlerde son derece gii¢lii bir molekiiler kronometre olabilecekleri belirtilmistir (Morse
vd., 1996).

rpoB gen uzunlugu, 3411 bp (Staphylococcus aureus) ile 4185 bp (Neisseria
meningitidis) arasinda degisiklik gostermektedir. Ik olarak, 1993 yilinda Rowland ve
arkadaslar1 yaptiklar1 bir c¢alismada, Staphylococcus aureus bakterisinin rpoB geni
klonland1 ve dizin siras1 ortaya ¢ikarildi. Rowland ve arkadaslarinin 1993 yilinda yaptiklar
bu ¢alisma, rpoB dizin analizinin taksonomik siniflandirilmasinda kullanilmasina onciiliik
etmistir ve 1993 yilindan beri, rpoB gen dizin analizi bakterilerin siniflandirilmasinda ¢ok
yaygin ve basarili bir sekilde kullanilmaktadir (Mollet vd., 2000; Adekambi vd., 2008a).

Case ve arkadaglar1 2007 yilinda mikrobiyal ekoloji ¢aligmalarinda, 16S rRNA ve
rpoB genlerinin molekiiler markirlar olarak kullanimlarim1 arastirmak {izere, NCBI
Mikrobiyal Genom Veri Tabani’ndan tiim genom dizin analizi yapilmis 111 bakteri
genomu lizerinde ¢alisma yapmuslar. Agiificae (1), Thermotogoe (1), Deinocci (1),
Cyanobacteria (4), Chlorobi (1), Alphaproteobacteria (9), Betaproteobacteria (4),
Gammaproteobacteria (29), Epsilonproteobacteria (4), Bacillales (11), Lactobacillales
(12), Clostridiales (3), Thermoanaerobacteriales (1), Mollivutes (6), Actinobacteria (11),
Chlamydiae (7), Spirochaetes (3), Bacteroidetes (1), Fusobacteria (1), Planctomycetes (1),
taksonomik gruplarindan parantez icerisinde belirtildigi sayida genom dizileri ¢alisilmis ve
bu tiim genom dizilerden 16S rRNA ve rpoB dizileri belirlenmistir. Yapilan c¢alisma
sonucunda, 16S rRNA geninin caligilan her genomda yaklasik 4 kopyasinin bulundugunu,
buna karsin rpoB geninin ise incelenilen her genomda tek kopya olarak bulundugu
belirlendi. Ayrica bu caligmada, rpoB geninin filogenetik analizlerde 16S rRNA genine
gore oldukca daha fazla ayrim giicline sahip oldugu ve sistematik ¢caligmalarinda molekiiler
markir olarak kullanilabilecegi, gdsterilmistir.

Adekambi ve arkadaglarinin 2008 (b) yilinda yaptigi baska bir ¢alismada,
GenBank’ta mevcut olan 16S rRNA ve rpoB gen dizilerini, literatiirde belirtilen DNA-
DNA hibridizasyon analizi sonuglariyla karsilastirarak, rpoB geninin DNA-DNA
hibridizasyon yontemine alternatif olarak taksonomik ¢aligmalarda kullanilabilecegini
gostermistir. Bu calismada, 318 deney sonucu baz alinarak, DNA-DNA hibridizasyon
degerleri, 16S rRNA ve rpoB gen dizin benzerlikleriyle karsilastirilmistir (Sekil 3). rpoB
gen dizin benzerliginin, bakteri tiir tayininde 16S RNA gen dizin benzerligine gore ¢ok

daha etkili oldugu gosterilmistir.
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Sekil 3. rpoB ve 16S rRNA gen dizin benzerliklerinin, DNA-DNA hibridizasyon
degerleriyle karsilastirilmast

Ayrica bu ¢aligmada, rpoB gen dizini ile DNA-DNA hibridizasyon degerleri arasinda
yiiksek bir baglantinin oldugu belirlenmis ve bu iki parametre arasindaki dogrusal iligki,

asagida belirtilen formiil ile agiklanmistir.

DNA-DNA hibridizasyon degeri = 5.98 (rpoB benzerligi)-516,1

Yapilan bu ¢aligma sonucunda, rpoB gen dizin benzerliginde % 97,7 ve yukarisinin,
tiir tanimlanmasi i¢in smir olarak kullanilabilecegi gosterilmistir. 16S rRNA gen dizin
benzerligi > % 99 ve DNA-DNA hibridizasyon degeri [] % 70 olan yakin iliskili tiirlerin
karsilagtirildigi 85 calismanin 82’inde, rpoB dizin analizinin % 97,7 {izeri tlir sinirt
kullanilarak tiirler arasi ayrim yapilabilmistir. rpoB dizin bezerligi [1 % 97,7 iken, DNA-
DNA hibridizasyon degeri [1 % 70 olan olan sadece ii¢ calisma belirlenmistir
(Mycobacterium fortitium X Mycobacterium houstonense; Mycobacterium senegalense X
Mycobacterium houstonense; Mycobacterium ulcerans X Mycobacterium marinum). Bu ii¢
calisma kullanilan Mycobacterium tiirleri detayli incelendiginde, bu tiirler arasindaki tiim
genom benzerliklerinin [ 98 olmasina ragmen DNA-DNA hibridizasyon degerlerinin [ %
59 oldugu goriilmistiir. Mycobacterium ulcerans bakterisinin, 174 kb biiyiikliigiinde bir

viriis plazmiti, iki bakteriyofaj ve 1S2404’iin ¢ok fazla kopyasini igermesi, DNA-DNA
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hibridizasyon degerindeki bu deger diisiikliigiinii en azindan kismen agiklayabilecegi
distiniilmiistir (Adekambi vd., 2008b; Adekambi ve Drancourt, 2004, Adekambi vd.,
2003; Schinsky vd., 2004; Stinear vd., 2007; Yip vd., 2007).

Adekambi ve arkadaslari, 2008 (b) yilinda yaptiklar1 bu ¢alismada sadece tiirler arasi
rpoB gen dizin benzerligini arastirmamislar, ayrica tiir i¢i rpoB gen dizin benzerliklerini de
incelemislerdir. Baciallales, Gammaproteobacteria, Betaproteobacteria,
Deltaproteobacteria, Alphaproteobacteria, Epsilonproteobacteria, Lacyobacillales,
Clostridia, Mollicutes, Actinobacteria, Chlamydia, Spirochaetes, Bacteroidetes,
Deinococcus subelerine ait 44 cins igerisindeki 83 tiire ait 440 izolatin, rpoB gen dizin
benzerlikleri incelenmis ve tiir i¢i benzerliklerinin % 98,2—100 arasinda degistigi
belirlenmistir.

rpoB geninin tim dizin benzerlikleri, ayrica Geobacillus, Streptococcus,
Enterococcus, Gemella, Abiotrophia, Granulicatella, Acinetobacter, Pasteurellacaceae,
Anaplasma, Ehrlichia, Neorickettsia ve Wolbachia (Weng vd., 2009; Drancourt vd., 2004;
La Scola vd., 2006; Korczak vd., 2004, Taillardat-Bisch vd., 2003) gibi daha pek c¢ok
cinsin tiir bazindaki siniflandirilmasinda kullanildig: belirlenmistir. rpoB geninin tiim dizin
benzerlikleri, taksonomik ¢aligmalarda tiir seviyesinde ayrim i¢in molekiiler markir olarak
kullanilabildigi gibi, rpoB geninin belirli bolgeleri de sistematikte molekiiler markir olarak
kullanilmaktadir. Kismi rpoB gen dizinlarinin, tiim rpoB gen sirasina gore, izolatlar
arasinda daha fazla oranda farklilik gdosterebildigi bazi calismalarda belirlenmistir.
Corynebacterium, Klebsiella, Raoutalla ve Staphylococcus cinsleri iizerine yapilan
calismalarda, uzunlugu 300-600 bp arasinda degisen kismi rpoB dizin analizlerinde,
incelenilen cinslerde tiir sinirinin en az % 94-95 oldugu belirlenmistir (Khamis vd., 2003;
Drancourt vd., 2001; Mellmann vd., 2006) . Mycobacteria, Afipiai, Bosea ve Bartonella
cinsleriyle yapilan ii¢ ¢alismada, uzunlugu 600-825 bp arasinda degisen kismi rpoB dizin
dizileri analiz edilmis ve tiir sinirinin en az % 96-97 olmasi gerektigi belirlenmistir.

Mota ve arkadaslar1 2004 yilinda yaptiklart bir calismada, azot fiske eden
Paenibacillus cinsinin 8 tip tiiriiniin rpoB geninin 375 bp’lik dizin analizini yapmislar ve
16S rRNA gen dizinleriyle karsilastirmislardir. Kargilastirma sonucunda, 16S rRNA
(1,5kb) gen dizinlerinin % 91,6-99,1 oraninda benzerlik gosterirken, 375 bp’lik rpoB gen
dizinlerinin ise % 77,9-97,3 oraninda benzerlik gosterdigi belirlenmistir. Bu sonuglar
dogrultusunda, Paenibacillus cinsi igerisinde rpoB gen dizin analizlerinin, 16S rRNA gen

dizin analizine gore yaklasik 3 kat daha fazla ayrim giiciine sahip oldugu gosterilmistir.
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Benzer bir ¢alisma, Meintains ve arkadaslar1 tarafindan 2008 yilinda Geobacillus cinsine
ait tip tiirler kullanilarak yapilmistir. Yapilan bu ¢alisma sonucunda, Mota ve arkadaslari
2004 yilinda Paenibacillus ile yaptig1 ¢aligmanin sonuglarina benzer sekilde, rpoB geninin
375 bp’lik dizin analizinin, Geobacillus cinsi igerisinde, 16S rRNA gen analizine gore
yaklagik 3 kat daha fazla ayrim giiciine sahip oldugu belirlenmistir.

Ayrica  Enterobacteriaceae, Pasteurellaceae, Legionella, Staphylococcus,
Campylobacterr, Mycoplasma cinsi gibi daha birgok cinsin sistematiginde, kismi rpoB gen
dizin analizinin kullanilabilirligi arastirilmistir (Drancourt ve Raoult, 2002; Ko vd., 2002;
Kim vd., 2003; Korczak vd., 2004; Korczak vd., 2006;). Bu calismalar sonucunda kismi
rpoB dizin analizinin; tiirler arasinda biiyiik farklilik gosterdigi, ayni tiire ait suslar
arasinda biiyiikk oranda korundugu belirlenmis ve bu sebeple taksonomik caligmalarda

molekiiler markir olarak kullanabilirligi ortaya konulmustur.

1.5.1.5. DNA Parmak izi Analizleri

DNA parmak izi analizlerine dayali siniflandirma metotlari, genellikle tiir igi
farkliliklarin belirlenmesinde kullanilmaktadir. Bu metotlar sayesinde, fenotipik verileri
destekleyici sonuclar elde edilmektedir (Vandamme vd., 1996). Genomik DNA parmak

izlerinin belirlenmesinde iki ana teknik kullanilmaktadir.

1.5.1.5.1. Genomik DNA’nin Restriksiyon Analizi

Genomik DNA, restriksiyon enzimleriyle kesilerek DNA parcalara ayrilir. Genel
restriksiyon enzimleri 4-6 bazin olusturdugu spesifik sifreleri tanirlar. Bakteri genomu ¢ok
biiylik oldugu icin, genel restriksiyon enzimleriyle kesilince farkli biiyiikliiklerde c¢ok
karmasik DNA parcalar1 olusur ve ¢ogu durumda bu parcalari analiz etmek oldukca
zordur. Buna karsin, 6-8 bazin olusturdugu spesifik sifreleri taniyan ve DNA’y1 diisiik
siklikta kesen secici restriksiyon enzimlerinin kullanilmasiyla, DNA parcalarinin sayisi
azaltilabilir. Bu teknik diisiik siklikli restriksiyon parga analizi (LFRFA) olarak
adlandirilir. Bu DNA parcalar1 ¢ok uzun olduklart i¢in siradan agaroz jel elektroforezleri
ile ayrilamazlar ve bu yiizden 10-800 kb aras1 uzunluklarini ayirt edebilen “Pulse Field Jel

Elektroforezi” kullanilmaktadir (Maslow vd., 1993; Vandamme vd., 1996). Olusan
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restriksiyon pargalarinin sayisal analizi, tiir i¢cindeki benzerlik gruplarmin taninmasini
saglar. Bu teknik “Southern Blot” hibridizasyonu ile birlikte kullanilarak genomun
biiylikliigii ve organizasyonu hakkinda bilgi edinilebilir (Palleroni, 1993).

Alternatif olarak, Genomik DNA’nin genel restriksiyon enzimleri ile kesilmesi
sonucu olusan karmasik DNA pargalari, membrana transfer edilir ve ardindan isaretlenmis
bir probla hibridizasyon yapilir. Bu gelismelerin en tipik 6rneklerinden biri, prob olarak
rRNA’y1 kullanan “ribotyping” metodudur (Grimont ve Grimont, 1991). Bu metot, ayn
tiire ait olan suslar1 ayirt etmek icin siklikla kullanilmaktadir (Register vd., 1997).

1.5.1.5.2. PCR’a Dayah Yontemler

Taksonomik c¢aligsmalarda PCR’a dayali tekniklerin kullanilmasi ¢ok yaygindir. Son
on yila bakildiginda, PCR reaksiyonlar1 sonucunda olusturulan parmak izlerinin,
bakterilerin genetik c¢esitliliginin ortaya ¢ikarilmasinda ve tiplendirilmesinde sikga

kullanildig1 goriilmektedir (Daffonchio vd., 1998).

1.5.1.5.2.1. Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA (RAPD)

Rastgele c¢ogaltilmis polimorfik DNA (RAPD) teknigi, ilk kez Williams ve
arkadaglar1 (1990) tarafindan insan DNA Orneklerini incelemek icin kullanildi ve daha
sonra da bir¢cok arastirmaci bu teknigi bakterilerde calismistir (Welsh ve McClelland,
1990). RAPD teknigi genomda rastgele bolgelerin PCR teknigi ile cogaltilmasina dayanir.
Standart PCR reaksiyonlarinin aksine, bu yontemde 9-10 bazlik, kisa rastgele dizayn
edilmis tek bir primer kullanilir. PCR reaksiyonlarin diisilk baglanma (annealing,
renatiirasyon) sicakliginda, bu rastgele primerler benzerlik gosterdigi kromozomal DNA
dizilerine baglanarak bakteri genomunda rasrgele bolgelerin ¢ogaltilmasini saglar (Olive
ve Bean, 1999). Bakteri genomundaki rastgele primer bolgelerinin yeri ve sayisi, ayni
tiirin farkli suglarinda biiyiik oranda farklilik gostermektedir. Ayrica kolay ve maliyetinin
de diisiikk olmasi nedeniyle, RAPD teknigi, bakteri sistematiginde sus seviyesinde ayrim
yapmak i¢in kullanilan gii¢lii bir tekniktir (Waltenbury vd., 2005).

Vila ve arkadaslar1 (1996) tarafindan yapilan bir ¢alismada, bakteri sistematiginde
sus seviyesinde ayrim yapmak icin kullanilan RAPD teknigi PCR’a dayali DNA parmak
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izi teknikleriyle karsilastirdi ve RAPD’in, 16S rRNA genlerinin ve 16S-23S rRNA ara
bolge segmenti RFLP analizlerinden daha fazla ayirt edici oldugunu, buna karsin rep-PCR
kadar ayirt edici olmadigi belirlendi.

Ronimus ve arkadaslar1 (1997) yaptiklar1 bir calismada, termofilik bakterilerin tiir
ayriminda bir RAPD primerinin kullanilabilecegini gostermislerdir. Fakat bu metodun
daha ¢ok Ornek iizerinde denenmesi ve aym tiir oldugu sOylenebilecek kadar benzer
bantlagsma gosteren 6rneklerin DNA-DNA hibridizasyonu ile teyit edilmesi gereken, heniiz

yaygin olarak kabul gérmemis bir metottur.

1.5.1.5.2.2. Tekrarlanan Dizilere Dayali PCR (Rep-PCR)

Pek ¢ok Gram negatif ve Gram pozitif bakterilerinin genomlarinda, yiiksek oranda
korunmus, bir¢ok kopyali, tekrarlanan DNA dizileri bulunmaktadir. rep-PCR genomik
DNA parmak izi analizi, bu dizilere gore tasarlanmis primerleri kullanarak tekrarlanan bu
DNA dizilerini ¢ogaltip, karsilastirilmasini saglar (Versalovic vd., 1991). Bu tekrarlanan
DNA dizilerinin ii¢ temel seti, bakteri sistematiginde dnemli yer tutmaktadir. Tekrarlayan
“ekstrajenik palindromik” (REP) dizileri, onerilen “gdvde-halka” yapisinda degisken bir
halka iceren palindromik iinitelerdir. REP dizileri, alt1 dejenere nokta iceren 38 bp’lik dizi
ile korunmus palindromik bir gévdenin kenarlar1 arasindaki 5 bp’lik degisken halkadan
meydana gelir (Bruijn vd., 1996). Tekrarlanan DNA dizilerinin ikincisi, 124-127 bp’lik
enterobakteriyal tekrarlanan “interjenik” korunmus (ERIC) dizilerdir. Sonuncusu ise 154
bp’lik BOX elementleridir. BOX elementleri, boxA, boxB ve boxC olarak bilinen farkli alt
tinite dizilerinin olusturdugu ¢esitli kombinasyonlardan meydana gelir. Bu ¢ alt iinite
dizilerinin molekiiler uzunluklar1 sirasiyla 59, 45 ve 50 bp’dir. Bu alt iinite dizilerinden
yalnizca boxA’nin, farkli bakteriler arasinda yiiksek derecede korundugu gosterilmistir
(Genersch ve Otten, 2003).

Bu tekrarlayan DNA dizileri, genomda farkli bolgelerde ve her iki oryantasyonda da
bulunurlar. Bunlarin PCR’1 i¢in, REP ve ERIC dizilerindeki ters g¢evrili tekrarlardan ve
BOX elementinin boxA alt {initesinden disariya dogru DNA sentezini baslatabilecek PCR
primerleri dizayn edilir. Bu primerler kullanilarak yapilan PCR reaksiyonlari ile REP,
ERIC veya BOX dizileri arasina yerlesmis farkli genomik bolgelerin uzatilmasi saglanir ve
bu protokol sirastyla REP-PCR, ERIC-PCR ve BOX-PCR olarak adlandirilirken, miisterek

olarak rep-PCR olarak adlandirilir. rep-PCR reaksiyonlar1 sonucunda elde edilen profillerin
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karsilastirilmasi ile ayni tiire ait olan suslar arasindaki farklilik ortaya c¢ikarilabilir.
Rademaker ve arkadaslar1 (2000) yaptiklari hibridizasyon ¢alismalarinda, DNA-DNA
benzerlik ¢aligmalart ile rep-PCR genomik DNA parmak izi analizi arasinda yiiksek bir

korelasyon oldugunu gostermislerdir.

1.5.1.5.2.3. Cogaltilmis Parca Uzunluk Polimorfizmi (AFLP)

Cogaltilmis parga uzunluk polimorfizmi (AFLP), restriksiyon enzimleriyle kesilmis
DNA parcalarinin bir altkiimesinin PCR ile uzatilmasina dayanan bir genomik DNA
parmak izi teknigidir (Vos vd., 1995). AFLP’nin iki ¢esidi tanimlanabilir. Bunlarin birinde
iki farkli restriksiyon enzimi ve ¢ogaltma i¢in iki primer kullanilirken, digerinde tek bir
primer ve restriksiyon enzimi kullanilir. En yaygin olarak kullanilan birinci tekniktir ve bu
yontemde bakteri genomik DNA’s1 iki farkli restriksiyon enzimiyle kesilir ve olusan
restriksiyon parcalari spesifik adaptorlere baglanir. Bu spesifik adaptorlerin yapisinda, hem
restriksiyon bolgesi hem de PCR primerlerinin baglanacagi bolge bulunmaktadir. PCR
primerleri, spesifik adaptorlere homolog DNA sirasin1 ve ayrica 3’ uglarinda 1-2 tane
secici baz igerirler. Bu sayede secici primerler, genomik restriksiyon parcalariin sadece
bir alt kiimesinin ¢ogaltilmasini saglarlar (Lin, 1996; Janssen vd., 1996). Artirilan bu
fragmentlerin uzunlugu ayni tiire ait suslar arasinda polimorfizm gdosterdigi i¢in, AFLP

ayni tiire ait suslar arasindaki farkliligi belirlemek icin kullanilmaktadir (Rademaker vd.,

2000, Duim vd., 2001).

1.5.2. Fenotipik Yontemler

Fenotip, genomun goriilebilir ifadesi olarak tanimlanir ve fenotipik yontemler DNA
ve RNA’y1 aydinlatmayan biitiin yontemleri kapsamaktadir. Bu yiizden, fenotipik
yontemler kemotaksonomik yontemleri de igermektedir.

Genomik bilgiler, filogenetik agacin  olusturulmasinda ve  sistemlerin
siniflandirilmasinda biiytik bir rol oynamasina ragmen, genotipik ve fenotipik 6zelliklerin
uyumlu bir sekilde belirlenmesi daha faydali bir simiflandirma sisteminin olusturulmast
icin gereklidir (Vandamme vd., 1996). Fenotipik yontemler temel olarak iki baslik altinda

incelenir.
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1.5.2.1. Klasik Fenotipik Analizler

Klasik fenotipik analizler, pek ¢ok mikrobiyoloji laboratuarinda bakteri sistematigi
analizlerinde kullanilmaktadir. Bu analizler, tiir ve alt tiirden cins ve familyaya kadar
taksonlarin belirlenmesi icin temel teskil etmektedir (Rossello-Mora ve Aman, 2001).
Bakterilerin klasik fenotipik karakterleri, morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal
ozelliklerini igermektedir. Bireysel olarak diisiiniildiiglinde, bu 6zelliklerin ¢cogu genetik
akrabaliklarin ortaya c¢ikarilmasinda yeterli degildir, ancak bunlarin hepsi birlikte bir
taksonun tanimlanmasini saglayan ozelliklerdir.

Bir bakterinin morfolojik 6zellikleri, hem hiicresel karakterleri (hiicre sekli, spor,
kamgi, Gram boyama) hem de koloniye ait karakterleri (renk, boyut ve sekil) icermektedir.
Hiicre sekli, bakterilerin tiir tayininde ilk olarak ortaya cikarilmasi gereken ozelliktir ve
hiicre seklinin belirlenmesi icin basit boyama yapilir ve mikroskop altinda incelenerek
hiicre sekli belirlenir (Benson, 1985). Bakterinin spor iiretip iiretmedigi ve spor sekli, spor
boyama yontemi kullanilarak tespit edilir. Dr. Christian Gram tarafindan gelistirilen bir
yontem olan Gram boyama ile de, bakterilerin Gram (+) veya Gram (-) hiicre duvari yapist
ortaya ¢ikartlir.

Bakteri sistematiginde kullanilan fizyolojik 6zelliklerin en 6nemlileri, bakterilerin
biliylime sirasinda ihtiya¢ duyduklar1 bazi fiziksel parametrelerdir. Sistematikte dnemli
kriterler olan fiziksel ozellikler; bakterinin treyebildigi sicaklik araligi, treyebildigi
optimum sicaklik, iireyebildigi pH araligi, tireyebildigi optimum pH, iireme sirasinda
oksijene ihtiya¢c duyup duymadiklaridir. Bakteri sistematiginde kullanilan biyokimyasal
aktiviteler ise bakterilerin sahip olduklart hiicre i¢i ve hiicre dis1 enzimler yardimi ile
gosterdikleri bazi oOzelliklerdir. Bu enzimlerin yardimi ile bazi biiyilk molekiilleri
pargalama ozellikleri (nisasta, kazein, jelatin), baz1 karbonhidratlar1 karbon kaynagi olarak
kullanimlar1 (gesitli sekerler ile baz1 diger karbohidratlar), bu parg¢alanma ve kullanim
sonucunda meydana gelen bazi son iiriinler ile par¢calama basamaklarinda kullanilan bazi
ara Urlinlerin ortaya cikarilmasi, bakteri sistematigi acisindan 6nemli olan kriterlerden

bazilaridir (Canakei, 2003).
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1.5.2.2. Kemotaksonomik Yontemler

Kemotaksonomi terimi, hiicrenin kimyasal igerigiyle ilgili ¢esitli bilgileri saglayan
analitik ~ yontemlerin  bakteri  sistematigindeki  uygulamalarint  agiklamaktadir.
Kemotaksonomi, genellikle modern bakteri siniflandirmasinin gelisiminde 6nemli rol
oynayan etkenlerden biri olarak diisiiniilmektedir ve bu nedenle taksonomik incelemelerde
genellikle ayr1 bir iinite olarak incelenmektedir (Vandamme vd., 1996). Ancak, bu
parametre dogrudan bir organizmanin genetik bilgisinin ifadesini yansittig1 i¢in fenotipik
0zellik olarak kabul edilmelidir (Rosello-Mora ve Aman, 2001).

Kemotaksonomi lipidlerin, proteinlerin, amino asitlerin, sekerlerin ve spesifik
kimyasallarin fasilali dagilimini incelemektedir ve bunlar siniflandirma ve tanimlamada
kullanilan faydali 6zelliklerdir (Goodfellow vd., 1993). Bakteri sistematiginde kullanilan
kemotaksonomik yontemler su sekilde siralanabilirler; bakterilerin lipid ve yag asidi
igeriginin, toplam protein profilinin, sitokrom 6zelliklerinin, bazi immiinolojik 6zelliklerin
ve enzim karakterizasyonlari ile fermantasyon iirlinlerinin profilinin ortaya ¢ikarilmasi.
Ayrica, genelde Gram pozitif bakterilerin siiflandirilmasinda hiicre duvarinin igerdigi
peptidoglikanin tipi ve teikoik asitlerin analizi 6nemli bir rol oynamaktadir (Schleifer ve
Kandler, 1972; Suzuki vd., 1993). Diger yandan, prokaryotik hiicrelerde bulunan
polikatyonik bilesiklerden olusan poliaminler de sistematik agidan 6nem arz etmektedir

(Busse ve Auling, 1988).

1.5.2.2.1. Coziinebilir Protein Profili

Protein profilinin temel yaklasimi, bakterilerin igerdigi proteinlerin izole edilmesi ve
protein bantlarinin yogunlugunun ve yerlerinin karsilagtirilmasidir. Bu proteinler, tim
hiicre lizat1 olarak elde edilirler ve daha sonra sodyum dedosil siilfat (SDS) deterjaniyla
denatiire edilerek negatif yiik ile yiiklenirler. Bakteri hiicre lizatindaki protein
konsantrasyonu, standart bir proteinin kalibrasyon egrisi kullanilarak belirlenir. Ayni
konsantrasyondaki farkli 6rneklerden alinan proteinler, dikey poliakrilamit jeline yiiklenir
ve poliakrilamit jel elektroforeziyle (PAGE) birbirlerinden ayrilirlar ve Coomassie
Brilliant Blue ile boyanarak goriiniir hale getirilirler. Bu yonteme sodium dedocyl sulfate-
poliakrilamit jel elektroforezi (SDS-PAGE) denilir ve bu yontemle elde edilen her bir
protein profili birbirleriyle karsilastirilir (Kersters ve De Ley, 1975).
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SDS-PAGE ile elde edilen tiim hiicre protein profillerinin karsilagtirilmasi, birbiriyle
yakin iligkili suglarin ¢ogunlugunu gruplandirmak ve karsilastirmak icin kullanilan olduk¢a
giivenilir bir yontemdir (Kersters vd., 1994; Pot vd., 1994). Ferguson ve Lambe (1984)
yaptiklart bir g¢aligmada Campylobacter tiirlerinin, tiim hiicre protein profillerinin
karsilastirilmasi ile ayrilabildigini gostermistirler. Bu protein bantlarinin profili tamamiyle
DNA-DNA hibridizasyon sonuclariyla iliskilidir. Kersters ve De Ley (1975) yapmis
olduklar1 bir calismada sicaklik ve biiylime ortaminin protein bant profilini etkiledigini
gostermesine ragmen, Ferguson ve Lambe (1984) biiyiime sartlar1 degistirildiginde tiire
spesifik bantlarin degismedigini gostermistir.

Delamare ve arkadaslar1 (2002) yaptiklar1 bir ¢alismada, protein profilini Aeromonas
tiirlerini ayirt etmek icin etkili bir yontem olarak kullanilirken, diisiik kalitatif degisiklikler
yliziinden bu teknigin ayni tiire ait suslar1 karakterize etmek icin etkili olmadigini

gostermislerdir.

1.5.2.2.2. Lipit ve Yag Asidi Kompozisyonu

Bakteri hiicrelerinde g¢esitli lipitler bulunmaktadir. Bakteriyal membranlarin
yapisindaki lipitlerin biiyiilk bir kismini polar lipitler olusturur ve bu polar lipitler
siniflandirmada siklikla kullanilmaktadir. Diger lipit tipleri (sphingophospholipids vs.,) ise
sadece belli bir grup bakteride bulunmaktadir ve bu gruplar icinde 6nemli oldugu
goriilmektedir (Jones ve Krieg, 1984). Lipitlerin biiylik bir kismini olusturan yag asitleri,
siiflandirmada yogun sekilde kullanilmaktadir. Yag asitlerinin 300°den fazla farkli
kimyasal yapisi tanimlamistir ve ana zincirdeki, ¢ift baglarin pozisyonundaki ve ilave
gruplardaki cesitlilik bakterilerin siniflandirilmast i¢in oldukca faydalidir (Suzuki vd.,
1993). 11k defa Abel ve arkadaslar1 (1963) tarafindan gaz kromotografisi ile belirlenen yag
asitleri, ayn1 tiir i¢cindeki suslar arasinda ve ayni cins veya familya i¢indeki organizmalar
arasinda ayrim yapmak i¢in taksonomik olarak kullanilmaktadir (Mosca vd., 1998).
Bununla birlikte organizmanin yag asiti icerigi, bliyllme ortaminin muhteviyati,
inkiibasyon sicakligi ve kiiltiiriin yas1 gibi birgok etken tarafindan etkilenmektedir
(Johnson, 1989).

Yag asiti metil esterlerinin analizi, kullanilan kiiltiir sartlarin1 yiiksek oranda

standardize edilmesini saglayan kararli bir parametredir. Bu yontem ucuz ve hizli olup,
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taksonomi ve teshis caligmalarinin yapildig1 laboratuarlarda yogun bir sekilde

kullanilmaktadir (Vauterin vd., 2000).

1.6. Anoxybacillus Cinsinin Genel Ozellikleri

Anoxybacillus cinsi Pikuta ve arkadaslari tarafindan 2000 yilinda Bacillus cinsinden
ayrilip bakteri sistematigine kazandirilmis olan yeni bir cinstir. Bu cinsin tip tiiri
Anoxybacillus pushchionensis K1 dir. ilk izole edildiginde Anoxybacillus pushchionensis
bakterisinin anaerob bir bakteri oldugu diisliniildiigiinden, {iremesi i¢in oksijen
gerektirmeyen anlamina gelen “anoksi” eki cins isminin basina ilave edilmistir. Ancak
Anoxybacillus pushchionensis bakterisi iizerinde yapilan diizeltme c¢alismasinda bu tip
tiirlin tam olarak oksijensiz ortamda degil, oksijenin var oldugu ortamlarda da yasabilecegi
ortaya c¢ikarildi ve Anoxybacillus cinsinin zorunlu anaerob o&zelligi aerotoleran veya
fakiiltatif anaerobi olarak degistirildi (Pikuta vd., 2003). Bu cinse ait bakteriler Gram
pozitif, hareketli veya hareketsiz, endosporlu, alkolofilik veya alkolotolerant orta derecede
termofilik 6zellikteki bakterileri icermektedir. Bu cinsin % G+C igerigi % 42-50 arasinda
degismekte olup su an sistematigi yapilmis olan 14 tiirli igermektedir.

Anoxybacillus cinsini, Bacillus cinsinden ayiran en 6nemli 6zellik 16S rRNA gen
siralaridir. 16S rRNA gen dizin analizini temel alan ¢alismalara gére, Anoxybacillus cinsi
tiyeleri ile Bacillus cinsi iiyeleri arasinda % 95’den daha az bir benzerlik vardir. Ancak
Anoxybacillus cinsi kendi iyeleri arasindaki 16S rRNA gen benzerligi % 97’den daha
fazladir. Bu ylizden 16S rRNA gen dizi analizi Anoxybacillus cinsine ait tiirlerin ayriminda

yeterli degildir, sadece cins seviyesindeki siniflandirmada 6nemli rol oynar.

1.7. Brevibacillus ve Aneurinibacillus Cinslerinin Genel Ozellikleri

Bacillus brevis ilk kez 1990 yilinda Migula tarafindan tanimlandi. 1990’11 yillarda
Bacillus brevis suslari iizerine yapilan detayli taksonomik g¢alismalar sonucunda (DNA-
DNA hibridizasyonlari), Bacillus brevis suslari, sekiz yeni Bacillus tiirii olarak yeniden
adlandirildi; Bacillus agri, Bacillus centrosporus, Bacillus choshinensis, Bacillus
parabrevis, Bacillus reuszeri, Bacillus formosus, Bacillus borstelensis ve Bacillus

migulanus. 1996 yilinda Shida ve arkadaslari, Bacillus brevis suslarinin yeniden
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smiflandirilmasiyla olusan bu 9 yeni Bacillus tiiriinii ve bu tiirlerin yakin iliskili oldugu
diger Bacillus tiirlerini ve diger cinslerin tiirleri {izerine 16S rRNA dizin analizine dayali
genotipik ¢aligmalar yaptilar. Bu ¢aligmalar sonucunda, Bacillus brevis suslarinin yeniden
adlandirilmasiyla olusan 9 tiirden 8’inin, Bacillus brevis, Bacillus thermoruber ve Bacillus
laterosporus ile aym1 dalda yer aldigi belirlendi ve filogenetik agacin bu dali Bacillus
brevis grubu olarak adlandirildi (Sekil 4). Bacillus migulanus’in ise Bacillus
aneurinolyticus ile ayn1 dalda yer aldig1 goriildii ve bu grub da Bacillus aneurinolyticus
grubu olarak adlandirildi.

Shida ve arkadaslar1 yaptiklari bu ¢alismada, Bacillus brevis grubunda yer alan 10
tiirtin birbirlerine % 93,2’den fazla benzerlik gostermesine ragmen, diger Bacillus tiirlerine
% 91,3’den daha az bir benzerlik gosterdigini belirlediler. Ayni zamanda, yine bu
calismada, B. aneurinolyticus grup iiyelerinin birbirlerine % 98,6 benzerlik gosterirken; bu
grubun, diger Bacillus tiirlerine % 91,3’ den az bir benzerlik gosterdigi belirlenmistir. Shida
ve ark., fenotipik karakterleri ve kemotaksonomik profilleri destekler niteliktedir. Elde
ettikleri 16S rRNA dizin ve filogenetik verilerine dayanarak, Bacillus brevis grubu ve
Bacillus aneurinolyticus grubunu iki yeni cins olarak tanimladi. Bacillus brevis grubu;
Brevibacillus cinsi olarak adlandirildi ve bu gruptaki 10 tiir bu yeni cinse dahil edilerek,
Brevibacillus brevis bu cinsin tip tiirli olarak belirlendi. Bacillus aneurinolyticus grubu ise,
Aneurinibacillus cinsi olarak tanimlandi ve bu gruptaki 2 tiir bu yeni cinse dahil edildi ve
Aneurinibacillus aneurinolyticus tip tiirii olarak belirlendi.

Brevibacillus, kelime tabiriyle, kisa kiigiik ¢ubuk anlamima gelmektedir.
Brevibacillus cinsi, su an sistematigi yapilmis 16 tiirii igermektedir. Bu cinsin {yeleri,
Gram pozitif veya degisken, hiicreleri ¢gubuk seklinde (0,7-0,9 pm, 3,0-5,0 um), hareketli,
elips seklinde sporlara sahip, kolonileri diizgiin, piiriizsiiz ve sarimsi gri renktedir. Katalaz
pozitif olup, baslica kinonu, menakinon-7’dir. Bu cinsin % G+C igerigi, % 42,8-57,4

arasinda degismekte olup, baslica yag asitleri, is0-Cs.o ve anteiso-Cs.o’dir.
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Sekil 4. Bacillus tiirlerinin 16S rRNA gen dizin analizi agisindan yakinlik derecelerini
gosteren filogenetik agac

Brevibacillus cinsinin pek ¢ok tiirii, 16S rRNA gen dizin analizi agisindan
birbirlerine olan benzerlikleri % 97’den daha fazla benzer oldugu i¢in, 16S rRNA gen dizi
analizi Brevibacillus cinsine ait tiirlerin ayriminda yeterli degildir, sadece cins
seviyesindeki siniflandirmada dnemli rol oynar.

Aneurinibacillus cinsinin tip tiirii olan Aneurinibacillus aneurinolyticus bakterisi,

tiamini pargalama oOzelligine sahip oldugundan, tiamin ile es anlamli olan “aneurin”
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kelimesinden tiirevlenmis “aneurini” e¢ki cins isminin basma ilave edilmistir.
Aneurinibacillus cinsi, su an sistematigi yapilmis 5 tiirii igermektedir. Bu cinsin tiyeleri
Gram pozitif olup, hiicreleri ¢ubuk seklinde (0,7-0,9 pm, 3,0-5,0 pum), hareketli, elips
seklinde sporlara sahip, kolonileri diizgiin, piirlizsiiz ve sarimsi1 gri renktedir. Katalaz
pozitif olup, baglica kinonu, menakinon-7’dir ve thiamin hidrolaz tarafindan tiamin
parcalanir. Bu cinsin % G+C igerigi, % 41,1-43.4 arasinda degismekte olup, baslica yag
asitleri, 1s0-Cjs. ve 150-Cj¢.0 dir (Shida vd., 1996).

Aneurinibacillus cinsinin kendi iiyeleri arasindaki 16S rRNA gen benzerligi %
97°den daha fazla oldugu i¢in, 16S rRNA gen dizi analizi Aneurinibacillus cinsine ait
tiirlerin ayriminda yeterli degildir, sadece cins seviyesindeki siniflandirmada oénemli rol
oynar.

Brevibacillus ve Aneurinibacillus cinslerine ait tiirler, geleneksel olarak tiir tayininde
kullanilan pek ¢ok biyokimyasal testlerinde negatif sonug veya c¢ok zayif reaksiyon verdigi

i¢in, bu cinslere ait tiirlerin kendi aralarinda ayrimini1 yapmak oldukc¢a zordur.

1.8. Geobacillus Cinsinin Genel Ozellikleri

1991 ve 1994 yillarinda, 16S rRNA dizin analizlerine gore, Bacillus cinsi, grup 1 ve
grup 5 olmak iizere iki ana gruba ayrilmist1 (Ash vd., 1991; Rainey vd., 1994). Grup 5, 16S
rRNA dizinlar1 (% 98,5-99,2) yiiksek benzerlik gosteren, fenotipik ve filogenetik olarak
birbirine ¢ok benzer olan termofilik basillerden olusan bir gruptu. Bu grup, Bacillus
stearothermophilus, B. thermovatenulatus, B. thermoleoverans, B. kaustophilus, B
thermoglucosidasius ve B thermodenitrificans’1 iceriyordu. Nazina ve arkadagslari 2001
yilinda, farkli cografik alanlardan bes tane termofilik sus izole ettiler ve bu suslarin 16S
rRNA analiz verilerini, Bacillaceae familyasinin iiyeleriyle karsilastirdilar. 16S rRNA
analiz  verilerininin  karsilagtirilmasi, DNA-DNA benzerliklerinin, fizyolojik ve
biyokimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi sonucunda, bu suslardan ikisinin Bacillus cinsi
Grup 5 igerisinde siniflandirilan iki yeni tiir oldugu belirlendi ve grup 5, Bacillus cinsinden
ayrilarak Geobacillus adinda yeni bir cins olarak sistematige kazandirildi.

Yerylizii veya toprak basilleri anlamini ifade eden Geobacillus cinsi, su an
sistematigi yapilmis 16 tiirii igermektedir ve tip tiirii Geobacilus stearothermophilus’dur.
Bu cinsin tiyeleri Gram pozitif veya degisken, hiicreleri cubuk seklinde, hareketli, elips

veya silindirik seklinde terminal veya subterminal sporlara sahip, koloni morfolojisi ve
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blyiikligi degiskendir. Baslica kinonu, menakinon-7’dir ve notrofilik 6zelliktedirler. Bu
cinsin % G+C igerigi, % 48,2-58 arasinda degigsmekte olup, baslica yag asitleri, 1s0-Cis.o,
180-Cj¢.0 Ve 150-C17.9’dir.

Geobacillus cinsinin kendi iiyeleri arasindaki 16S rRNA gen benzerligi % 97’den
daha fazla oldugu i¢in, 16S rRNA gen dizi analizi Geobacillus cinsine ait tiirlerin

ayriminda yeterli degildir, sadece cins seviyesindeki siniflandirmada énemli rol oynar.

1.9. Thermus Cinsinin Genel Ozellikleri

Brock ve Freeze’nin 1996 yilinda, Thermus aquaticus’u kesfetmelerinden beri,
termofilik arastirmalarinin kayitlarinda hakim olan bakteriler, Thermus cinsine ait
bakterilerdir. Sicak anlamina gelen “thermos” kelimesinden tiiretilerek isimlendirilen
Thermus cinsi, su an sistematigi yapilmis 10 tiirii igermektedir. Thermus cinsinin iiyeleri,
hem biyokimyasal hem de metabolik olarak oldukca benzerdirler.

Bu cinsin iiyeleri, Gram negatif, endospor olusturmayan, sar1 pigmentli, oksidaz
pozitif, heterotrofik, hareketsiz, cubuk seklinde, cogu zorunlu aerobik, pH 6,0-10,5
araliginda, optimum nétr pH’da, ve 55-80°C araliginda, optimum 70°C’de gelisen, diisiik

konsantrasyonlu organik materyallerin bulundugu ortamlarda ¢ogalabilen bakterilerdir.

1.10. Proteobacteria Subesinin Genel Ozellikleri

Proteobacteria, bakteri domainindeki en genis ve en fazla gesitlik gOsteren ana
gruptur. Bu gruba ait bakteriler, ¢ok fazla metabolik c¢esitlilik gosterirler ve tibbi,
endiistriyel ve tarimsal 6dneme sahip bilinen Gram negatif bakterilerin biiyiik ¢ogunlugunu
temsil etmektedirler. Bakteri bicimlerinin c¢esitliliginden dolaytr grup, ismini Yunan
mitolojisinde yer alan, her sekle girebilen tanr1 Proteus'tan almistir.

Proteobacteria Gram negatif Ozelliklidir, dis zarlar1 baglica lipopolisakkaritlerden
olusur. Cogu flagella ya da kayarak hareket ederken bazilar1 hareketsizdir. Cogu fakiiltatif
veya zorunlu anaerobik ve heterotrofiktir ama pek ¢ok istisnas1 da mevcuttur.

Ribozomal RNA dizinleri arasindaki benzerliklere bagli olarak Proteobacteria bes
boliime ayrilmiglardir, bunlar Yunan alfabesindeki alfa ile epsilon arasindaki harflerle

adlandirilir. Bu boliimler genelde taksonomik siniflar olarak degerlendirilir.
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1.10.1. Alfaproteobacteria

Alfaproteobacteria enerji kaynagi olarak 15181 kullanan (fototrof) bir¢ok cinsi igerir,
ama bunlara ek olarak Cl-bilesikleri metabolize edebilen cinsler, hayvan ve bitki
simbiontlar1 ve tehlikeli bir patojen grubu olan Rickettsiaceae'y1 da kapsar.

Chelatococcus cinsi, Auling ve arkadaslar1 (1993) tarafindan sistematige
kazandirildi. Bu cinsin tip tiirii olan Chelatococcus asaccharovorans kok seklindeyken,
2008 yilinda bu cinse katilan Chelatococcus daeguensis ise gubuk seklindedir. Bu nedenle
2008 yilinda cinsin taniminda bazi degisikler yapildi. Bu cinsin iiyeleri, kok veya ¢ubuk
seklinde olabilir, Gram negatif, endospor olusturmayan bakterileri igermektedir. % G+C
icerigi, % 63,3-68,3 arasinda degismekte olup, baslica yag asitleri, Ciz.;w7c ve Cio.cyclo

w8c’dir.

1.10.2. Betaproteobacteria

Betaproteobacteria, yikim yetenekleri bakimindan zengin olan aerobik veya fakiiltatif
anaerobik bakteri gruplarindan olusur, ama kemolitotrofik cinsler ve baz1 fototroflar1 da
igerir.

Schlegelella  cinsi; Elbanna ve arkadaslari tarafindan 2003  yilinda,
Betaproteobacteria’nin  Rubrivivax altgrubuna ait yeni bir cins olarak sistematige
kazandirildi. Bu cinsin tip tiirii, Schlegella thermodepolymerans DSM 15344 olup, bu
cinse ait, gecerli tanimi yapilmis 2 tiir bulunmaktadir. Bu cinsin iiyeleri Gram negatif,
endospor olusturmayan, aerobik, cubuk seklinde olan bakterilerdir. Oksidaz ve katalaz
pozitif, sitrat, suksinat ve glukonat kullanim1 pozitif ve baslica yag asitleri, Cie., cyclo-

C17;0’dir.

1.10.3. Gammaproteobacteria

Gammaproteobacteria arasinda, Enterobacteriaceae, Vibrionaceae,
Xanthomonadaceae ve Pseudomonadaceae gibi tibben ve bilimsel olarak 6nemli sayilan

gruplar bulunur. Cok fazla sayida patojen bu gruba aittir.
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Pseudoxanthomonas cinsi, Finkmann ve arkadaglar1 tarafindan 2000 yilinda
sistematige kazandirildi. Pseudoxanthomonas broegbernensis bu cinsin tip tiiriidiir. Bu
cinsin iiyeleri, Gram negatif, aerobik ve ¢ubuk seklinde olup, triptik soy agar ve nutrient
agar lizerinde sar1 renkli koloniler olustururlar. Kinon tipi, Q-8 olup, baslica yag asitleri,

180-Cjs.0, anteiso-Cys.o dir

1.10.4. Deltaproteobacteria

Deltaproteobacteria biiyiik oranda aerobik cinslerden, meyve govdesi olusturan
miksobakteriler ve zorunlu anaerobik cinslerin bir dalindan olusur. Bu gruba ait zorunlu
anaeroblar arasinda siilfat indirgeyici (Desulfovibrio, Desulfobacter, Desulfococcus,
Desulfonema, v.s.) ve kiikiirt indirgeyici (6rn., Desulfuromonas) bakteriler ile farkli
fizyolojileri olan bazi bagka anaerobik bakteriler (6rn., demir-I1I indirgeyici Geobacter ve

sintrofik Pelobacter ve Syntrophus tiirleri) bulunur.

1.10.5. Epsilonproteobacteria

Epsilonproteobacteria yalnizca birkac cinsten olusurlar. bunlar baslica burgulu
Wolinella, Helicobacter ve Campylobacter 'dir. Bunlarin hepsi insan ve hayvan sindirim
sisteminde ya simbiont olarak (ineklerde Wollinella) ya da patojen olarak (midede

Helicobacter, duodenumda Campilobacter) yasarlar.

1.11. Glukoz izomerazlar ve Biyoteknolojideki Onemi

D-glukoz / ksiloz izomeraz (D-ksiloz ketol izomeraz; EC 5.3.1.5) bir¢ok
mikroorganizma tarafindan sentezlenen, izomeraz sinifi, hiicre i¢i bir enzimdir ve hem D-
ksilozun D-ksiluloza hem de D-glukozun D-fruktoza doniigiimlii izomerizasyonunu

katalizler (Bhosale vd., 1996) (Sekil 5).
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Sekil 5. D-glukozun D-fruktoza, D-ksilozun da D-ksiluloza GI aracilifiyla dontisiimlii
izomerizasyonu

Glukoz izomeraz, glukozun fruktoza izomerizasyonunu katalizledigi i¢in endiistriyel
alanda, 6zellikle HFCS (High Fructose Corn Syrup) iiretiminde, ticari bir oneme sahiptir.
Glukoz izomerazin kesfi, fruktoz suruplarinin endiistriyel uygugulamalarda basariyla
kullamilmasin1 saglamistir. Ulkemizde ve AB mevzuatinda fruktoz suruplarinin tanimi yer
almamaktadir. FDA (2000)'e gore fruktoz suruplari; % 42 veya 55 fruktoz igeren tatli,
besleyici sakkarit karigtmi olup, glukoz izomeraz enzimi kullanilarak misir nisastasi
glukozunun fruktoza doniistiiriilmesi ile elde edilen bir {iriindiir.

Glukoz izomerazin kesfinden 6nce, yiyeceklerde tatlandirici madde olarak sakkaroz
(sukroz) kullanilmaktaydi. Glukoz izomerazin kesfi ve ozellikle 1958 yilindaki Kiiba
devrimi sonrast meydana gelen sukroz yoklugu sebebiyle, fruktoz suruplarinin kullanimi
hiz kazanmistir (Bhosale vd., 1996). Fruktoz suruplari, tatlandiric1 6zelliklerinin yan1 sira
gidalarda lezzetin gelismesinde de rol oynar. Fruktoz, sakkaroza gore dil {izerinde ¢ok daha
yogun hissedildigi i¢in; fruktoz suruplar1 gidalarda lezzetin algilanmasini zengnlestirici
etki olarak kullanilmaktadir (Howling, 1992). HFCS, sakkarozdan 1,3 ve glukozdan ise 1,7
kat daha tatlilik veren bir {irlindiir. HFCS tatlandirma giicii temel alindiginda, tatlandirma
imal ticreti sakarozunkine gore % 10-20 daha ucuzdur. Ayn1 zamanda HFCS sakkarozda
oldugu gibi kristallesme problemi meydana getirmez (Karaoglu, 2010). Bu 6zelliklerinin

sagladig1 avantajlarin yami sira, fruktoz suruplarinin nemi tutarak kurumayi onlemeleri,
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ozmotik basinglarinin yiiksek olmasi ve fermente edilebilir sekerler agisindan zengin
olmalar1 gibi islev 6zellikleri sayesinde fruktoz suruplari, siklikla gazli ve gazsiz igecekler,
firn  drlinleri, c¢esitli hububat {rlinleri, siit mamulleri ve islenmis gidalarda
kullanilabilmektedir (Wulff ve Helgeson, 1987).

Fruktoz suruplart su aktivitesini azaltict 6zelligine sahiptir bu sayedede salamura
tirtinlerde kullanilabilmektedir. Ayrica fruktoz suruplarinin sebze, ¢orba, domates soslari
ve meyve gibi konserve iiriinlerde de kullanimi yayginlagsmaktadir (Hebeda, 1987; Nabors
ve Gelardi, 1991; Anon, 1993). Fruktoz suruplarinin diisiik viskozite 6zelligi, dondurma
yapiminda dondurmaya eriyebilirlik, piiriizsiizlik ve hacim kazandirmaktadir (Anon,
1979). Ayrica fruktoz suruplari; ekmek, biskiivi, kek, kurabiye, tart dolgular1 ve jole
yapiminda kullamimaktadir (Pomeranz, 1985). Ekmekte fruktoz suruplart fermente
edilebilir substrat olup, ekmegin kabuk rengine ve lezzetine katkida bulunmakta ve raf
omriinii uzatmaktadir (Kulp vd., 1991) Indirgen sekerler icerisinde en iyi biskiivi rengi
fruktoz suruplan ile elde edilmistir. Keklerde sakkaroz yerine fruktoz suruplari kullanimi
icerdigi yiiksek indirgen sekerler sebebiyle esmerlesmeyi arttirmakta ve kekin tazelik
stiresini uzatmaktir (Johnson, 1989). Ayrica fruktozun midede c¢ok yavas bir sekilde
emilmesi ve kandaki glukoz seviyesine bir etki yapmamasi sayesinde diyabetik bir
tatlandirici olarak kullanilmaktadir (Bhosale vd., 1996).

Glukozun ilk kez endiistriyel bir oranda enzimatik olarak izomerizasyonu 1957
yilinda Amerika’da Clinton Corn Processing Co. tarafindan basarilmistir. 1974 yilinda
immobilize edilmis glukoz izomeraz, ticari olarak elde edilebilir hale gelmistir. ilerleyen
yillarda yiyecek endiistrisinde HFCS’ye olan talep her gecen giin artmis ve 1980’e kadar
bat1 diinyasindaki tiim sekerlerle ugrasan biiylik sirketler glukoz izomeraz teknolojisine
bagvurmaya baglamistir. Bugilin glukoz izomeraz, yiyecek endiistrisinde en biiyilik
marketlerde yerini almistir (Bhosale vd., 1996). Sahip oldugu endiistriyel 6nemden dolay1
bugiine kadar bir¢cok organizmanin glukoz izomeraz enzimi incelenmis (Suekane, 1978;
Lee vd., 1989; Brown vd., 1993;) ve birgok bakterinin XylA geni gen bankasindaki yerini
almistir (Collyer ve Blow, 1990; Dekker vd., 1991; Lee vd., 1993; Meadeu vd., 1994).

1.12. Glukoz izomerazin Ozellikleri

Cesitli mikroorganizmalardan izole edilen GI’larin enzimatik ve biyokimyasal

ozelikleri yogun bir sekilde calisilmistir. Enzimin pH ve 1si1l kararliligi, substrat
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spesifikligi, metal iyon gereksinimi gibi spesifik Ozellikleri hakkindaki bilgiler enzimin
inhibe olmasin1 engellemek ve HFCS {iretiminde ticari olarak uygulanabilirligini

degerlendirmek agisindan 6nemlidir (Karaoglu, 2010).

1.12.1. Substrat Seciciligi

GI’'nin pentoz, heksoz, seker alkolleri ve seker fosfatlar1 gibi genis cesitteki
substratlarin1 izomerize etme yetenegi bircok arastirmaci tarafindan incelenmistir. Farklh
organizmalardan elde edilen enzimlerin substrat segiciligi organizmadan organizmaya
degisiklik gostermektedir. GI'nin en yaygin substratlar1 D-ksiloz ve D-glukozdur. D-riboz,
L-arabinoz, L-ramnoz, D-alloz ve 2-deoksiglukoz gibi sekerlerin de GI’nin birer substrati
olduklar1 tespit edilmistir. Ister immobilize edilmis olsun ister olmasm, g¢esitli
mikroorganizmalardan elde edilen GI'nin katalizledigi D-glukozun D-fruktoza doniistimii

% 29 ile % 59 arasinda degiskenlik gostermektedir (Bhosale vd., 1996).

1.12.2. Metal Iyonu Gereksinimi ve Inhibitorler

GI maksimum aktivite i¢in Co™, Mg+2 ve Mn"™ gibi bivalent katyonlara veya
bunlarin kombinasyonuna ihtiya¢ duymaktadir. Co™ ve Mg aktivite i¢in gerekli olmasina
ragmen, her ikisi de farkli bir gérevde rol oynarlar. Mg™, Co™’ye nazaran daha etkin bir
aktivator iken, Co'2 istenilen konformasyonu saglayarak (6zellikle quarterner yapinin
saglanmasinda) enzimin kararli hale gelmesinden sorumludur (Callens vd., 1988; Gaikwad
vd., 1992). Kasumu ve arkadaslari her bir tetramer i¢in 4 Co™*’nin varligim tespit
etmislerdir (Kasumi vd., 1982). GI’nin katalitik aktivitesi; Ag", Hg™, Cu™, Zn™, Ni"* ve
belli bir oranda da Ca'™ ile inhibe olmaktadir. GI'nin bazi diger inhibitorleri; ksilitol,

arabitol, sorbitol, mannitol, lyksos ve Tris’dir (Smith vd., 1991).

1.12.3. Alt Unite Yapisi

GI'nin sedimentasyon sabitleri 7,55 ile 11,45 arasinda ve molekiiler agirliklar1 da
52.000 ile 191.000 dalton arasinda degisiklik gostermektedir. GI’nin alt iinite ve amino asit

yapisina bakildiginda; molekiil, birbirine benzer veya ayn1 4 ya da 2 alt liniteden meydana
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gelmektedir. Alt {niteler birbirlerine kovalent olmayan etkilesimlerle baghdir ve alt
tiniteler arasinda disiilfit baglar1 bulunmamaktadir. Bacillus sp.’den elde edilen
ekstrasellular GI ti¢ alt birimden meydana gelmektedir (Chauthaiwale ve Rao, 1994).
Basuki ve arkadaglarinin Streptomyces phaechromogenes’de varligin1 gosterdikleri GI
izoenziminin birbirinin ayn1 olmayan 4 alt birimden meydana geldigi gdsterilmistir
(Bhosale vd., 1996). Arthrobacter ve Streptomyces tiirlerinde yapilan ¢alismalarda
molekiiliin biyolojik aktivitesinde rol oynayan birimin dimer ya da tetramerler oldugu ve
monomer Unitelerin tek baslarma herhangi bir biyolojik aktiviteye sahip olmadiklar

gosterilmistir (Gaikwad vd., 1992; Rangarajan vd., 1992).

1.12.4. Optimum Sicakhk ve pH

GI’nin optimum sicaklig1 ¢esitli organizmalarda 60°C ile 80°C arasinda degisiklik
gdstermektedir ve bu degerler Co™ varligi ile artis gostermektedir. Optimum pH degerleri
ise genel olarak 7,0 ile 9,0 arasinda degisiklik gostermektedir. Bununla birlikte endiistriyel
olarak arzu edilen diisiik pH degerlerinde ¢alisabilen enzimler de bulunmaktadir. Ornegin
Lactobacillus brevis’den elde edilen GI, pH 6 ile 7 arasinda optimum aktivite
gostermektedir. Streptomyces spp., Bacillus spp., Actinoplanes missouriensis ve Thermus
thermosulfurogenes’e ait GI’lar yiiksek sicakliklarda kararli enzimler olduklari halde
Lactobacillus ve Escherichia spp.’ye ait GI’lar yiiksek sicakliklarda az kararlidirlar
(Bhosale vd., 1996).

1.12.5. GI’larin DNA Dizi Benzerligi ve Reaksiyon Mekanizmasi

Glukoz izomerazlarin yap1 ve islevleri arasindaki iliskiyi degerlendirmek icin cesitli
organizmalardan elde edilen GI (xylA) genlerinin amino asit dizilimleri karsilastirilmigtir.
Bu karsilastirma sonucunda enzimin N-terminal ucunda 40-50 amino asitlik bir bdlgenin
olup olmamasina gore 2 smifa ayrilmiglardir. N-terminal ucunda bu bélgeyi icermeyen
Gl'lar, Tip 1 olarak adlandirilir ve 390 amino asit igerirler. Streptomyces spp.,
Actinoplanes spp., Ampullariella spp., Arthrobacter spp. ve Thermus thermophilus gibi
tirlere ait GI’lar bu simiftandir. Escherichia coli, Bacillus spp., Lactobacillus spp.,

Lactococcus spp., Thermoanaerobacterium thermosulfurigenes, ve Thermotoga spp
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tiirlerine ait GI’lar ise 440 amino asitten meydana gelmislerdir ve Tip 2 GI’lar olarak
siniflandirilirlar (Hess vd., 1998). Tip 2 GI’lar 8 sarmal ile ¢cevrelenmis birbirine paralel 8
B-levhadan ve diger monomerlerle iliskide bulunan uzamis bir C-terminal kuyruktan
meydana gelirler. Enzimin aktif bolgesi agik bir fi¢t seklinde bir cepten meydana gelir ve
bu cebin alt tarafinda, genel olarak hidrofobik aminoasitler ile Mg™, Mn™ ve Co™ gibi
bivalent katyonlar ile birlikte calisan glutamik asit, aspartik asit ve histidin gibi amino
asitleri bulunmaktadir (Whitlow vd., 1991). Tip 1 ve Tip 2 glukoz izomerazlar arasinda
aminoasit dizilimi agisindan biiylik farkliliklar olmasina ragmen genel olarak; substrat ile
iligkide H100, T140, E231, K233, D338; metal iyonunun baglanmasinda E231, E267,
H270, D295, D306, D308, D338; katalitik islemlerde ise H100, D103, D338’in biiyiik
6lciide korundugu goriilmektedir. Filogenetik olarak uzak olan tiirlerin kargilagtirmalarinda
bile enzimin aktif bolgesine ait igerigin birbirine oldukca yakin oldugu goriilebilmektedir
(Hess vd., 1998).

GI’'nin ¢alisma mekanizmasi Arthrobacter ve Streptomyces GI’lari iizerinde yapilan
X-Ray kristallografisi yontemleriyle agiga cikarilmistir (Farber vd, 1989; Collyer vd.,
1990). Enzimin biyokimyasal ozelliklerine ait veriler ise aktif bolgede yapilan bolge
spesifik mutasyonlar ile belirlenmistir.

[lk zamanlar, GI'nin seker fosfat izomerazlara benzer bir sekilde ene-diol
mekanizmasi ile islev gordiikleri sanilmaktaydi (Rose vd., 1969). Fakat yapilan son
calismalarla enzimin hidrit-sift mekanizmasi ile ¢alistig1 anlagilmistir. Enzimin yapist ve
islevi arasindaki iligkiyi agiklayabilmek i¢in onun aktif kisminin konformasyonunu bilmek
son derece onemlidir. Enzimin aktif kismini ¢alismak ve islev mekanizmasini anlamak i¢in
kimyasal modifikasyon, X-Ray kristallografisi ve izotop degisimi gibi farkli yaklagimlar
denenmistir. GI’nin katalitik mekanizmasi substrat halkasinin agilmasi, hidritin C-1’den C-

2’ye kaydirilmasi ve halkanin kapanmasi seklinde cereyan etmektedir (Bhosale vd., 1996).

1.13. GI Ureten Mikroorganizmalar

Genel olarak bakildiginda, GI; bir¢ok prokaryotik mikroorganizmada yaygin bir
sekilde bulunmaktadir. Pseudomonas hydrophila’da bulunmasindan sonra bir¢ok bakteri
ve Actinomycetes tiiriinde GI aktivitesi saptanmustir. Heterolaktik asidik bakteriler arasinda

Lactobacillus brevis’ten elde edilen GI, diisiik pH degerlerinde aktif halde olmasina
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ragmen, yliksek sicakliklarda ise kararli degildi. Bu nedenle bu mikroorganizmalar
ekonomik olarak elverisli degildi (Bhosale vd.,1996).

Hiicre disina sekresyonu yapilan GI’lara ait raporlar yaygin degildir. Streptomyces
glaucescens (Weber, 1976) ve S. flavogriseus (Chen vd.,1979) tiirlerinde elde edilen
GI’nin ekstrasellular oldugu rapor edilmistir. Burada enzimin hiicre igerisinden disari
salinmasinin hiicre duvarinin gegirgenligindeki bir degisiklik ve hiicrenin kismi lizisi ile
meydana geldigi kabul edilmistir. Chainia sp. (Srinivasan vd., 1983; Vartak vd., 1984) ve
alkalotermofilik bir tiir olan Bacillus sp. (Chauthaiwale ve Rao, 1994)’den elde edilen
ekstrasellular GI’lar, jel filtrasyon, iyon degisim kromatografisi ve preperatif poliakrilamid
jel elektroforezi gibi yaygin saflagtirma teknikleri ile homojen bir sekilde
saflastirilmiglardir. Streptomyces spp. tiirlerinin yani sira Bacillus tiirleri de iyi miktarlarda
GI tiretmektedirler. Candida utilis (Wang vd., 1980) ve Candida boidinii (Vongsuvanlert
ve Tani, 1988) gibi birka¢ mayada da GI varligi tespit edilmistir. Cimlenmis arpada
(Bartfay, 1960) ve bugday tohumunda da (Pubols vd., 1963) GI’'nmin var oldugu

gosterilmistir.

1.14. Endiistriyel GI’lar

GI iireten ve ticari olarak onemli olan birka¢ organizma Tablo 2’de verilmistir.
GI'nin biiyiik bir ticari 6nemi olmasindan dolay1 enzimi iireten birgok yeni organizma ve
bu enzimin kullaniminda gelistirilen bir¢ok yontem hakkindaki bilgi patentlesmistir
(Boguslawski ve Rynski, 1982; Hafner, 1985; Hafner ve Jackson, 1985; Tuzuka vd., 1971;
Outtrup, 1974; Shieh, 1977; Weber, 1976).

Tablo 2. Ticari 6neme sahip GI’lar1 lireten baz1 mikroorganizmalar ve triinleri (GI)

Organizma Uriiniin Uretici Firma
Ticari Ad1
Actinoplanes missousriensis Maxazyme Gsit Brocades and
Anheuser-Busch Inc.
Bacillus coagulans Sweetzyme  Novo-Nordisk
Streptomyces rubiginosus Optisweet Miles Kali-Chemie
Spezyme Finnsugar
Streptomyces phaeochromogenes Swetase Nagase
Arthrobacter sp. Reynold Tobacco

Streptomyces olivaceus Miles Laboratories Inc.




2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Materyal

2.1.1. Besiyeri, Kimyasallar ve Vektorler

Nutrient broth, nutrient agar, bacteriological agar, tryptic soy broth, brain heart
infusion broth, tryptic soy agar, trypton water, peptone, glucose, sodium chloride,
ethilenediaminetetraacetic acid (EDTA), sodium perchlorate, lysozyme, crystal violet,
safranin, malachite green, yeast extract, 2-propanol Merck’ten, gelatine Difco’dan, starch,
glycerol, TRIS base, sodium dodecyl sulphate (SDS), potassium acetate,
phenol:chloroform:isoamyl alcohol, phenol, acrylamide, bis-acrylamide, agarose, bromo
phenol blue, coomassie brilliant blue-G 250, coomassie brilliant blue-R 250, ethidium
bromide, bovine serum albumin (BSA), proteinase K, IPTG , RNase A, RNase Tj,
ammonium acetate, isoamyl alcohol, D-Ksiloz, D-Glukoz, D-Fruktoz, MnSO4, MOPS,
perklorik asit, sistein, karbozol, Phenyl sepharose 6 Fast Flow, DEAE-Sepharose
Sigma’dan; sodium acetate, methanol ve acetone Carlo Erba’dan; tripton, yeast ekstract,
NaCl, EDTA, amonyom siilfat, sodyum asetat, K,HPO,4, KH,PO4, CoCl, Merck’den,
stilfiirik asit Riedel-deHaen’dan, amfisilin, kanamisin Bioanalyse’dan, EcoRI, Ncol, T4
DNA ligaz NEB’den satin alindi.  Genomik DNA Izolasyon Kiti, Jelden ¢ikarma kiti ve
p-GEMT Easy Klonlama Kiti, Taqg DNA polimeraz Promega’dan, API 20E ve Vitek

Bacillus Biochemical Card (B) kitleri de Biomerieux Fransa’dan satin alindu.

2.1.2. Calismada Kullanilan Bakteri Tiirleri

Anoxybacillus flavithermus DSM 2641" , Anoxybacillus pushchinoensis DSM
12423 | Anoxybacillus contaminans DSM 15866" , Anoxybacillus kamchatkensis DSM
14988", Anoxybacillus bogrovensis DSM 17956" , Anoxybacillus amylolyticus DSM
15939, Anoxybacillus rupiensis DSM 17127" , Anoxybacillus thermarum DSM 171417,
Brevibacillus thermoruber DSM 7064", Thermus scotoductus DSM 8553", Schlegelella
thermodepolymerans DSM 15344", Chelatococcus daeguensis DSM 22069, tip bakteri

kiiltiirleri Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH
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(DSMZ)’den, Schlegelella aquatica LMG 23380" tip bakteri kiiltiirii The Belgian Co-
ordinated Collections of Micro-organisms (BCCM™)’den,Pseudoxanthomonas
taiwanensis KCTC 22832, Anoxybacillus eryuanensis KCTC 13720", Anoxybacillus
tengchongensis KCTC 137217 tip bakteri kiiltiirleri Korean Collection for Type Cultures
(KCTC)’den, Anoxybacillus gonensis NCIBM 13933", Anoxybacillus kestanbolensis
NCIBM 139717 ve Anoxybacillus ayderensis NCIBM 13972" tip bakteri kiiltiirleri KTU
Fen Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii, Molekiiler Biyoloji Anabilim dalindan ve Anoxybacillus
voinovskiensis NCIBM 13956" tip bakteri kiiltiirii de, bu bakteriyi tanimlayip literatiire

kazandiran Isao Yumoto’dan temin edildi.

2.2. Metotlar

2.2.1. Kaphicalardan Orneklerin Ahnmasi ve Termofilik Bakterilerin izolasyonu

Her bir kaplicadan su ve ¢amurlu su ornekleri, agz1 kapakl steril siselere alindi.
Aliman 6rnekler olabildigince kisa siirede ve soguk sartlar altinda laboratuara getirildi.
Daha sonra igerdikleri termofilik bakteriler, uygun besiyerler kullanilarak zenginlestirme
kiiltiirleri yapilmak suretiyle farkli sicakliklarda (50°C, 60°C, 70°C) ¢ogaltildi. Cogaltilan
bu kiiltiirler, uygun besiyerleri i¢eren agar petrilerine tek koloni elde etmek amaciyla ekildi
ve sonucta petri iizerinde olusan koloniler incelenerek birbirinden farkli olabilecek

koloniler segilip bunlarin saf kiiltiirleri yapildi (Benson, 1985).

2.2.2. izolatlarin Baz1 Fenotipik Ozelliklerinin Belirlenmesi

2.2.2.1. izolatlarin Klasik Fenotipik Ozelliklerinin Belirlenmesi

Bakterilerin klasik fenotipik karakterleri, morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal

Ozelliklerini igcermektedir.
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2.2.2.1.1. izolatlarin Morfolojik Ozelliklerinin Belirlenmesi

Elde edilen biitiin izolatlarin hiicre sekillerinin belirlenmesi amaciyla ilk olarak basit
boyamalar yapildi. Ardindan izolatlarin hiicre duvari 6zelliklerinin ortaya c¢ikarilmast
amactyla Gram boyamalar yapildi ve bu yonteme gore izolatlarin Gram (+) veya Gram (-)
hiicre duvarina sahip olduguna karar verildi. izolatlarin spor yapilarin1 olusturup
olusturmadiginin ve sporun hiicre igerisindeki pozisyonunun belirlenmesi amaciyla, spor
boyamalar yapildi. Ayrica lam lamel arasi preparat yontemi kullanilarak, bakterilerin

hareketli olup olmadiklari test edildi (Benson, 1985; Dulger, 1997).

2.2.2.1.2. izolatlarin Fizyolojik ve Biyokimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi

Izolatlarin maksimum, minimum ve optimum biiyiime sicakliklari, nutrient broth
besiyerinde farkli sicakliklarda iiretilip spektrofotometrede ODggo’de yapilan Slgiimlerle
belirlendi. Izolatlarin maksimum, minimum ve optimum olarak biiyiiyebildigi pH degeri,
degisik pH’lara ayarlanmis (pH 5; 5.5; 6,0; 6,5; 7; 7.5; 8; 8.5; 9; 9.5) nutrient broth
besiyerleri kullanilarak tespit edildi. Biiylimenin olup olmadigi ve diizeyi ise yine
spektrofotometrede 600 nm dalga boyunda &l¢iimler yapilarak ortaya ¢ikarildi. Izolatlarin
NacCl ihtiyaglarinin belirlenmesi amaciyla degisik oranlarda (% 2; 2,5; 3; 4; 5; 6; 7; 8; 9;
10) NaCl igeren nutrient broth besiyerleri kullanildi ve 55-60°C’ye ayarlanmig etiivde 3-7
giin siire ile bekletilerek izolatlarin NaCl ihtiyaglar1 belirlendi. izolatlarin atmosferik
oksijen ihtiyaglari, “Brain Heart Infusion Agar” besiyerini ihtiva eden deney tiiplerine
yapilan inokiilasyonlar sonucunda, biliylimenin oldugu bolgeye gore belirlendi (Benson,
1985; Sneath, 1986; Cappuccino ve Sherman, 1992; Dulger, 1997).

Bakteri sistematigindeki 6nemli karakterlerden bir digeri, belirli karbonhidratlar
karbon kaynag olarak kullanma 6zelligidir. izolatlarm bu 6zelliklerinin ortaya ¢ikarilmasi
amaciyla, Vitek Bacillus Biochemical Card (B) ile birlikte VITEK 32 System’i kullanildi.

Bakteriler nisastali nutrient agar petrilerine ekildi ve 3-7 giinliik inkiibasyon
stiresinden sonra liigol ilavesiyle izolatlarin amilaz tiretip iiretmedikleri test edildi.
[zolatlarmn katalaz iiretip iiretmedikleri ise katalaz testi uygulanarak tayin edildi (Benson,
1985; Sneath, 1986; Cappuccino ve Sherman, 1992; Dulger, 1997). Diger bazi
biyokimyasal 6zellikleri belirlemek amaciyla API20E kitleri kullanildu.
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2.2.3. izolatlarin Bazi Kemotaksonomik Ozelliklerinin Belirlenmesi

2.2.3.1. izolatlarin Céziilebilir Hiicre Proteinlerinin Profilinin Cikarilmasi

2.2.3.1.1. Céziinebilir Hiicre Proteinlerinin izolasyonu

Izolatlarin icerdikleri ¢oziinebilir hiicre proteinlerinin profilini ¢ikarmak icin,
oncelikle elde edilen her bir izolattan ve tiir tayinleri yapilmis olan diger sahit
bakterilerden 10 ml gece kiiltiirleri yapildi. Hiicrelerin, 14.000 rpm’de 15 dakika santrifuj
edilmesiyle olusturulan ¢dkelek, 50 mM Tris-HCI (pH 7.4) ve % 10 sakkarozdan olusan
TS tamponunda ¢6ziildii ve sivi azot (-94°C) tankinda bir dakika bekletildikten sonra oda
sicakligina alindi ve bu islem iki kez tekrarlandi (Belduz vd., 1993). Oda sicakliginda
coziindiikten sonra, hacminin 1/20’si kadar 10 mg/ml’lik lizozim ilave edilerek hiicre
stispansiyonu 35 dakika buz iizerinde bekletildi, daha sonra 16.000 x g’de santrifuj edildi

ve protein Oziitlinii igeren s1vi kisim, steril bir tiipe alinarak —20°C’de sakland.

2.2.3.1.2. Protein Konsantrasyonunun Tayini

Protein konsantrasyonunun tayini Bradford’un (1976) gelistirmis oldugu metoda
gore gerceklestirildi. 100 ml boya ¢6zeltisi hazirlamak i¢in 10 mg Commasie Brillant Blue
G-250, 5 ml % 95’lik etanol igerisinde iyice ¢oziilerek tizerine 10 ml % 85°lik fosforik asit
ilave edildi ve 100 ml’ye saf su ile tamamlandi. Hazirlanan ¢ozelti filtre kagidi ile
stiziilerek temizlendi.

Hazirlanan kalibrasyon egrisinde standart olarak BSA kullanildi. Kalibrasyon egrisi
i¢in; 2, 4, 6, 10, 15, 20, 40, 60, 80 ug BSA igeren c¢ozeltiler 0,15 M’lik NaCl ile 100 ul’ye
tamamlandi. Ardindan iizerine 5 ml yukarida anlatildig1 gibi hazirlanan boya ¢6zeltisinden
ilave edildi ve vortekslenerek 10 dakika oda sicakhiginda beklemeye birakildi. Ornekler
icin BSA yerine 10 pl her bir izolatdan izole edilen protein dziitii kullanilarak ayni islem
gerceklestirildi. Siire sonunda Agilent 8453E UV-visible Spectroscopy System cihazi

kullanilarak 595 nm’de dl¢iimler yapildi ve protein miktar1 pg/pl cinsinden hesaplandi.
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2.2.3.1.3. SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Herbir izolattan ve tiir tayinleri yapilmig bakterilerden izole edilen protein 6ziitlerinin
konsantrasyonu hesaplandiktan sonra, bu protein 6ziitlerinden uygun miktarlarda (40 pg)
aliarak bu 6ziitlere esit miktarda 2 X muamele tamponu (0,15 M TRIS-HCI pH 6,8, % 4
SDS, % 20 gliserol, % 6 B-merkaptoetanol) ilave edildi ve sonrasinda 65 °C’de 90 saniye
bekletildi. Daha sonra Laemli (1970) tarafindan tanimlanan % 12’lik sodyum dodesil
stilfat-poliakrilamid jeline (SDS-PAGE) ytiklenerek ve 0,75 mm kalinligindaki her bir jel
icin 15 mA akim uygulanarak ayirma islemi gergeklestirildi.

Ayirma islemi tamamlandiktan sonra, jel Coomassie Brilliant Blue (% 0,125
Coomassie Brilliant Blue R-250, % 50 metanol, %10 asetik asit) boyasi ile 2-4 saat
boyand1 ve Yikama-I (% 50 metanol, % 10 asetik asit) soliisyonunda 1 saat bekletildi.
Daha sonra Yikama-II (% 7 asetik asit, % 5 metanol) soliisyonuna aktarildi ve bir

bilgisayar tarayicisi ile fotograflandu.

2.2.3.2. izolatlarin Yag Asidi iceriklerinin Ortaya Cikarilmasi

Izolatlarin yag asidi metil esterlerinin igeriklerini ortaya cikarilmasi amaciyla,
izolatlar Triptik soy agar besiyerinde 24 saat uygun sicakliklarda iiretildi. izolatlarin yag
asidi metil esterleri, Yeditepe Universitesi Genetik ve Biyomiihendislik Boliimiinde
Microbial Identifikasyon System’i (MIDI; Microbiol ID, Inc., DE, USA) kullanilarak

belirlendi.

2.2.4. izolatlarin Baz1 Genotipik Ozelliklerinin Belirlenmesi

2.2.4.1. izolatlarin Genomik DNA’larinin izolasyonu

Izolatlarin genomik DNA’lari, iki farkli yéntemle izole edildi. DNA-DNA
hibridizasyonu ve G+C kompozisyonunun belirlenmesinde kullanilacak genomik DNAlar,
Marmur (1961) prosediirine gore izole edilirken; diger genotipik Ozelliklerin
belirlenmesinde kullanilacak genomik DNA’lar ise, Sambrook ve arkadaslarinin (1989)

prosediiriine gore izole edildi.
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2.2.4.1.1. Marmur Prosediirii

Termofilik izolatlar uygun sicaklikta LB Broth’da bir gece inkiibe edilerek sivi
kiiltiirleri elde edildi. Elde edilen bu sivi kiiltiirler, iiremelerinin exponansiyel fazinda
13.000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek ¢oktiirtildii ve iistteki sivi kistm dokiilerek pellet
kismi saklandi. Elde dilen bu pellet kismi, 20 ml siispansiyon tamponuyla [10mM Tris-
HCI (pH 8.0), ImM sodyum EDTA (pH 8.0) ve 0,35M sukroz] ¢oziildii ve 250 ml’lik
erlene aktarildi. Erlendeki hiicre siispansiyonuna 50 mg lizozim ilave edildi ve bu karigim
37°C’de hiicreler patlayana kadar inkiibe edildi. Gram negatif bakteriler i¢in yaklagsik bes
dakikalik inkiibasyon siiresi yeterli iken, Gram pozitif bakterilerin lizis olmalar1 i¢in daha
uzun siireli inkiibasyona ihtiya¢ duyulabilir, hatta bazen bu inkiibasyon siiresi birkac saat
stirebilmektedir. Bakterinin lizis olup olmadigini test etmek amaciyla, inkiibasyondaki
hiicre siispansiyonundan 0,1-0,2 ml 6rnek alindi. Alinan bu 6rnek kiiglik test tiiplerine
konuldu ve 1,5 hacim lizis soliisyonu (100 mM Tris-HCI (pH 8.0), 0.3 M NaCl, 20 mM
EDTA (pH 8.0), % 2 SDS, % 2 B-merkaptoetanol ve 100 pg/ml proteinaz K). Lizis
soliisyonu igerir. Ayrica, kullanilmadan hemen 6nce 0,5 hacim 5 M sodyum perklorat
ilave edildi ve bu soliisyon 50-60°C su banyosunda isitilarak ¢oziildii. 1,5 hacim lizis
soliisyonu test tiiplerine ilave edildigi zaman, hiicre siispansiyonu bulanik halden oldukca
yapiskan hale dondii ve bu degisim hiicrelerin lizis oldugunu gosterdi.

Hiicre silispansiyonunun lizis oldugu test edildikten sonra, erlendeki hiicre
stispansiyonuna 30 ml lisiz soliisyonu ilave edildi ve 50-60°C’de 1-4 saat inkiibe edildi.
inkﬁbasyon sonunda, erlene 12 ml fenol-CHCI; karisimi (% 50 fenol : % 48,5 CHCI; : %
1,5 izopentanol : % 0,1 hidroksikinolin) ilave edildi ve homojen bir karisim elde etmek i¢in
erlen 20 dakika ¢alkalayicida sallandi. Sonra hiicre lizati, 50 ml’lik polipropilen tiiplerine
aktarildi ve 17.000 x g’de 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiijden sonra tiiplerin {ist
kismindaki sivi, pipetle alinarak temiz bir erlene aktarildi. Aktarilan lizat iizerine 10 ml
fenol-CHCI; karisimu ilave edildi ve tekrar 20 dakika ¢alkalayicida sallandi. Sonra hiicre
lizat1, 50 mI’lik polipropilen tiiplerine aktarildi ve 17.000 x g’de 10 dakika santrifiij edilir.
Santrifiijden sonra tiiplerin iist kismindaki sivi, pipetle alinarak temiz bir erlene aktarildi.
Bu isleme, iist kisimdaki sivi ile fenol-CHCLj3 sivis1 arasindaki ara yiizeyde protein
tabakas1 olusmayincaya kadar devam edildi. Son asamada, iist kistmdaki sivi 125 ml’lik
erlene alindi ve iizerine 0,6 hacim izopropanol ilave edildi. Sonra erlen calkalandi ve

DNA’nin bir pellet olusturmasi saglandi. Erlendeki sivi bosaltildi ve erlende sadece DNA
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pelleti kaldi. Erlene % 80’lik soguk etanol ilave edildi ve 5 dakika ¢alkalandiktan sonra
erlendeki sivi bosaltildi. Bu etanolle yikama islemi, iki kez tekrar edildi. Son yikama
isleminden sonra, erlen yavasca egiltilerek DNA pelletinin erlenin dip kismina yerlesmesi
saglandi. Daha sonra erlen ters g¢evrilerek bir havlu kagit lizerine yerlestirildi ve 15-30
dakika 37°C’de inkiibe edildi.

Inkiibasyondan sonra, erlene 20 ml 0,1 X standart sodyum-sitrat (SSC: 0.015M
TRIS-sodyum sitrat (pH 7,0), 0,15M NaCl ) ilave edildi ve DNA’nin ¢6ziilmesi i¢in erlen
calkalandi. DNA tamamiyle ¢oziildiikten sonra, 0,25 ml RNase A ve 2,5 ml RNase T;
soliisyonu ilave edildi ve 30 dakika 37°C’de inkiibe edildi. Sonra DNA soliisyonuna, 5Sml
CHCls-1zopentanol (% 3 izopentanol iceren kloroform) ilave edildi ve 20 dakika
calkalayicida sallandi. Erlendeki DNA soliisyonu, 30 ml’lik polipropilen tiiptine aktarildi
ve 17.000 x g’de 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiijden sonra, tiipiin {ist kismindaki siv1
alind1 ve 100 ml’lik behere aktarildi. CHCI; sivisi ile st fazdaki sivi arasinda biiyiik bir
protein tabakasi olusmasi halinde, CHCls-izopentanol asamasi birkag kez tekrar edildi.

Behere 2 ml 3 M sodyum asetat ilave edilip karistirildi. Ardindan 2 hacim % 95°lik
etanol ilave edildi ve DNA’nin tekrar bir pellet olusturmasi saglandi. Bir cam ¢ubuk beher
icinde dondiiriiliip karistirildi ve DNA’nin cam ¢ubuk {izerine sarilmasi saglandi. Cam
cubuk 10-20 ml % 80’lik soguk etanol ile yikandi ve bir test tiipii rakina dik sekilde
konarak kurutulmasi saglandi. Daha sonra cam ¢ubuk 3-5 ml 0,1 X SSC iceren kapakli test
tiiplerine yerlestirildi ve bir gece buzdolabinda bekletildikten sonra DNA’nin ¢oziilmesi

saglandi. Elde edilen ¢oziilmiis DNA’lar -20°C’de saklandi.

2.2.4.1.2. Sambrook ve Arkadaslarinin Prosediirii

Termofilik izolatlar, uygun sicaklikta LB Broth’da bir gece inkiibe edildi. Elde edilen
stvi kiiltlirler 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tliplerine aktarildi ve hiicreler 13.000 rpm’de 3-4
dakika santrifiij edilerek ¢oktiiriildii. Siipernatant kisimlar1 dokiilerek pellet kisimlari
alindi. Pelletlerin tizerine, 500 pl TE tamponu (10 mM Tris-HCI; 1 mM EDTA, pH 8,0)
ilave edildi ve vortekslenerek ¢oziildii. Uzerine 10 pg lizozim ilave edilerek karistirildi ve
1 saat 37°C’de inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra iizerine 50 pl % 10’luk SDS eklendi ve
30 dakika 37°C’de inkiibe edildi. Daha sonra her bir tiipe 3 M’lik 1/10 hacim sodyum
asetat (pH 5,2) eklendi ve 65°C’de 30 dakika bekletildi. Her 10 dakikada bir, tiipler alt st

edildi. Hemen sonrasinda tizerine 500 pl fenol: kloroform: izoamilalkol (25: 24: 1) ilave
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edildi, alt iist edilerek karistirildi ve 5 dakika 13.000 rpm’de santrifiij edildi. Santrifiijden
sonra, st kistmdaki sivi pipet yardimiyla yeni bir mikrosantrifiij tiipiine alindi ve pellet
kisimlar1 atildi. Bu tiiplere 500 pl kloroform ilave edildi ve alt iist edilerek 13.000 rpm’de
5 dakika santriflij edildi. Bu kloroform asamasi 2 kez tekrarlandiktan sonra yeni bir
mikrosantrifiij tiipiine aktarilan sivinin tizerine 1/10 hacim 3 M sodyum asetat ve 2 hacim
% 96’1lik soguk etil alkol ilave edildi ve -20°C’de 30 dakika bekletildi. Daha sonra 13.000
rpm’de 15 dakika santrifiij edildi ve iist kistmdaki sivi atildi. Kalan pellet tizerine 500 pl
% 70’1lik soguk etanol ilave edildi ve 5 dakika 13.000 rpm’de santrifiij edildi. Santrifiijden
sonra, iist faz dokiildi ve kalan pellet 37°C’de 10 dakika kurutuldu. Elde edilen DNA
pelletleri, 100 pl TE’de ¢oziilerek — 20°C’de muhafaza edildi.

2.2.4.2. izolatlarin rRNA Analizleri

2.2.4.2.1. 16S rRNA Geninin PCR ile Cogaltim

16S rRNA genleri, her bir termofilik izolattan Sambrook ve arkadaslarinin
prosediirine ~ gore  izole  edilen  genomik  DNA’dan  UNII6S-L  (5’-
ATTCTAGAGTTTGATCATGGCTCA-3’) ileri ve UNI16S-R (5°-
ATGGTACCGTGTGACGGGCGGTGTGTA) geri primerleri kullanilarak PCR yardimi
ile cogaltildi. PCR reaksiyonlarinin sartlar1 Beffa ve arkadaslarina (1996) gore olusturuldu.
12 ng kalip DNA, 5 pl 10X 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 karigimi steril
ddH,O ile 50 pl’ye tamamlandi. Cogaltma islemi 200 pl’lik tiiplerde, “Biometra Personal
Cycler’da gergeklestirildi. Reaksiyon sicakliklar1 ve siireleri ise: Ilk denatiirasyon
basamag1 95°C’de 2 dakika olarak gercgeklestirildikten sonra, 36 dongii 94°C’de 1 dakika
(denatiirasyon i¢in), 56°C’de 1 dakika (hibridizasyon i¢in) ve 72°C’de 2 dakika
(polimerizasyon i¢in) seklinde gerceklestirildi. Elde edilen PCR f{irlinlerinin 5 pl’si %
1,I’lik agaroz jelde yiiriitildii ve etidyum bromiir (0,5 pg/ml) ile boyandiktan sonra

“BioDocAnalyze” sistemiyle goriintiilendi.
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2.2.4.2.2. 16S rRNA Geninin Klonlanmasi, Baz Dizisinin Ortaya Cikarilmasi ve
Gen Bank’taki Siralarla Karsilastirilmasi

Yukarida agiklanan PCR reaksiyonu ile ¢ogaltilan 16S rRNA genleri, pGEM-T Easy
Klonlama Kiti kullanilarak, pGEM-T Easy klonlama vektoriine firmanin 6ngordiigii
konsantrasyonlar ve sartlar gerceklestirilerek klonlandi. Klonlanma sonucunda olusan
kolonilerden rekombinant plazmitler izole edildiler. Daha sonra ECORI restriksiyon enzimi
ile kesim yapilarak, izole edilen bu plazmitlerin hangilerinin istenilen parcayi tasidigi
belirlendi. Dogrulugu teyit edilen klonlarin baz dizin analizi, otomatik dizi analizatérleri
araciligiyla ile (Macrogen, Giiney Kore) belirlendi. Elde edilen yaklagik 1400 bp
uzunlugundaki 16S rRNA dizileri GenBank’taki var olan diger bakteriyal 16S rRNA
dizileriyle karsilagtirilarak aralarindaki benzerlik oranlari ortaya ¢ikarildi. Cins seviyesinde

izolatlarin siiflandirilmasi saglandi.

2.2.4.2.3. 16S rRNA Cok Degisken (HV) Bolgesi

HV bolgesi, Bacillus subtilis 16S rRNA gen sirasi referans alindiginda, 16S rRNA
geninin 70 ila 344 nolu niikleoitlerin arasindaki 275 bp’lik bolgeyi ifade etmektedir. HV
bolgesi ¢alisilacak izolatlarin 16S rRNA gen siralari, Bacillus subtilis’in 16S rRNA gen
sirast ile tek tek BLAST in “Align two (or more) sequence using BLAST” programi
kullanilarak karsilastirildi. Bacillus subtilis 16S rRNA gen siras1 referans alindiginda, 70
ile344 nolu niikleotitlerin arasindaki 275 bp’lik bolge HV bolgesi olarak belirlendi.

2.2.4.3. recN Geninin PCR ile Cogaltimi

recN genleri, Geobacillus cinsine ait her bir termofilik izolatin genomik DNA’sindan
Zeigler’in 2005  yilinda yaptigt  bir ¢alismada  kullanilan  F1-2  (5°-
CGATTTGCGGCGACGATAC-3’) ileri ve R1-1 (5
TACACCATGCAAAAACGGTTAC-3") geri primerleri kullanilarak PCR yardimi ile
cogaltildi. PCR reaksiyonlarinda 12 ng kalip DNA, 5 ul 10X 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 ddH,O ile 50 ul’ye tamamlandi. Cogaltma islemi 200 pl’lik tiiplerde,
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“Biometra Personal Cycler’da gergeklestirildi. Reaksiyon sicakliklar1 ve siireleri ise: Ilk
denatiirasyon basamagi 95°C’de 2 dakika olarak gergeklestirildikten sonra, 36 dongl
94°C’de 1 dakika (denatiirasyon i¢in), 55°C’de 1 dakika (hibridizasyon i¢in) ve 72°C’de 2
dakika (polimerizasyon i¢in) seklinde gerceklestirildi. Elde edilen PCR iirlinlerinin 5 pl’si
% 1,1’lik agaroz jelde yiiriitildii ve etidyum bromiir (0,5 pg/ml) ile boyandiktan sonra

“BioDocAnalyze” sistemiyle goriintiilendi.

2.2.4.4. rpoB Geninin PCR ile Cogaltimi

Anoxybacillus ve Geobacillus cinsine ait her bir izolatin rpoB genleri, rpoB1698F
(5’-AACATCGGTTTGATCAAC-3") ileri ve rpoB2041R (5-
CGTTGCATGTTGGTACCCAT-3") geri primerleri kullanilarak PCR yardimi ile
cogaltildi (Dahll6f vd., 2000). PCR reaksiyonlarinin sartlar1 Dahllof ve arkadaglarina
(2000) gore olusturuldu. 50 ng kalip DNA, 10 mM Tris—HCI (pH 8.3), 10 mM KCI, 25
pmol ileri primeri, 25 pmol geri primeri, 2,5 mM dNTP, 20 pg of BSA, 2,6 mM MgCl, ve
5 U/50 pl Taq DNA Polimeraz karigimi steril ddH,O ile 50 pl’ye tamamlandi. Reaksiyon,
94°C’de 5 dakikalik ilk denaturasyon basamaginin ardindan, 25 dongii 94°C’de 30 saniye
(denatiirasyon ig¢in), 50°C’de 1,5 dakika (hibridizasyon i¢in) ve 72°C’de 1,5 dakika
(polimerizasyon i¢in) seklinde gerceklestirildi. Elde edilen PCR iiriinlerinin 5 pl’si %
1,4’lik agaroz jelde yiiriitiildii ve etidyum bromiir (0,5 pg/ml) ile boyandiktan sonra

“BioDocAnalyze” sistemiyle goriintiilendi.

2.2.4.5. rpoB ve recN Genlerinin Klonlanmasi, Baz Dizisinin Ortaya Cikarilmasi
ve GenBank’taki Siralarla Karsilagtirilmasi

Yukarida agiklanan PCR reaksiyonu ile ¢ogaltilan rpoB ve recN genleri, pGEM-T
Easy Klonlama Kiti kullanilarak, pGEM-T Easy klonlama vektoriine firmanin 6ngordiigii
konsantrasyonlar ve sartlar gerceklestirilerek klonlandi. Klonlanma sonucunda olusan
kolonilerden rekombinant plazmitler izole edildiler. Daha sonra izole edilen bu
plazmitlerin hangilerinin istenilen parcayi tasidigi belirlendi ve dogrulugu teyit edilen
klonlarin baz dizin analizi, otomatik dizi analizatorleri araciligiyla ile (Macrogen, Giiney

Kore) belirlendi. Elde edilen yaklasik 1200 bp ve 400 bp uzunluklarindaki recN ve rpoB
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dizileri, GenBank’ta var olan diger bakteriyal dizilerle karsilastirilarak aralarindaki

benzerlik oranlar1 ortaya ¢ikarildi.

2.2.4.6. 16S rRNA, HV Bolgesi, recN ve rpoB Gen Dizilerine Gore Filogenetik
Agac Cizilmesi

Elde edilen 16S rRNA, HV, recN ve rpoB geni baz siralari, molekiiler analizlerde
ham veri olarak kullanildi. Her taksonun bu genlerine ait niikleotit baz dizileri, Clustal W
(Thompson vd., 1997) programi kullanilarak alt alta hizalandi. Daha sonra bu siralar analiz
edilmek iizere sirasiyla Fasta, Nexus ve PHYLIP formatlarina doniistiirtildii.

Elde edilen veriler temel olarak 16S rRNA, HV, recN ve rpoB genlerine dayanarak
calisilan taksonlar arasindaki iliskileri ortaya koymak amaciyla 16S rRNA, HV, recN ve
rpoB genlerine ait baz dizinleri MEGA 4 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis)
(Tamura vd., 2007) paket programi kullanilarak degerlendirildi.

2.24.7. % G+C Baz Kompozisyonunun Belirlenmesi

DNA baz kompozisyonu, Mandel ve Marmur (1968) tarafindan gelistirilen termal
denatiirasyon yontemine gore belirlendi. Marmur prosediiriine gore izole edilen genomik
DNA’lar, konsantrasyonu 20 upg/ml olacak sekilde 0,1X SSC tamponu igerisinde
seyreltildi. Seyreltilen DNA’lar kapakli Quartz spektrofotometre kiivetlerine konuldu ve
hazirlanan bu DNA 6rnekleri, sicaklik iinitesine sahip olan Varian Cary 100 Bio UV/VIS -
spektrofotometre cihazina yerlestirildi. {1k olarak 60°C’de, 5 dakika bekletildi ve daha
sonra 60°C’den baslayarak her 30 saniye i¢in sicaklik 1’er°C arttirildi ve her sicakliktaki
260 nm dalga boyundaki absorbans degeri Olgiildii. Sicakliga karst nispi absorbans
degerlerini igeren bir grafik cizildi. Hiperkromik yiikselmenin % 50’sine tekabiil eden
sicaklik hesaplanarak T, sicakligi belirlendi. Asagida belirtilen Formiil 1 kullanilarak,
DNA o6rneklerinin % GC igerigi hesaplandi.

GC : (Tm- 53,9) x 2,44 (1)
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2.2.4.8. DNA-DNA Hibridizasyonu

DNA-DNA benzerlik seviyesi, De Ley ve arkadaslarinin (1970) gelistirdigi DNA-
DNA hibridizasyon yontemine gore belirlendi. DNA-DNA benzerlik seviyesi belirlenecek
iki bakterinin DNA’s;, Marmur prosediiriine gére izole edildi. izole edilen genomik
DNA’lar, konsantrasyonu 0,4 pg/ml olacak sekilde 0,1X SSC tamponu ile seyreltildi.
Seyreltilen DNA’lar, Sartorius Labsonic M (BBI-8535035) sonikatoriinde 0,4 mA’de 3
dakika sonikasyona maruz birakildi. Sonikasyondan sonra, DNA o&rnekleri % 1,4’lik
agaroz jelde yiritildi ve fragment uzunlugunun tekdiizeligi kontrol edildi. Kirilan
DNA’lar, konsantrasyonu 75-80 upg/ml olacak sekilde 0,1X SSC tamponu igerinde
seyreltildi. Seyreltilen her iki bakterinin DNA’s1, ayr1 ayr1 kapakli Quartz spektrofotometre
kiivetlerine konuldu ve ii¢lincii bir kapakli Quartz spektrofotometre kiivetine de, her iki
bakterinin seyreltilen DNA’s1 esit hacimlerde konuldu. Daha sonra kiivetler, sicaklik
tinitesine sahip olan Varian Cary 100 Bio UV/VIS -spektrofotometre cihazina yerlestirildi
ve 95°C’de bekletilerek DNA’larin denatiire edilmesi saglandi. Hemen sonra, sicaklik
optimum renatiirasyon sicakligina (Tor) indirildi ve 260 nm dalga boyundaki absorbans

degerleri belli araliklarla Slgiildii. Togr, asagida belirtilen Formiil 2 ile hesaplandi.

Tor : 0,51.(mol % G+C) + 47 (2)

Dakikaya karsi absorbans degerlerini iceren grafikler, her ii¢ kiivet i¢in ayr1 ayri
cizildi. Her bir grafigin egimi yani yeniden birlesme oranlar1 (V) ayr1 ayri hesaplandi ve
asagida belirtilen Formiil 3’te yerlerine konularak bu iki bakterinin DNA’lar1 arasindaki

benzerlik hesaplandi.

%D:  40y—va—vs  x100 3)
1/2

2(1’)A X 1')B)

2.2.5. A. kaynarcensis D1021"°de Glukoz izomeraz Aktivitesinin Tespiti

Anoxybacillus kaynarcensis D1021" bakterisi LB besiyerinde 55°C’de bir giin
biiyiitiildii. Bu kiiltiirden, 250 millitrelik bir erlen igerisindeki 50 ml LB besiyerine O.D.’si
0,1 olacak sekilde taze ekim yapildi ve hiicreler O.D.’si 0,6-0,9 oluncaya kadar 55°C’de
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bliyiitiilmeye birakildi. Hiicrelerin O.D. degeri 0,6-0,9 olunca kiiltiire son konsantrasyonu
% 0,5 olacak sekilde filtrasyon ile steril edilmis D-ksiloz ilave edilerek hiicreler, glukoz
izomeraz lretmek lizere uyarildilar. Bu sekilde 55°C’de 4 saat kadar biiyiitiilen hiicreler
7500 rpm’de 15 dakika santrifiij edilerek ¢oktiiriildii. Bu yontem ile 4 1t kiiltiirden yaklasik
olarak 10 gr kadar hiicre pelleti elde edildi. Coken hiicreler 0,5 mM CoCl, ve 5 mM
MgSO; iceren 20 mM MOPS tamponunda (pH 6,5) yikanarak temizlendi ve sonrasinda
tekrar 7500 rpm’de santrifiij ile ¢oktiiriildii. Hiicreler yukarida belirtilen tamponun 15 ml’si
icerisinde tekrar ¢oziilerek 1 pg/ml lizozim ilavesiyle 37°C’de 30 dakika kadar inkiibe
edildi. Daha sonra 10 dakika Sartorius Labsonic M (BBI-8535035) marka sonikator
kullanilarak % 80 giicte 1 dongii araliginda patlatilan hiicreler 15.300 rpm de 20 dk
santrifiij edildi. Pellet kismi atilarak sivi kismi olusturan hiicre oziitli, GI aktivitesini
belirlemek iizere kullanildi.

GI aktivitesi tayini metodu Belfaquih ve Pennick (2000) tarafindan gelistirilmistir.
200 mM glukoz, 10 mM MgSO4, 1 mM CoCl; ve 5 pg enzim 6ziitii, pH’s1 7 olan 100 mM
MOPS tamponu igerisinde, son hacim 100 pl olacak sekilde, 85°C’de 30 dakika inkiibe
edildi. Reaksiyon, inkiibasyon siiresi sonunda, buz iizerine alinarak sonlandirildi. Olusan
fruktoz miktar1 Dische ve Borenrfeund’un (1951) gelistirdikleri sistein-karbozol-siilfiirik
asit metodu ile belirlendi. Reaksiyon ¢ozeltisi lizerine 40 pl % 1,5’lik sistein hidrokloriir ve
hemen ardindan 40 pl etil alkolde ¢oziilmiis % 0,12°1lik karbozol ilave edildi. Karigim
vortekslendikten sonra iizerine 1,2 ml % 70’lik silfiirik asit ilave edildi ve tekrar
vortekslendi. 15-20 dakika oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra spektrofotometrede
560 nm dalga boyunda Ol¢iimler gergeklestirildi. Fruktoz miktar1 hazirlanan fruktoz
kalibrasyon egrisine gore hesaplandi. Enzim aktivitesi reaksiyon sonrast olusan fruktoz

miktarina goére umol/dakika cinsinden hesaplandi.

2.2.6. GI Uzerinde Yapilan Molekiiler Calismalar

2.2.6.1. Glukoz izomeraz Geninin PCR Yontemi ile Belirlenmesi

Kendi laboratuarimizda daha 6nceki ¢alismalarimizdan, Anoxybacillus gonensis G2'
bakterisinin GI geni 5° ve 3’ uglarina gére Xyla Ex F1 ve Xyla Ex RI1 primerleri dizayn
edilmistir. Bu primerler kullamlarak Anoxybacillus kaynarcensis D1021"’e ait genomik

DNA’sindan A. kaynarcensis D1021°e ait GI geninin ¢ogaltilmas1 saglandi. Xyla Ex F1
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ve Xyla Ex R1 primer ¢iftleri kullanilarak yapilan PCR reaksiyonu, 50 pl’lik son hacimde
gerceklestirildi. Reaksiyon karigimi 1X PCR tamponu, 200 uM dNTP, 2,5 mM MgCl,, her
bir primerden 25 pmol, 1040 ng kalip genomik DNA ve 1 U Taq DNA polimeraz
icerecek sekilde hazirlandi. Reaksiyon sartlari, 95°C’de 1 dakika 6n denatiirasyon
sonrasinda, 36 dongii olacak sekilde; 94°C’de 30 saniye denatiirasyon, 56°C’de 1 dakika
baglanma, 72°C’de 1,5 dakika uzama ve dongii sonunda 72°C’de 5 dakika son uzama
safhasi seklinde gergeklestirildi. Uriinler % 1,2’lik agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilerek
goriintiilendi. Elde edilen PCR f{iriinii, baz dizilimini belirlenmek tizere, pGEM-T Easy
klonlama vektoriine klonland1 ve baz dizilim analizi Macrogen sirketi araciligi ile yapildi.
Dizin sonuglar1 GenBank’taki verilerle karsilastirildi ve bu dizinin glukoz izomeraz genine

ait oldugu tespit edildi.

2.2.6.2. GI geninin pET-28a+ Ekpresyon Vektoriine Klonlanmasi

PCR iiriiniiniin, dizin sonuglariyla glukoz izomeraz genine ait oldugu kesinlestikten
sonra, glukoz izomeraz genini direkt olarak pET28a+ ekspresyon vektoriine
klonlanabilecek sekilde, bu enzim geninin icerisinde kesim bdlgesi olmayan ve ayrica
pET28a+ ekpresyon vektoriiniin c¢oklu klonlama boélgesinde kesim bolgesi bulunan
restriksiyon enzimlerinin ¢alisabildigi 6zel primerler (Ncol ve ECORI restriksiyon
endoniikleaz kesim bolgeleri icerecek sekilde) dizayn edildi. Ncol ve EcoRI restriksiyon

endonukleaz kesim bolgeleri igerecek sekilde dizayn edilen primerler:

Xyla Ex F2: 5° CGAGCTCCATGGCGTATTTTGAAAACG 3’

Xyla Ex R3: 5° CCGGAATTCCGGCTATTAACGAGCTACAC 3’

pET28a+ ekpresyon vektoriindeki Ncol-ECoRI bolgeleri arasina klonlayabilmek igin,
Ncol bolgesi iceren Xyla Ex F2 primeri ve ECORI bolgesi iceren Xyla Ex R3 primerleri
A. kaynarcensis D1021 genomik DNA’s1 kalip olarak kullanilarak PCR reaksiyonu
gergeklestirildi. PCR sartlar1 olarak Boliim 2.2.6.1.°de anlatilan sartlar kullanildi. PCR
trtiinli Ncol ve EcoRI enzimleri ile kesilerek, ayni enzimlerle kesilmis pET28a(+)’ya
klonland1 ve klon pETD1021GI olarak adlandirildi. pETD1021GI, sahip oldugu T7

promotorunun ¢aligmasina ve GI’nin ekspresyonuna imkan saglayan E. coli BL21(DE3)
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susuna CaCl, transformasyonu ile aktarildi, bu sisteme E. coli BL21/pETD1021GI adi

verildi.

2.2.7. Enzim Uretimi

E. coli BL21/pETD1021GI’nin gece kiiltiiriinden sivi LB besiyerine O.D.’si 0,1
olacak sekilde taze kiiltiir asilandi. Taze kiiltiir O.D.’si 0,6-0,9 oluncaya kadar biiyiitiilerek
ImM IPTG ile uyarildi ve 3 saat sonra kiiltiir 7500 rpm’de 5 dk santrifiij edilerek
coktiiriildi. Coken hiicreler 0,5 mM CoCl, ve 5 mM MgSO,4 igeren 20 mM MOPS
tamponunda (pH 6,5) yikanarak temizlendi ve miiteakiben tekrar 7500 rpm’de santrifiij ile
coktiirtildii. Hiicreler yukarida belirtilen tampon igerisinde tekrar g¢ozilerek 1 pg/ml
lizozim ile 37°C’de 20 dakika inkiibe edildikten sonra 10 dakika sonikatdrle patlatildi ve
elde edilen hiicre oziitii 15.300 rpm’de 20 dk santrifiij edildi. Pellet kismi atilarak
stipernatant alindi. Ekim i¢in kullandigimiz klonun dogrulugundan emin olmak igin,
siipernatantta tekrar GI aktivitesi bakildi. GI aktivitesinden emin olduktan sonra, protein
konsantrasyonunu, spesifik aktiviteyi belirlemek ve protein jel elektroforezinde kullanmak

tizere 300 pl 6rnek ayrilarak enzim saflagtirma islemlerine baglandi.

2.2.8. GI’min Saflastirilmasi

2.2.8.1. Is1 Bozunumu

E. coli BL21/pETG2GI sistemi ile firetilen GI enzimi termofilik karakter
tasimaktadir. Dolayisi ile ekspresyon vektoriinden ifade edilen enzimimiz disinda diger
tim proteinler (E. coli BL21 hiicresine ait) mezofilik karakterde olduklarindan dolay1 kisa
bir 1s1 soku uygulamasinda bu proteinlerin ¢ok biiylik bir boliimii denatiire olmaktadir.
Termofilik karakterli enzimimiz ise bu durumdan etkilenmemektedir. Saflagtirmanin ilk
adimi olarak, mezofilik hiicre (E. coli BL21/ pETG2GI) o6ziitiine 80°C’de 15 dakika 1s1
soku uygulandi.

Is1 soku sonrasi denatiire olan tiim proteinler 15.300 rpm’de 20 dk santrifiij edilerek
uzaklagtirildi. Enzimin aktivitesini korudugundan emin olmak i¢in siipernatantta tekrar GI

aktivitesi bakildi. GI aktivitesinden emin olduktan sonra, protein konsantrasyonunu,
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spesifik aktiviteyi belirlemek ve protein jel elektroforezinde kullanmak tizere 300 ul 6rnek

ayrilarak iyon degisimi kromatografisi basamagina geg¢ildi.

2.2.8.2. iyon Degisim Kromatografisi

Iyon degisim kromatografisi i¢in 30 cm uzunlugunda ve 1,5 cm ¢apinda bir kolon
kullanildi. Kolon malzemesi olarak DEAE-Sepharose Fast Flow (Sigma) kullanildi. Kolon
malzemesi ve deneyde kullanilan tiim tamponlarin gazlar1 vakum pompasi kullanilarak
alindi. Gaz1 alinmis olan kolon malzemesi oda sicakligina getirildikten sonra bir pastor
pipeti yardimiyla yavag bir sekilde kolona dolduruldu. Kolon 0,5 mM CoCl, ve 5 mM
MgSO; igeren 20 mM MOPS tamponunun (pH:6,5) 250 mililitresi ile dengeye getirildi.
Sicaklik uygulamasindan elde edilen enzimi igeren 6rnek kolona akis hizi 1 ml/dk olacak
sekilde emdirildi. Ornegin kolana yiiklenmesinden sonra tutunmayan proteinlerin kolondan
uzaklagtirilmasi i¢in 25-30 ml kadar tampon kolondan gegcirildi. Kolondan ¢ikan 6rnekler
bir tiip icerisinde biriktirilip bu tiip icerisinde glukoz izomeraz aktivitesi arandi. Yapilan
deney sonucunda ¢ikan soliisyonda glukoz izomeraz aktivitesi bulunamadi. Bu durum
enzimin kolon matriksine baglandigin1 gostermektedir. Daha sonra kolonun NaCl
konsantrasyonu sifirdan baglayarak 0,6 molara kadar yiikseltildi. Bunun i¢in 0-0,6 M NaCl
gradient kopriisii kullanildi (iki beher igerisine 200 ml tampon koyulup kaplardan birisinin
icerisine 0,6 M olacak sekilde NaCl ilave edildi, beherler arasindaki tampon gegisi ince bir
cam boru ile saglandi, peristaltik pompa 0 M tuz iceren tampondan siv1 ¢ektikge, 0,6 M tuz
iceren beher igerisindeki tamponun 0 M tuz igeren behere gegisi saglandi ve boylelikle tuz
konsantrasyonu dereceli olarak arttirildl). Kolondan c¢ikan fraksiyonlar 3,0 ml olacak
sekilde cam tiipler igerisinde biriktirildi. Fraksiyonlardaki protein miktar1 280 nm dalga
boyunda yapilan olgiimler sonucu belirlendi. Ayrica tim fraksiyonlarda glukoz izomeraz
aktivitesine bakildi. GI aktivitesi bulunan fraksiyonlar bir araya toplandi. Toparlanan
enzim Oziitli (saflagtirma tablosu i¢in gerekli verilere ulasildiktan sonra) vivaspin

consantrator kullanilarak 7500 g’de 10 dk santrifiij edilerek yogunlastirildi.
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2.2.8.3. Hidrofobik Etkilesim Kolon Kromatografisi

Hidrofobik etkilesim kolon kromotgrafisi i¢in 20 cm uzunlugundaki ve 0,75 cm
capindaki bir kolon kullanildi. Bu ¢alismada kolon malzemesi olarak Phenyl Sepharose 6
(Sigma) Fast Flow kullanildi. Kolon malzemesinin gazi vakum pompasi ile alindi ve oda
sicakligima geldikten sonra bir pastor pipeti kullanilarak kolona yavas bir sekilde
dolduruldu. Kolon doldurma islemi bittikten sonra 1,3 M amonyum siilfat igeren 100 ml
tampon (0,5 mM CoCl, ve 5 mM MgSO;, iceren 20 mM MOPS tamponu) ile dengeye
getirildi. Iyon degisim kromatografisinden elde edilen enzim 6ziitii ise 2,6 M amonyum
siilfat iceren tampon ile bire bir oraninda seyreltildi ve 0ziitiin amonyum siilfat igeriginin
1,3 M olmast saglandi. Oziit kolona yiiklenerek yiiksek amonyum  siilfat
konsantrasyonunda proteinlerin hidrofobik kolon malzemesine baglanmasi saglandi. Daha
sonra kolonun amonyum siilfat icerigi 1,3 M’den 0 M’ye diisiiriildii. Bunun i¢in 100’er
ml’lik amonyum siilfat gradient koprisii kullanildi. Tamponun akis hiz1 0,5 ml/dk olarak
ayarlandi ve kolondan c¢ikan fraksiyonlar cam tiipler icerinde 1,7 ml olacak sekilde
topland1. Fraksiyonlardaki protein miktar1 280 nm dalga boyunda yapilan 6l¢iimler sonucu
belirlendi. Ayrica tiim fraksiyonlarda glukoz izomeraz aktivitesi arastirildi. GI aktivitesi
bulunan fraksiyonlar bir araya toplandi. Bir araya getirilen bu enzim soliisyonu ile

karakterizasyon ¢aligmalar1 baslatildi.

2.2.9. GI enziminin Karakterizasyonu

2.2.9.1. Reaksiyonlarda Kullanilacak Enzim Miktarinin Belirlenmesi

Deneylerde kullanilacak enzim miktarini belirlemek ic¢in; 1 pl, 2 pl, 3 pl, 4 ul, 5 pl, 6
pl, 8 pl, 10 pl, 15 pl, 20 pl, 30 pl, 40 pl, 60 pl enzim miktarlartyla reaksiyonlar
gerceklestirildi. Reaksiyon 5 mM MgSO4; 1 mM CoClI; igeren 50 mM MOPS (pH 6,5)
tamponunda 50 mM glukoz varliginda 85°C’de 30 dk siire ile gergeklestirildi.
Reaksiyonlar sonucunda enzim miktar1 — aktivite (%) grafigi olusturularak karakterizasyon
calismalarinda kullanilacak enzim miktari belirlendi. Enzim miktari-GI aktivite grafiginde
enzim miktarinin ve aktivitenin dogrusal artig gosterdigi yani enzimin yar1 doygun oldugu
bir noktadaki enzim miktar1 deneylerde kullanilmak iizere secildi. Bu enzim miktari da 15

ul olarak belirlendi.
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2.2.9.2. Enzim Kinetigi

A. kaynarcensis D1021 glukoz izomeraz enziminin glukoza olan ilgisini belirlemek
amaciyla 2, 4, 8, 10, 15, 30, 40, 50, 75, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 500, 700 ve
1000 mM glukoz kullanilarak reaksiyonlar gergeklestirildi. Deneyler, SmM MgSO,; 1 mM
CoClI; igeren 50 mM MOPS (pH 7) tamponu igerisinde tamponunda, 100 pl son hacimde,
80°C’de, 30 dk, Biometra Personal Cycler PCR cihazinda yapildi. Glukoz izomeraz
aktivitesi agiga cikan fruktoz miktarmin belirlenmesi ile hesaplandi. Olgiimler sirasinda
glukozdan kaynaklanan interferans sorunu; ayni derisimde glukoz iceren Kkorler
kullanilarak ortadan kaldirildi. Michaelis-Menten sabiti (Ky) ve maksimum hiz (Vmax)
degerleri ¢izilen Michaelis-Menten egrisi ile belirlendi. Ayrica Michaelis-Menten egrisi
kullanilarak caligmalarin bundan sonraki kisimlarinda kullanilacak olan substrat miktari
belirlendi. Bu amag¢ dogrultusunda Michelis-Menten egrisinde enzimin sustrata doydugu
alandan secilen 250 mM substrat miktar1 bir sonraki calismalar i¢in kullanilacak olan

substrat miktar1 olarak belirlendi.

2.2.9.3. Optimum Sicakhk

A. kaynarcensis D1021 glukoz izomerazinin en iyi ¢alistigi optimum sicaklik degeri,
pH’s1 6,5 olan 5 mM MgSO4; 1 mM CoCl; iceren 50 mM MOPS tamponu igerisinde 50,
55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100°C sicakliklarda 250 mM glukoz konsantrasyonunda
BioRAD Thermal Cycler cihazinda yapilan aktivite deneyleriyle bulundu. Enzim aktivitesi
icin belirlenen optimum sicaklik daha sonraki deneylerde reaksiyon sicakligi olarak

kullanild1 (Lee vd., 1989).

2.2.9.4. Optimum pH

Glukoz izomeraz aktivitesine pH’1in etkisi, pH 5 - 5,5 - 6 aralig1 i¢in 50 mM asetat
tamponunda; pH 6,5 - 8 aralig1 i¢cin 50 mM MOPS tamponunda; pH 8,5 - 9,0 aralig1 i¢in 50
mM Tris-HCL tamponunda ve pH 9,5 -10,5 aralig1 i¢in 50 mM CAPS tamponunda, 250
mM glukoz konsantrasyonunda, 80°C’de 30 dakika, BioRAD Thermal Cycler cihazinda

gerceklestirilen deneyler sonucunda belirlendi. Belirlenen optimum pH daha sonraki
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karakterizasyon deney sartlarinda kullanilacak olan reaksiyon pH’s1 olarak belirlendi (Lee

vd., 1989).

2.2.9.5. Isil Kararhhg:

D1021" glukoz izomerazin kararliligina 1smm etkisini belirlemek igin saflastirilan
enzim oOziti 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100°C’lerde 30 dakika boyunca inkiibe edildi. Bu
tiiplerden Ornekler alinarak, optimum c¢aligma sartlarinda (5SmM MgSO4; 1 mM CoCl,
iceren 50 mM MOPS tamponu igerisinde, 250 mM glukoz konsantrasyonunda ve 80°C’de
30 dk boyunca pH 7 olan MOPS tamponunda) aktivite 6l¢limii yapildi ve enzimin yiizde
kalan aktivitesi hesaplandi (Lee vd., 1989).

2.2.9.6. pH Kararhhg:

Glukoz izomerazin, pH kararliligin1 belirlemek i¢in enzim, pH’1 5 olan 50 mM asetat
tamponunda, pH’s1 6 ve 7 olan 50 mM fosfat tamponlarinda ve pH’s1 8 ve 9 olan Tris-HCI
tamponlarinda, 85°C’de inkiibe edildi. Cesitli zaman araliklarinda inkiibe edilen
enzimlerden 15’er pl alinarak optimum caligsma sartlarinda aktivite ol¢limii yapildi ve
enzimin kalan aktivitesi hesaplandi. Ik anda alman aktivite dl¢iimii % 100 olarak kabul

edildi.



3. BULGULAR

Bu calismada, Karakog¢ Kaplicasi (Izmir), Kaynarca Kaplicast (Izmir), Nebiler
Kaplicasi (Izmir), Alangiillii Kaplicas1 (Aydin), Camkdy Camur Ilicas1 (Aydin) ve Aydin
Germencik Omerbeyli Jeotermal sahasindan elde dilen su ve ¢amurlu su drneklerinden
Anoxybacillus, Brevibacillus, Geobacillus, Aneurinibacillus, Thermus,
Pseudoxanthomonas, Schlegelella, Chelatococcus cinslerine ait termofilik bakteriler izole
edilerek bunlarin tiir tayinleri yapilmaya ¢alisildi. Calismada, izolatlarin tiir tayinlerinin
yapilmasi i¢in bazi fenotipik ve genotipik 6zelliklerini belirleyici gesitli testler uygulandi.
Kesin tiir tayinin yapilip, Anoxybacillus cinsine ait yeni tiir oldugu belirlenen
Anoxybacillus kaynarcensis D1021 bakterisinde glukoz izomeraz aktivitesi arastirildi. Bu
bakterinin glukoz izomeraz geninin baz dizilimi belirlendi, pET28a+ vektoriine klonlanip,

ekspres edildi ve enzim karakterizasyon ¢alismalari tamamlandi.

3.1. Termofilik Bakterilerin Izolasyonu ve Morfolojik Ozelliklerinin
Belirlenmesi

Her alti kaplicadan izole edilen termofilik bakteri izolatlarinin saf kiiltiirleri
yapildiktan sonra, Karako¢ Kaplicasindan 10, Kaynarca Kaplicasindan 7, Nebiler
Kaplicasindan 8, Alangiillii Kaplicasindan 8, Camkdy Camur Ilicasindan 8 ve Aydin
Germencik Omerbeyli jeotermal sahasindan 10 adet olmak iizere birbirinden farkli
olabilecek olan toplam 51 adet izolat secildi (Tablo 3). Yapilan incelemeler sonucunda,
biitliin termofilik izolatlarin ¢ubuk morfolojisine sahip oldugu, 51 izolattan 8 tanesinin
Gram negatif, 43 tanesinin Gram pozitif oldugu belirlendi. izolatlarin spor yapilarini
olusturup olusturmadigini belirlemek amaciyla yapilan spor boyama sonucunda, 8 izolatin
spor olusturmadigi, 43 izolatin da terminal, subterminal ve sentral spor olusturdugu
belirlendi. Ayrica lam lamel arasi preparat yontemi kullanilarak, biitiin bakterilerin

hareketli olduklar test edildi.
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Tablo 3. Termofilik suslar ve bu suslarin izole edildigi termal alanlar

Suslarin izole edildigi Yer Izole Edilen Termofilik Suslar

Alangiillii Kaplicasi PDF6, PDF19, PDF28, PDF32, TF1,, TF11, TF13, DF16
Aydin Germencik Omerbeyli ~ PDF11, PDF1, PDF2, PDF22, TF2, TF3, TF14,
Jeotermal Sahasi TF16, TF17, DF20,
Camkoy Camur Ilicasi PDF4, PDF10 PDF15, PDF16, THS, TH1, TH2, DF17
Karakog¢ Kaplicasi TF15, PDF3, PDF18, PDF21, PDF7, PDF17, TF7,
TF12, TH6, TH7
Kaynarca Kaplicasi D1021, D1041, PDF29, PDF38, TF6, DF5, DF11
Nebiler Kaplicasi PDF13, PDF24, D1042, TH4, PDF20, PDF27, PDF31, TF5

3.2. izolatlarin 16S rRNA Genlerinin Baz Dizileri

Bilinmeyen bir bakterinin 16S rRNA genlerinin baz dizilerinin belirlenmesi, bu
bakterinin siniflandirilmasi i¢in gerekli olan genotipik bilginin ilk ve temel adimidir. Bu
amagla ilk olarak, kaplicalardan izole edilen 51 adet izolatin 16S rRNA genlerinin baz
dizileri belirlendi ve belirlenen 16S rRNA gen dizileri, GenBank’ta var olan diger
bakteriyal 16S rRNA gen dizileri ile karsilastirildi. Karsilagtirmalar sonucunda, 12 izolatin
Geobacillus, 18 izolatin Anoxybacillus, 9 izolatin Brevibacillus, 5 izolatin Thermus, 4
izolatin Aneurinibacillus ve 1’er izolatinda Pseudoxanthomonas, Schlegelella ve
Chelatococcus cinslerine ait olduklari belirlendi. EzTaxon programi kullanilarak, bu
izolatlarin 16S rRNA gen dizileri ile ait olduklari cinse ait tiirlerin 16S rRNA gen dizileri
arasindaki benzerlik oranlari belirlendi ve bu degerler Tablo 4, 5, 6, 7, 8 ve 9’da her cins
icin ayr1 olarak gosterilmistir.

Ayrica, izolatlarin, ait olduklari cinslerdeki tiirlerle aralarindaki iligkileri ortaya
koymak amaciyla 16S rRNA genlerine ait baz dizinleri MEGA 4 paket programi
kullanilarak degerlendirildi ve neighbour-joining programiyla 16S rRNA genleri agisindan
yakinlik derecelerini gosteren filogenetik agaclar cizildi (Sekil 6, 7, 8, 9, 10 ve 11). Bu

sekiz cinse ait 51 izolatin 16S rRNA gen dizileri Ekler boliimiinde verilmektedir.
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Tablo 4. Thermus cinsine ait izolatlarin, Thermus tiirlerinin 16S rRNA gen
dizilerine olan benzerliklerinin yiizdesi

TF2 TF3 TFS TF6 TF7

Thermus scotoductus 99 99 99 99 99
Thermus antranikianii 98 98 98 97 98
Thermus igniterrae 96 96 96 96 96
Thermus brockianus 96 96 96 95 96
Thermus arciformis 95 95 95 95 96
Thermus aquaticus 95 95 95 95 95
Thermus islandicus 95 95 95 95 95
Thermus thermophilus 94 94 95 94 95
Thermus filiformis 93 93 93 93 94
TF2
®1 TF6
®lTF3
90 Thermus scotoductus SE-17 (AF032127)
100 TF5
00 L TF7
= " Thermus antranikianii HN3-7" (Y18411)

Thermus igniterrae RF-4" (Y18406)
B 8£ Thermus brockianus YS38" (Y18409)

—— Thermus aquaticus YT-17 (L09663)
65| Thermus islandicus PRI-3838T (EU735247)
17 E Thermus arciformis TH92T (EU247889)
36 Thermus thermophilus HB8' (AP008226)
Thermus filiformis Wai33 A1T (FR749950)

Thermus oshimai SPS17" (Y18416)
Aneurinibacillus aneurinilyticus DSM 55627 (AB112724)

e
0.02

Sekil 6. Thermus tiir ve izolatlarinin 16S rRNA bolgesi agisindan yakinlik derecelerini
gosteren filogenetik agac

Tablo 5. Aneurinibacillus cinsine ait izolatlarin, Aneurinibacillus tiirlerinin 16S
rRNA gen dizilerine olan benzerliklerinin yiizdesi

PDF6 PDFI13 PDF24 PDF32

Aneurinibacillus danicus 99 97 98 99
Aneurinibacillus aneurinilyticus 97 99 99 98
Aneurinibacillus migulanus 97 99 99 97
Aneurinibacillus thermoaerophilus 96 95 95 96

Aneurinibacillus terranovensis 95 95 96 96
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41— PDF13
751 PDF24
101 L Aneurinibacilius migulanus DSM 28957 (X94145)
97 Aneurinibacillus aneurinilyticus DSM 55627 (X94144)

Aneurinibacillus danicus NCIMB 13288 (AB11275)
81 —k PDF6
| 100

PDF32
Aneurinibacillus terranovensis LMG 224837 (AJ715385)
Aneurinibacillus thermoaerophilus DSM 10154 (X94146)
Brevibacillus brevis DSM30" (AB101593)

—
0.02

Sekil 7. Aneurinibacillus tiir ve izolatlarimin 16S rRNA boélgesi agisindan yakinlik
derecelerini gdsteren filogenetik agac

Tablo 6. Schlegelella, Chelatococcus ve Pseudoxanthomonas cinslerine ait
izolatlarin, Pseudoxanthomonas, Schlegelella ve Chelatococcus
tiirlerinin 16S rRNA gen dizilerine olan benzerliklerinin yiizdesi

PDF7  PDF20 PTF3lI

Schlegelella aquatica 99

Schlegelella thermodepolymerans 98

Chelatococcus daeguensis 99
Chelatococcus sambhunathii 99
Chelatococcus asaccharovorans 96
Pseudoxanthomonas taiwanensis 99
Pseudoxanthomonas suwonensis 96
Pseudoxanthomonas broegbernensis 96
Pseudoxanthomonas daejeonensis 96
Pseudoxanthomonas koreensis 96
Pseudoxanthomonas mexicana 95
Pseudoxanthomonas kaohsiungensis 95
Pseudoxanthomonas japonensis 95
Pseudoxanthomonas icgebensis 95
Pseudoxanthomonas kalamensis 94
Pseudoxanthomonas indica 94
Pseudoxanthomonas sacheonensis 93
Pseudoxanthomonas spadix 93
Pseudoxanthomonas dokdonensis 93

Pseudoxanthomonas yeongjuensis 93
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98 — Pseudoxanthomonas sacheonensis BD-c54T (EF575564)

59 Pseudoxanthomon asyeongjuensis GR12-1T (DQ438977)
Pseudoxanthomonas spadix IMMIB AFH-5T (AM18384)
9 Pseudoxanthomonas dokdonensis DS-16T (DQ178977)
Pseudoxanthomonas kalamensis JA40T (AY686710)
Pseudoxanthomonas indica P157 (EF424397)
_LPseudoxanihomonas mexicana AMX 26BT (AF273082)
100 L Pseudoxanthomonas japonensis 12-3" (AB008507)

Pseudoxanthomonas icgebensis ICGEB-L15T (FJ838784)
Pseudoxanthomonas suwonensis 4M17 (AY927994)
Pseudoxanthomonas broegbernensis B1616/17 (AJ012231)
Pseudoxanthomonas daejeonensis TR6-08T (AY550264)
Pseudoxanthomonas kaohsiungensis 136" (AY650027)
Pseudoxanthomonas koreensis TR7-09T (AY550263)

100

53

100 |- PDF31
100 Pseudoxanthomonas taiwanensis CB-226" (AF427039)
Schlegelella thermodepolymerans K147 (AY152824)
= 100 _lSchlegele!la aquatica WCF1T (DQ417336)
100 L PDF7
Chelatococcus asaccharovorans TE2T (AJ294349)

o PDF20
100l 1 Chelatococcus daeguensis K106" (EF584507)
100 L Chelatococcus sumbhunathi HT4T (DQ322070)

Bacillus subtilis (X60646)

—
0.02

Sekil 8. Pseudoxanthomonas, Schlegelella ve Chelatococcus cinslerine ait izolatlarin,
Pseudoxanthomonas, Schlegelella ve Chelatococcus tiir ve izolatlarinin 16S
rRNA bolgesi agisindan yakinlik derecelerini gosteren filogenetik agac
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Tablo 7. Brevibacillus cinsine ait izolatlarin ve Brevibacillus tiirlerinin 16S rRNA gen
dizilerine olan benzerliklerinin yiizdesi

. 2 - = 2 8 &8 & 3

‘5 =9 2 < T - S =

~ & £ E & E & & £
Brevibacillus brevis 99 99 99 93 99 99 99 99 96
Brevibacillus parabrevis 9 98 99 93 98 98 99 98 95
Brevibacillus formosus 99 98 99 93 98 99 99 99 96
Brevibacillus agri 98 98 98 93 98 99 99 99 96
Brevibacillus limnophilus 98 98 98 95 98 98 98 98 96
Brevibacillus choshinensis 98 98 98 93 98 99 99 99 96
Brevibacillus reuszeri 98 98 98 93 98 98 99 98 96
Brevibacillus panacihumi 98 97 97 94 97 97 97 97 97
Brevibacillus invocatus 97 97 97 94 97 97 97 97 97
Brevibacillus centrosporus 97 97 97 94 97 98 98 97 97
Brevibacillus fluminis 97 9% 96 95 96 97 97 97 96
Brevibacillus ginsengisoli 9% 9% 9 95 96 96 96 96 96
Brevibacillus borstelensis 9% 96 9 95 96 96 96 96 99
Brevibacillus levickii 9% 96 96 95 96 96 96 96 98

Brevibacillus laterosporus 95 95 95 92 95 95 95 95 94
Brevibacillus thermoruber 95 94 95 99 94 94 94 94 96
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Brevibacillus reuszeri DSM 887" (AB112715)
Brevibacillus parabrevis IFO 123347 (D78463)
Brevibacillus choshinensis DSM 85527 (AB112713)
Brevibacillus brevis DSM 30" (AB101593)

Brevibacillus formosus DSM 98857 (AB112712)
PDF27

PDF22

Brevibacillus agri DSM 63487 (112714)

PDF28

Brevibacillus limnophilus DSM 64727 (AB112717)
—— PDF11

—— PDF19

81 59| |: PDF4
56 PDF10
—— Brevibacillus centrosporus DSM 84457 (AB112719)
r Brevibacillus panacihumi DCY35" (EU383033)
89
o I

Brevibacillus invocatus NCIMB 137727 (AF378232)
Brevibacillus laterosporus DSM 25" (AB112720)

4

99

51— Brevibacillus fluminis CJ717 (EU375457)

Brevibacillus ginsengisoli Gsoil 30887 (AB245376)
| 100 | Brevibacillus borstelensis DSM 63477 (AB112721)

43 PDF29
20 —————— Brevibacillus levickii LMG 224817 (AJ715378)
5 Brevibacillus thermoruber DSM 70647 (AB1112722)
PDF17

100
47 Brevibacillus aydinogluensis PDF25" (HQ419073)

68 Breuvibacillus aydinogluensis PDF30 (HQ896278)

Aneurinibacillus aneurinilyticus DSM 55627 (AB112724)

0.01

Sekil 9. Brevibacillus tiir ve izolatlarmin 16S rRNA bolgesi agisindan yakinlik derecelerini
gosteren filogenetik agac



Tablo 8. Geobacillus cinsine ait izolatlarin, Geobacillus tiirlerinin 16S rRNA gen dizilerine olan benzerliklerinin yiizdesi

DF20 TF1 TF11 TF12 TF13 TF14 TF16 TF17 THI TH2 TH6 TH7
Geobacillus jurassicus 99 98 98 99 99 99 99 99 98 98 99 96
G. stearothermophilus 99 99 99 99 98 98 99 99 98 98 99 96
G. thermoleovorans 99 100 99 99 99 99 99 99 98 98 99 96
G. vulcani 99 100 99 99 98 99 98 99 98 98 99 96
G. uzenensis 99 98 98 99 99 99 99 99 98 98 99 96
G. thermocatenulatus 99 99 99 98 98 99 99 99 98 98 99 96
G. kaustophilus 99 100 99 99 98 99 98 99 98 98 99 96
G. gargensis 98 99 99 98 98 99 99 98 98 98 99 96
G. lituanicus 98 100 99 98 98 98 98 98 97 98 98 96
G. subterraneus 98 99 98 98 98 98 98 98 99 99 98 97
G. thermodenitrificans 98 98 98 98 98 98 98 98 99 99 98 96
G. caldoxylosilyticus 96 96 96 96 96 96 96 96 97 97 96 99
G. thermoglucosidasius 96 96 96 96 96 96 96 96 97 97 96 98
G. toebii 96 96 96 96 96 96 96 96 97 97 96 99
G. tepidamans 95 95 95 95 95 95 95 95 95 95 95 97
G. debilis 93 93 93 93 93 93 93 93 93 93 93 94

SL
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Geobacillus thermoleovorans DSM 5366 (AY608936)
Geobacillus vuleani DSM 131747 (AJ293805)
Geobacillus stearothermophilus NCDO 1768 (AB271757)
59— TF11
Geobacillus thermocatenulatus DSM 7307 (Z26926)
99 EE Geobacillus gargensis DSM 15378 (AY193888)
gor TF14
TF16
DF20
TH6
Geobacillus uzenensis DSM 135517 (AF276304)
Geobacillus jurassicus DSM 15726 (AY312404)
TF13
TF12
TF17
Geobacillus subterraneus DSM 135527 (AF276306)
TH2
29 % Geobacillus thermodenitrificans DSM 465" (Z26928)
68 L— THI
o1 Geobacillus debilis DSM 16016" (AJ564616)
\— Geobacillus caldoxylosilyticus ATCC 7003567 (AF067651)
Geobacillus thermoglucosidasius ATCC 437427 (AY608981)
83 _‘: Geobacillus toebii DSM 14590 (AF326278)
20 TH7
li Geobacillus tepidamans GS5-97" (AY563003)

100

B. subtilis NCDO 1769 (X60646)

—
0.005

Sekil 10. Geobacillus tiir ve izolatlarinin 16S rRNA bolgesi acisindan yakinlik
derecelerini gosteren filogenetik agac



Tablo 9. Anoxybacillus cinsine ait izolatlarin, Anoxybacillus tiirlerinin 16S rRNA gen dizilerine olan benzerliklerinin yiizdesi

— Vo) Ne} 0 — %) — — [\ —

= 2 K z zz & ¥ £ £ B S8 8 2 & £ & g

& & & g £ 2 28 2 B F = 3 3 a 8/ a8 o na
A. eryuanensis 99 98 99 99 99 97 98 99 98 98 99 98 99 99 98 98 98 99
A. pushchinoensis 99 9 99 99 99 97 98 99 98 98 99 99 99 99 98 98 98 99
A. kamchatkensis 99 98 99 99 99 99 99 99 99 99 98 98 99 98 98 98 98 99
A. ayderensis 98 98 99 99 99 99 99 99 99 99 98 98 99 99 98 98 98 99
A. tengchongensis 98 98 98 98 98 97 98 98 98 98 98 98 98 98 98 98 98 98
A. gonensis 98 98 98 98 98 98 99 98 98 99 98 98 98 98 98 98 98 98
A. flavithermus 98 98 98 98 98 97 98 98 98 98 98 98 98 98 98 98 98 98
A. kestanbolensis 97 97 98 98 98 97 97 98 97 97 98 98 98 98 97 97 98 98
A. contaminans 97 97 97 97 97 97 97 97 97 97 97 96 97 97 97 97 97 97
A. bogrovensis 96 96 97 97 97 95 96 97 96 9% 96 97 97 96 96 96 97 96
A. voinovskiensis 96 96 97 97 97 97 97 97 97 97 96 96 97 96 96 96 97 96
A. amylolyticus 95 95 96 95 96 96 96 96 96 96 95 95 96 95 95 95 95 95
A. rupiensis 95 95 95 95 95 95 95 95 96 96 95 95 95 95 95 95 95 95
A. thermarum 98 98 99 99 99 99 99 99 98 99 98 99 97 98 98 98 99 99

LL
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PDF15
ss— PDF16

PDF38

D1041
D1042
PDF1
PDF2
DF5
DF11
L DF17
ko] — D1021
56 L— THS
L—TFI15

35

Anoxybacillus kestanbolensis NCIMB 139717 (AY248711)
Anoxybacillus flavithermus DSM 26417 (226932)

Anoxybacillus pushchinoensis DSM12423T (AJ010478)
Anoxybacillus eryuanensis KCTC 137207 (GQ153549)
Anoxybacillus tengchongensis KCTC 137217 (F143870)
Anoxybacillus ayderensis NCIMB 139727 (AF001963)

PDF21

Anoxubacillus thermarum DSM171317T (AM402982)

Anoxybacillus kamchatkensis DSM 149887 (AF510985)
Anoxybacillus gonensis NCIMB 139337 (AY122325)
PDF18

— 32
23

54

94

51
74

67L TH4

Anoxybacillus bogrovensis DSM 17956 (AM409184)

Anoxybacillus contaminans DSM 15866" (AJ35130)
8 |: Anoxybacillus amylolyticus DSM 159397 (AJ618979)
86 Anoxybacillus voinovskiensis DSM 170757 (AB110008)

Anoxybacillus rupiensis DSM 171277 (AJ879076)
Bacillus subtilis NCDO 17697 (AB042061)

S
0.01

Sekil 11. Anoxybacillus tiir ve izolatlarinin 16S rRNA bolgesi agisindan yakinlik
derecelerini gosteren filogenetik agac.
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3.3. izolatlarin Céziinebilir Protein Profillerinin Belirlenmesi

Anoxybacillus, Brevibacillus, Geobacillus ve Thermus cinslerine ait 44 izolatin
¢ozilinebilir proteinleri izole edildi ve % 12’lik SDS-PAGE jeline ytiklenerek ayrildilar.
Her cinse ait izolatlar, kendi aralarinda gruplandirilarak ayr1 ayn jellere yiiklendiler. Sekil
12°de goriilen protein profilleri incelendiginde, Anoxybacillus cinsine ait 18 izolattan 5
tanesinin benzer protein profili gosterdigi, diger 13 Anoxybacillus izolatinin ise
birbirlerinden farkli protein profili gosterdigi belirlendi. Sekil 13’deki Thermus cinsine ait
izolatlarin protein profilleri incelendiginde, Thermus cinsine ait 5 izolatin da benzer protein
profillerine sahip olduklart gozlendi. Sekil 14 ve 15°da goriilen protein profilleri
incelendiginde, Brevibacillus ve Geobacillus cinslerine ait izolatlarinin her birinden farkli

protein profillerine sahip olduklar1 gézlendi.
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Sekil 12. Anoxybacillus cinsine ait olan 18 izolattan saflastirilan
¢ozlinebilir hiicre proteinlerinin % 12’lik SDS-PAGE’de
analizi. 1. DF5, 2. DF11, 3. DF16, 4. DF17, 5. D1041, 6.
D1042, 7. D1021, 8. PDF1, 9. PDF2, 10. PDF3, 11. PDF15,
12. PDF16, 13. PDF18, 14. PDF21, 15. PDF38, 16. TF15, 17.
TH4, 18. THS
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Sekil 13. Thermus cinsine ait olan
12 izolattan saflastirilan ¢6ziinebilir
hiicre proteinlerinin % 12’lik SDS-
PAGE’de analizi. 1. TF2, 2. TF3, 3.
TF5, 4. TF6, 5. TF7

Sekil 14.  Brevibacillus cinsine ait olan 9
izolattan saflastirilan ¢oziinebilir
hiicre proteinlerinin % 12’°lik SDS-
PAGE’de analizi. 1. PDF4, 2.
PDF10, 3. PDFI11, 4. PDF17, 5.
PDF19, 6. PDF22, 7. PDF27, 8.
PDF28, 9. PDF29
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Sekil 15. Geobacillus cinsine ait olan 12 izolattan
saflastirilan ¢Oziinebilir hiicre
proteinlerinin % 12’lik SDS-PAGE’de
analizi. 1. DF20, 2. TF1, 3. TFI11, 4.
TF12, 5. TF13, 6. TF14, 7. TF16, 8. TF17,
9. TH1, 10. TH2, 11. TH6, 12. TH7

3.4. Brevibacillus Cinsine Ait Izolatlarin 16S rRNA Cok Degisken (HV)
Bolgelerinin Analizi

Brevibacillus cinsine ait dokuz izolatin HV boélgesi, 1400 bp uzunlugundaki 16S
rRNA gen siralarindan elde edildi. Bacillus subtilis 16S rRNA gen sirasi referans alinarak,
70 ila 344 nolu niikleoitlerin arasindaki 275 bp’lik bolge (HV bolgesi), 16S rRNA gen
siralarindan elde edildi. Brevibacillus cinsine ait dokuz izolatin HV bolgesi, CLUSTAL W
Multiple sequence Alignment programi kullanilarak, Brevibacillus tiirlerinin HV bolgeleri
ile karsilagtirildi ve elde edilen benzerlik degerleri Tablo 10°da gosterilmistir. Elde edilen
benzerlik degerleri incelendiginde, PDF17 izolatinin % 98 oraninda B. thermoruber DSM
7064 °¢; PDF22 ve PDF27 izolatlarininda % 98 oraminda B. agri; PDF29 izolatininda %
100 oraninda B. borstelensis’e benzerlik gosterdigi; PDF4, PDF10 ve PDF19 izolatlarinin
ise Brevibacillus tiirlerine en fazla % 96 oraninda benzerlik gosterdigi belirlendi. PDF11
izolatininda en fazla % 97 oraninda B. parabrevis’e benzerlik gosterdigi gozlendi.

Ayrica, Brevibacillus cinsine ait dokuz izolatin, Brevibacillus tiirleriyle arasindaki
iligkileri ortaya koymak amaciyla HV boélgesine ait baz dizinleri MEGA 4 paket programi

kullanilarak degerlendirildi ve neighbour-joining programiyla HV bdlgeleri acisindan
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yakinlik derecelerini gosteren filogenetik agac¢ cizildi (Sekil 16). Filogenetik agac
incelendiginde, dizin benzerliklerinde ifade edildigi gibi, PDF17 izolatinin B. thermoruber
DSM 7064" ile PDF22 ve PDF27 izolatlarinin B. agri, PDF27 izolatiminda B. parabrevis
tiriiyle yakin iligkili olduklari, PDF4, PDF10, PDF11 ve PDF19 izolatlarinin ise
birbirleriyle yakin iligkili olduklar1 ve Brevibacillus tiirlerinden ayri bir dal olusturduklar

goriilmektedir.

Tablo 10. Brevibacillus cinsine ait 9 izolatin, Brevibacillus tiirlerinin 16S rRNA ve HV
bolgeleri arasindaki benzerliklerinin yiizdesi

PDF4 PDF10 PDF11  PDF17 PDF19  PDF22 PDF27 PDF28 PDF29

< < < < < < < < <

€z 8z ¢€z8 28 28z 8z%8z 8z
B. brevis 99 93 99 93 99 94 93 8 99 93 99 95 99 97 99 94 96 &7
B. parabrevis 99 96 98 96 99 97 93 86 98 96 98 94 99 98 98 94 95 85
B.formosus 99 93 98 93 99 94 93 &7 98 93 99 96 99 96 99 95 96 88
B. agri 98 94 98 94 98 94 93 8 98 93 99 98 99 95 99 98 96 90
B. limnophilus 98 93 98 93 98 93 95 88 98 93 98 93 98 93 98 93 96 86
B. choshinensis 98 93 98 93 98 93 93 85 98 93 99 96 99 96 99 96 96 89
B. reuszeri 98 94 98 95 98 95 93 &7 98 94 98 96 99 97 98 96 96 88
B. panacihumi 98 89 97 89 97 8 94 92 97 89 97 & 97 91 97 87 97 93
B. invocatus 97 89 97 89 97 8 94 92 97 89 97 &7 97 90 97 8 97 93
B. centrosporus 97 87 97 87 97 87 94 91 97 87 98 88 98 88 97 88 97 93
B. fluminis 97 90 9 90 96 90 95 90 96 91 97 94 97 92 97 94 96 93
B. ginsengisoli 96 91 96 91 96 90 95 90 96 91 96 88 96 92 96 88 96 91
B. borstelensis 96 85 96 85 96 8 95 92 96 8 96 89 96 87 96 89 99 100
B. levickii 9 89 96 89 96 89 95 95 96 89 96 87 96 88 96 8 98 97
B. laterosporus 95 90 95 90 95 90 92 88 95 91 95 88 95 92 95 87 94 90
B. thermoruber 95 88 94 88 95 87 99 98 94 88 94 8 94 88 94 86 96 92
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PDF4

PDF10

PDF11

PDF19

PDF22

PDF28

66 | Brevibacillus agri NRRL NRS-1219T
Brevibacillus limnophilus DSM 64727

21

55| PDF27

Brevibacillus parabrevis IFO 123347

88 |, | | Brevibacillus brevis NBRC 153047

, Brevibacillus choshinensis DSM 85527

Brevibacillus formosus NRRL NRS-863T

— Brevibacillus reuszeri NRRL NRS-1206"
Brevibacillus fluminis CJ717

Brevibacillus laterosporus DSM 257

£5 Brevibacillus ginsengisoli Gsoil 3088"

aa — Brevibacillus panacihumi DCY35"
I: Brevibacillus invocatus NCIMB 137727
\— Brevibacillus centrosporus DSM 8445"

100 PDF17
L Brevibacillus thermoruber DSM 70647

59 PDF29
99 | Brevibacillus bosrtelensis NRRL, NRS-8187
Bacillus subtilis NCDO 17697

b
0.02

Sekil 16. Brevibacillus tiir ve izolatlariin HV bolgesi agisindan yakinlik derecelerini
gosteren filogenetik agac.

3.5. Aneurinibacillus Cinsine Ait izolatlarin 16S rRNA Cok Degisken (HV)
Bolgelerinin Analizi

Aneurinibacillus cinsine ait dort izolatin HV bolgesi, 1400 bp uzunlugundaki 16S
rRNA gen siralarindan elde edildi. Dort izolattan elde edilen HV bolgeleri, CLUSTAL W
Multiple sequence Alignment programu kullanilarak, Aneurinibacillus tiirlerinin HV

bolgeleri ile karsilastirildi ve elde edilen benzerlik degerleri Tablo 11°de gosterildi.
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Tablo 11. Aneurinibacillus cinsine ait 4 izolatin, Aneurinibacillus tiirlerinin 16S rRNA ve
HYV bolgeleri arasindaki benzerliklerinin yiizdesi

PDF6 PDF13 PDF24 PDF32

16S 16S 16S 16S

rRNA HV rRNA HV rRNA HY rRNA HV
A. danicus 99 99 97 94 98 93 99 100
A. aneurinilyticus 97 93 99 98 99 98 98 94
A. migulanus 97 93 99 99 99 929 97 93
A. thermoaerophilus 96 91 95 89 95 89 96 92
A. terranovensis 95 88 95 90 96 91 96 88

Elde edilen benzerlik degerleri incelendiginde,

PDF6 ve PDF32 izolatlarinin A.

danicus’a % 99 ve % 100 oraninda benzerlik gosterdikleri; PDF13 ve PDF24 izolatlarinin

da A. aneurinilyticus’a % 99 benzerlik gosterdigi belirlenmistir. Ayrica, Aneurinibacillus

cinsine ait dort izolatin HV bolgesine ait baz dizinleri agisindan, Aneurinibacillus tiirleriyle

yakinlik derecelerini gosteren filogenetik agag ¢izildi (Sekil 17).

60

58

61  Aneurinibacillus migulans DSM 28957

45
99

PDF32

99

—— PDF6

Aneurinibacillus aneurinilyticus DSM 55627

PDF24
PDF13

N
0.02

Aneurinibacillus danicus NCIMB 132887
Aneurinibacillus thermoaerophilus DSM 101547
Aneurinibacillus terranovensis LMG 224837
Alicyclobacillus acidodocaldarius DSM 145587

Sekil 17. Aneurinibacillus tiir ve izolatlarinin HV boélgesi agisindan yakinlik derecelerini
gosteren filogenetik agac.
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3.6. Geobacillus Cinsine Ait izolatlarin Bazi Genotipik Ozellikleri

3.6.1. 16S rRNA Cok Degisken (HV) Bolgelerinin Analizi

Geobacillus cinsine ait 12 izolatin HV bolgesi, 1400 bp uzunlugundaki 16S rRNA
gen siralarindan elde edildi. CLUSTAL W Multiple sequence Alignment programi
kullanilarak, oniki izolattin HV bdlgeleri, Geobacillus tiirlerinin HV bélgeleri ile
karsilagtirildi ve elde edilen benzerlik degerleri Tablo 12°de gosterildi. Ayrica,
Geobacillus cinsine ait 12 izolatin HV bdlgesine ait baz dizinleri agisindan, Geobacillus
tiirleriyle yakinlik derecelerini gosteren filogenetik agac ¢izildi (Sekil 18). Benzerlik
tablosu ve filogenetik aga¢ incelendiginde, TF1 izolatimin G. kaustophilus, G
thermoleoverans, G. lituanicus, G. vulcani ile yakin iliski oldugu, TF11 izolatinin
G.stearothermophilus ile, TH1 ve TH2 izolatlarin G. thermodenitrificans ile, TH7
izolatinda G. toebii ile yakin iliskili oldugu goriildii. TH6, TF13, TF14, TF16, TF17 ve
DF20 izolatlarinin birbirleriyle yakin iliskili olduklar1 ve bu izotlarin G. jurassicus ve G.
uzenensis ile bir grup olusturdugu belirlendi. TF12 izolatinin ise diger izolatlardan ve

Geobacilus tiirlerinden ayri bir dal olusturdugu goriilmektedir.
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73

82

w

29
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Geobacillus thermoleovorans B 23 (AY608939)
Geobacillus kaustophilus NCIMB 85477 (X60618)
ad Geobacillus thermoleovorans DSM 5366" (Z26923)
Geobacillus thermoleovorans B (AY608936)
46| TF1
Geobacillus lituanicus N-37 (AY044055)
L Geobacillus vulcani 3S-17 (AJ293805)
{Geobacillus gargensis Ga' (AY193888)
84 L Geobacillus thermocatenulatus DSM 730" (726926)
TF11
g6 | Geobacillus stearothermophilus ATCC 129807 (AY608928)
Geobacillus stearothermophilus NRRL B-449 (AY608927)
Geobacillus stearothermophilus NRRL B-1102 (AY608929)

0| | Geobaciilus subterraneus K (AF276307)

Geobaciilus subterraneus 347 (AF276306)
78 [ Geobacillus uzenensis X (AY608959)
Geobaciilus subterraneus Sam (AF276308)
THI
Geobacillus thermodenitrificans DSM 4657 (226928)
871 Geobacillus thermodenitrificans DSM 13149 (AY608964)
TH2
Geobacillus thermodenitrificans OHT-1 (AY608961)
— TF12
DF20
TF17

aa| | Geobacillus uzenensis X (AF276305)

TF16

Geobacillus jurassicus DS1T (AY312404)
89 | TH6

TF14

Geobacillus jurassicus DS2 (AY312405)
— TF13

Geobacillus uzenensis UT (AF276304)

98 [— Geobacillus caldoxylosilyticus DSM 97-987" (AF067651)

Geobacillus caldoxylosilyticus TS2A (AY608949)

42! Geobacillus caldoxylosilyticus TS24A (AY608950)

Geobaciillus toebii BK-1T (AF326278)

Geobacillus thermoglucosidasius NRRL B-14518 (AY608984)
Geobacillus thermoglucosidasius NRRL B-14521 (AY608985)
Geobacillus thermoglucosidasius NRRL B-14517 (AY608986)

8
Geobacillus thermoglucosidasius ATCC437427 (AB0211879)

Geobacillus thermoglucosidasius DSM 2542 (AY608981)

Geobacillus debilis TfT (AJ564616)

0.02

Alicyelobacillus acidocaldarius ATCC 27009 (AB042056)

Sekil 18. Geobacillus tiir ve izolatlarinin HV bélgesi acisindan yakinlik derecelerini
gosteren filogenetik agac.
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3.6.2. recN Geni Analizleri

Geobacillus cinsine ait olan 12 izolatin genomik DNA’s1 F1-2 ve R1-1 primerleri ile
PCR’a tabi tutularak, recN genleri elde edildi. Elde edilen recN siralari, CLUSTAL W
Multiple Sequence Alignment programi kullanilarak Geobacillus tiirlerinin recN siralariyla
ve birbirleriyle karsilastirildi. Elde edilen veriler Tablo 12°de gosterilmistir. Sonuglar
incelendiginde, TH1 ve TH2 izolatlarinin % 99 G. thermodenitrificans’a, TF11 izolatinin
% 99 G. stearothemophilus’a, TF1 izolatinin ise G. kaustophilus, G. thermoleoverans, G.
lituanicus ve G. vulcani bakterilerine % 99-100 oraninda benzerlik gosterdigi
goriilmektedir. TH7 izolatinin % 95 oraninda G. toebii’ye benzerlik gosterdigi
belirlenmistir. TF13, TF14, TF16, TF17, DF20 ve TH6 izolatlarinin birbirlerine % 99
benzerlik gosterirken, en fazla G. kaustophilus, G. thermoleoverans, G. thermocatenulatus,
G. lituanicus ve G. vulcani tiirlerine % 91 oraninda benzerlik gosterdigi belirlenmistir.
TF12 izolatinin, diger izolatlara ve Geobacillus tiirlerine en fazla % 95 benzerlik gosterdigi
belirlenmistir.

Ayrica, Geobacillus cinsine ait 12 izolatin recN geni baz dizinleri ag¢isindan,
Geobacillus tiirleriyle yakinlik derecelerini gosteren filogenetik agag ¢izildi (Sekil 19).
Filogenetik agac incelendiginde, TF1 izolatinin G. kaustophilus, G. thermoleoverans, G.
thermocatenulatus, G. lituanicus ve G. vulcani ile bir grup olusturdugu, TF11 izolatinin G.
stearothermophilus ile bir dal olusturdugu, TH1 ve TH2 izolatlarmin da G.
thermodenitrificans ile kiimelestigi goriilmektedir. TF13, TF14, TF16, TF17, DF20 ve
TH6 izolatlarinin bir grup olusturup, diger izolatlardan ve Geobacillus tiirlerinden ayr1 bir
dal olusturdugu goriilmektedir. TF12 izolatinin da, Geobacillus tiirlerinden ve diger

izolatlardan ayr1 bir dal olusturdugu goriilmektedir.



g3 TF13

THé6

92t TF17

e DF20

TF16

61
TF14
100 TF12

Geobacillus thermocatenulatus DSM 7307 (AY609002)
TF1
Geobacillus lituanicus DSM 153257 (AY609012)
Geobacillus vulcani DSM 131747 (AY609007)
se| Geobacillus kaustophilus DSM 7263 (AY609001)
65 Geobacillus thermoleovorans DSM 53667 (AY609003)
100 | Geobacillus stearothermophilus ATCC 129807 (AY608995)
100l TF11
100 | Geobacillus subterraneus DSM 135527 (AY609023)
Geobacillus uzenensis X (AY609026)
100 Geobacillus thermodenitrificans DSM 4657 (AY609027)
100 | THI
99! TH2
Geobacillus caldoxylosilyticus TS2A (AY609018)
Geobacillus thermoglucosidasius DSM 25427 (AY609051)

100 Geobacillus toebii DSM 145907 (AY609049)
T TH?

Bacillus subtilis 178 (NC_000964)

100
73 00
53|

98

0.05

Sekil 19. Geobacillus tiir ve izolatlarnin recN genleri acisindan yakinlik derecelerini
gosteren filogenetik agac.

3.6.3. rpoB Geni Analizleri

Geobacillus cinsine ait 12 izolatin genomik DNA’s1 Sambrook ve arkadaslarinin
(1989) prosediiriine gore izole edildikten sonra rpoB1698F ve rpoB2041R primerleri
kullanilarak PCR ile rpoB genleri ¢ogaltildi. Elde edilen yaklasik 400 bp’lik rpoB gen
dizinleri, CLUSTAL W Multiple Sequence Alignment programi kullanilarak Geobacillus
tiirlerinin rpoB siralariyla ve birbirleriyle karsilastirildi (Tablo 12). Benzerlik tablosu
incelendiginde, TH1 ve TH2 izolatinin G. thermodenitrificans’a % 98 oraninda, TF11
izolatinin G. stearothermophilus’a % 99 oraninda, TF1 izolatinin da G. kaustophilus, G.
thermoleoverans, G. thermocatenulatus, G. lituanicus, G. vulcani ve G. caldoxyloticus
tiirlerine % 98-99 oraninda yiiksek benzerlik gosterdigi belirlenmistir. TF13, TF14, TF16,
TF17, DF20 ve TH6 izolatlariin birbirlerine % 98-99 oraninda yiiksek benzerlik
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gosterirken Geobacillus tiirlerine en fazla % 93 oraninda benzerlik gosterdigi
belirlenmistir.

Geobacillus cinsine ait 12 izolatin rpoB geni baz dizinleri agisindan, Geobacillus
tirleriyle yakinlik derecelerini gosteren filogenetik agac incelendiginde, recN agacglarinm
destekler nitelikte, TH1 ve TH2 izolatlarimin G. thermodenitrifcans ile bir grup
olusturdugu, TF11 izolatinin G. stearothermophilus ile bir dal olusturdugu, TF1 izolatinin
G. kaustophilus, G. thermoleoverans, G. thermocatenulatus, G. lituanicus, G. vulcani ve
G. caldoxyloticus tiirleriyle bir kiimelenme meydana getirdigi goriildii (Sekil 20). Ayrica,
recN agaclarini destekler nitelikte TF13, TF14, TF16, TF17, DF20 ve TH6 izolatlarinin bir
grup olusturdugu, TF12 izolatinin diger izolatlardan ve Geobacillus izolatlarindan ayr1 bir
dal olusturdugu goriilmektedir. TH7 izolatinin rpoB agacinda, en yakin akrabasinin G.
thermoglucosidasius oldugu goriilmektedir, ancak 16S rRNA, HV ve rpoB analizlerine
gore TH7 izolatinin G. toebii ile yakin iliskili oldugu gosterilmistir. G. toebii tiiriiniin rpoB
gen analizi yapilmadigi i¢in, rpoB agacinda bu tiir kullanilamamistir ve bu nedenle TH7

izolatinin en yakin akrabasi olarak G. thermoglucosidasius olarak goriilmektedir.

991 TH2
99 [ THI1
94 Geobacillus thermodenitrificans DSM 4657 (EU484374)

TH7
o ﬁobaciﬁm thermoglucosidasius ATCC 437427 (EU484373)

TF11
100 | Geobacillus stearothermophilus NCDO 1768T (EU484363)
TF1
Geobacillus thermocatenulatus DSM 730" (EU484371)
Geobacillus kaustophilus DSM 72637 (EU383027)
84| Geobacillus vulcani DSM 131747 (EU484368)
Geobacillus caldolyticus BCRC 11954 (EU484364)
Geobacillus lituanicus DSM 153257 (EU484367)
Geobacillus thermoleovorans DSM 53667 (EU484366)
TF16

TF17
TF14
3

DF20
28
TH6
ga

TF13
L—TF12

23

63

Bacillus licheniformis NBRC 12200 (AB326091)

0.1

Sekil 20. Geobacillus tiir ve izolatlarinin, kismi rpoB gen dizinleri agisindan yakinlik
derecelerini gosteren filogenetik agac.
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Tablo 12. Geobacillus cinsine ait 12 izolatin, Geobacillus tiirlerinin 16S rRNA, HV, recN
ve rpoB genleri arasindaki benzerliklerinin yiizdesi

DF20 TF1 TF11
< «
Z Z Z
= % %
zZ m =z m = m
€z 88 £ g 88 ¢ z8 8

G. jurassicus 99 98 - - 98 96 - - 98 96

G. stearothermophilus 99 97 83 92 99 97 82 92 99 99 99 99
G. thermoleovorans 99 97 91 93 100 100 99 99 99 97 82 93
G. vulcani 99 97 91 93 100 98 99 99 99 97 82 93
G. uzenensis 99 98 85 - 98 97 82 - 98 97 &3

G. thermocatenulatus 99 96 91 93 99 97 97 98 99 96 83 93
G. kaustophilus 99 97 91 93 100 100 99 98 9 96 82 93
G. gargensis 98 96 - - 99 98 - - 99 96

G. lituanicus 98 96 91 93 100 99 99 99 9 96 82 93
G. subterraneus 98 96 85 - 99 98 82 - 98 97 83

G. thermodenitrificans 98 95 82 83 98 97 82 84 98 96 82 86
G. caldoxylosilyticus 9 94 74 93 96 94 74 99 9 94 73 93
G. thermoglucosidasius 96 93 73 82 96 92 73 81 9% 94 74 82
G. toebii % 92 72 - 9% 94 72 - 9% 93 72

G. tepidamans 95 94 95 96 95 94

G. debilis 93 89 93 89 93 91




Tablo 12’in Devami

91

TF12 TF13 TF14

< < <

g % g

= o) = Zz o = Zz o

2 23 & & z3 g 8z % &
G. jurassicus 99 97 99 99 99 99
G. stearothermophilus 99 96 84 92 98 96 84 92 98 97 84 92
G. thermoleovorans 99 97 94 92 99 96 91 93 99 97 91 93
G. vulcani 99 97 94 92 98 96 91 93 99 97 91 93
G. uzenensis 99 97 84 99 98 &4 99 100 84
G. thermocatenulatus 98 95 93 92 98 95 91 93 99 96 91 93
G. kaustophilus 99 97 94 92 98 96 91 93 99 97 91 93
G. gargensis 98 96 98 94 99 96
G. lituanicus 98 97 94 92 98 96 91 93 98 97 91 93
G. subterraneus 98 96 84 98 96 &4 98 97 84
G. thermodenitrificans 98 97 83 82 98 96 82 83 98 97 82 83
G. caldoxylosilyticus 96 93 74 92 9% 94 74 93 96 95 74 93
G. thermoglucosidasius 96 94 73 8l 9% 93 73 82 96 93 73 82
G. toebii 96 93 72 9% 93 72 96 93 72
G. tepidamans 95 94 95 94 95 95
G. debilis 93 90 93 89 93 91




Tablo 12’in Devami

92

TF16 TF17 THI

<Zt < <

< _ &8 _ g

Sz 88 £ g 88 € gz 8 8
G. jurassicus 99 99 99 99 98 96
G. stearothermophilus 99 97 84 91 99 96 84 91 98 96 82 85
G. thermoleovorans 99 97 91 92 99 96 91 93 98 96 82 &4
G. vulcani 98 97 91 92 9 96 91 93 98 96 81 84
G. uzenensis 99 100 85 9 99 ¥4 98 97 91
G. thermocatenulatus 99 96 91 91 99 96 91 93 98 96 82 &4
G. kaustophilus 98 97 91 92 9 96 91 93 98 96 82 84
G. gargensis 99 96 98 95 98 95
G. lituanicus 98 97 91 92 98 97 91 93 97 97 81 84
G. subterraneus 98 97 85 98 96 84 99 97 91
G. thermodenitrificans 98 97 83 84 98 97 82 83 99 99 99 98
G. caldoxylosilyticus % 95 74 92 9% 95 74 93 97 96 73 84
G. thermoglucosidasius 96 93 73 82 9% 94 73 82 97 93 74 86
G. toebii 9% 93 72 9% 93 72 97 93 74
G. tepidamans 95 95 95 94 95 93
G. debilis 93 91 93 92 93 90
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Tablo 12’in Devami

TH2 TH6 TH7
= m = m = m
¢z % g &z 8 : &zt
G. jurassicus 98 97 99 98 96 93
G. stearothermophilus 98 97 82 86 99 97 84 92 9% 94 71 81
G. thermoleovorans 98 97 82 &4 99 97 91 93 96 94 71 80
G. vulcani 98 97 82 84 99 97 91 93 96 94 71 80
G. uzenensis 98 97 91 99 98 &4 96 93 72
G. thermocatenulatus 98 96 82 &4 99 96 91 92 96 93 72 80
G. kaustophilus 98 97 82 84 99 97 91 93 96 94 71 80
G. gargensis 98 96 99 96 9% 93
G. lituanicus 98 97 82 84 98 96 91 93 9 94 71 80
G. subterraneus 99 97 91 98 96 84 97 94 72
G. thermodenitrificans 99 99 99 98 98 95 82 83 96 93 73 85
G. caldoxylosilyticus 97 97 74 84 96 94 74 93 99 94 81 80
G. thermoglucosidasius 97 94 74 86 9% 93 73 82 98 96 87 88
G. toebii 97 93 74 9% 92 72 99 98 95
G. tepidamans 95 94 95 94 97 9%4
G. debilis 93 91 93 &9 94 92

3.7. Anoxybacillus Cinsine Ait izolatlarin Baz1 Genotipik Ozellikleri

3.7.1. Anoxybacillus Cinsine Ait izolatlarin rpoB Gen Analizleri

Anoxybacillus cinsine ait olan 5 izolatin (DF5, DF11, DF16, DF17 ve D1041), SDS-
PAGE analizi sonucunda ¢ok benzer protein profili gosterdikleri, bu nedenle bes izolattan
sadece bir tanesi (D1041) secildi ve rpoB analizinde kullanildi. SDS-PAGE analizine gore
birbirlerinden farkli protein profili gosteren 14 izolatin rpoB gen dizinleri elde edildi ve
CLUSTAL W Multiple Sequence Alignment programi kullanilarak Anoxybacillus
tirlerinin rpoB gen dizinleriyle ve birbirleriyle karsilastirildi. Elde edilen benzerlik
degerleri Tablo 13’de gosterilmistir. Anoxybacillus cinsine ait 14 izolatin rpoB geni baz
dizinleri agisindan, Anoxybacillus tiirleriyle yakinlik derecelerini gosteren filogenetik agag
cizildi (Sekil 21). Benzerlik tablosu ve filogenetik aga¢ incelendiginde, TF15, PDF3,
PDF18, PDF21, PDF38, TH4, D1041 ve D1042 izolatlarinin birbirlerine ve A. gonensis
NCIBM 13933 tip tiirii ve suslarina % 98 ve iizerinde benzerlik gosterdigi ve filogenetik
agacta da bu sekiz izolatin A. gonensis NCIBM 13933" tip tiirii ve suslariyla bir grup
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olusturdugu goriilmektedir. PDF1, PDF2, PDFI15, PDF16 ve THS5 izolatlarininda
birbirlerine ve A. kamchatkensis DSM 14988"¢ % 98 ve iizeri benzerlik gosterdigi ve bu
izolatlarinda filogenetik agac iizerine A.kamchatkensis DSM 14988 ile bir kiimelesme
olusturdugu belirlenmistir. D1021 izolatinin ise, Anoxybacillus tiirlerine ve diger izolatlara
en fazla % 96 oraninda benzerlik gosterdigi ve filogenetik agac tlizerinde de ayr1 bir dal
olusturdugu goriilmektedir.

Anoxybacillus tiirlerinin rpoB gen dizinleri karsilastirildiginda, Anoxybacillus
tiirlerinin birbirlerine en fazla % 97 oraninda benzerlik gosterdigi, ayni tiire ait suslar
arasinda ise % 98 ve iizerinde benzerlik bulundugu belirlenmistir. D1021 izolatinin
Anoxybacillus tiirlerine en fazla % 96 oraninda benzerlik gdstermesi, bu izolatin yeni tiir
olmasi1 ihtimalini giiclendirmistir. D1021 izolatinin kesin tiir tayinin yapilabilmesi igin,
DNA-DNA hibridizasyonlarinin yapilmasia karar verilmistir. 16S rRNA dizin analizi
sonuglarina gore D1021 izolat1 % 97’in iizerinde A. pushchinoensis DSM 124237 |, A.
gonensis NCIBM 13933", A. eryuanensis KCTC 13720", A. ayderensis NCIBM 139727, A.
kamchatkensis DSM 14988", A. kestanbolensis NCIBM 13971", A. flavithermus DSM
26417, A. tengchongensis KCTC 137217, A. thermarum DSM 171417 , A. bogrovensis
DSM 17956"’a benzerlik gosterdigi i¢in, bu bakterilerle D1021 arasindaki DNA-DNA

homolojilerinin belirlenmesine karar verildi.
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D1041
Anoxybacillus gonensis A7 (JF279481)

Anoxybacillus gonensis A4 (JF279485)
TF15
Anoxybacillus gonensis 13 (JIF279484)
Anoxybacillus gonensis NCIMB 139337 (JF279473)
Anoxybacillus ayderensis NCIMB 139727 (JF279476)
Anoxybacillus thermarum DSM 171417 (JF279472)
D1021
Anoxybacillus kamchatkensis DSM 149887 (IF279479)
PDF2

PDF16
*llPDF15

61| PDF1

o s6L TH5
Anoxybacillus pushchinoensis DSM 124237 (JF279477)

100 [Anoxybacit’!us pushchinoensis A8 (JF279482)

99 Anoxybacillus eryuanensis KCTC 137297 ( JF279469)

—I:Anoxybacil!us tengchongensis KCTC 137217 (JF279470)
2 | —— Anoxybacillus kestanbolensis NCIMB 139717 (JF279474)

Anoxybacillus flavithermus WK1 (CP000922)

98
L T[ Anoxvbacillus flavithermus DSM 26417 ( JF279475)
Anoxybacillus bogrovensis DSM 179567 (JF279468)

Anoxybacillus rupiensis DSM17127% (JF279471)
Anoxybacillus amylolyticus DSM 159397 ( JF279467)

46

60

—l
98 Anoxybacillus contaminans DSM 158667 ( JF279478)

— Anoxybacillus voinovskiensis 14.1 (JF279480)
100 L Anoxybacillus voinovskiensis NCIMB 13956" (JF279483)
Paenibacillus brasilensis PB 1727 (AY493868)

—
0.05

Sekil 21. Anoxybacillus tiir ve izolatlarinin kismi rpoB gen dizinleri agisindan yakinlik
derecelerini gosteren filogenetik agac.



Tablo 13. Anoxybacillus cinsine ait 14 izolatin, Anoxybacillus tiirlerinin 16S rRNA ve rpoB genleri arasindaki benzerliklerinin

ylizdesi
PDF1 PDF2 PDF3 PDF15 PDF16 PDF18 PDF21
< < <

e f 2% 5%23%3%¢2%«

— o e o - o — o - o - o ~ o

A. eryuanensis KCTC 13720" 99 87 98 87 99 89 99 87 99 87 97 88 98 88
A. pushchinoensis DSM 12423" 9 86 99 8 99 87 99 8 99 86 97 87 98 88
A. pushchinoensis A8 9 87 99 87 99 87 99 87 99 87 97 87 98 87
A. kamchatkensis DSM 14988" 99 98 98 98 99 93 99 98 99 98 99 93 99 94
A. ayderensis NCIBM 139727 98 95 98 95 99 96 99 95 99 95 99 95 99 96
A. tengchongensis KCTC 137217 98 87 98 87 98 89 98 87 98 87 97 89 98 88
A. gonensis NCIBM 13933" 98 92 98 92 98 98 98 92 98 92 98 98 99 98
A. gonensis A4 98 91 98 91 98 98 98 91 98 91 98 98 99 98
A. gonensis A7 98 91 98 91 98 98 98 91 98 91 98 98 99 98
A. gonensis 13 98 91 98 91 98 98 98 91 98 91 98 98 99 98
A. flavithermus DSM 2641" 98 85 98 85 98 87 98 85 98 85 97 87 98 87
A. flavithermus WK 98 8 98 8 98 88 98 86 98 86 97 88 98 88
A. kestanbolensis NCIBM 13971 97 8 97 8 98 88 98 8 98 8 97 87 97 88
A. contaminans DSM 15866" 97 82 97 83 97 78 97 82 97 82 97 78 97 78
A. bogrovensis DSM 17956" 9% 76 96 76 97 77 97 76 97 76 95 77 96 77
A. voinovskiensis NCIMB 13956" 96 78 96 79 97 75 97 78 97 78 97 75 97 75
A. voinovskiensis 14.1 9% 78 96 79 97 75 97 78 97 78 97 75 97 75
A. amylolyticus DSM 15939" 95 82 95 83 96 80 95 82 96 82 96 80 96 80
A. rupiensis DSM 17127" 95 77 95 77 95 77 95 77 95 77 95 77 95 76
A. thermarum DSM 171417 98 94 98 94 99 92 99 94 99 94 99 92 99 92
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Tablo 13’iin Devami

Q7

PDF38 TF15 TH4 THS D1021 D1041 D1042
< < <

% m % m <ZE m % m E m é [al] E [al]

2 g2 % g ¥ g £ g ¥ g ¥ og ¥ og

E ¢ < < ¢ < E
A. eryuanensis KCTC 13720" 99 88 98 87 98 89 99 87 98 88 99 88 99 88
A. pushchinoensis DSM 124237 99 87 98 89 98 87 99 8 99 92 99 87 99 87
A. pushchinoensis A8 99 87 98 88 98 87 99 87 99 93 99 87 99 87
A. kamchatkensis DSM 14988" 9 93 99 94 99 93 98 98 98 96 99 93 98 93
A. ayderensis NCIBM 139727 99 9% 99 97 99 96 98 95 98 96 99 96 99 95
A. tengchongensis KCTC 137217 98 88 98 87 98 89 98 87 98 88 98 83 98 88
A. gonensis NCIBM 13933" 98 98 98 99 99 98 98 92 98 94 98 98 98 98
A. gonensis A4 98 98 98 99 99 98 98 91 98 94 98 98 98 98
A. gonensis A7 98 98 98 99 99 98 98 91 98 93 98 98 98 97
A. gonensis 13 98 98 98 99 99 98 98 91 98 93 98 98 98 98
A. flavithermus DSM 2641" 98 87 98 88 98 87 98 8 98 89 98 87 98 86
A. flavithermus WK 98 88 98 87 98 88 98 8 98 88 98 88 98 87
A kes;[anbolensis NCIBM 98 88 97 89 97 88 98 8 98 89 98 88 98 87
13971
A. contaminans DSM 15866" 97 78 97 79 97 78 97 82 98 8 97 T8 97 I8
A. bogrovensis DSM 17956" 97 77 9% 77 96 77 9% 76 97 77 97 76 96 77
A. voipovskiensis NCIMB 97 75 97 76 97 75 96 78 96 79 97 15 96 T5
13956
A. voinovskiensis 14.1 97 75 97 76 97 75 9% 78 96 79 97 775 96 I5
A. amylolyticus DSM 15939" 9% 79 9% 79 96 80 95 8 95 81 96 79 95 80
A. rupiensis DSM 17127" 95 76 96 76 96 77 95 77 95 79 95 76 95 77
A. thermarum DSM 171417 9 92 98 93 99 92 98 94 99 93 97 92 98 92

L6
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3.7.2. % G+C Kompozisyonunun Belirlenmesi

A. pushchinoensis DSM 12423", A. gonensis NCIBM 13933", A. ayderensis NCIBM
13972, A. kamchatkensis DSM 14988", A. kestanbolensis NCIBM 139717, A.
flavithermus DSM 2641, A. bogrovensis DSM 17956", A. thermarum DSM 171417 ve
D1021 izolatinin genomik DNA’lar1 Marmur prosediiriine gore izole edildi ve Mandel ve
Marmur (1968) tarafindan gelistirilen termal denatiirasyon yontemine gére DNA baz
kompozisyonlar1 belirlendi. D1021 izolatinin % G+C igeriginin % 42,9 oldugu; A.
pushchinoensis DSM 12423, A. gonensis NCIBM 13933", A. ayderensis NCIBM 13972",
A. kamchatkensis DSM 14988", A. kestanbolensis NCIBM 13971, A. flavithermus DSM
26417, A. bogrovensis DSM 17956" ve A. thermarum DSM 171417 bakterilerinin % G+C
icerikleri sirasiyla % 42,2, 42,8, 43,6, 42,3, 45,8, 41,6, 44,1 ve 48,8 oldugu belirlendi.

3.7.3. DNA-DNA Hibridizasyonu

Anoxybacillus tiirlerinin rpoB gen dizinleri karsilastirildiginda, yeni tiir olma ihtimali
olan D1021 izolatinin kesin tiir tayinin yapilabilmesi i¢in, DNA-DNA hibridizasyonlarinin
yapilmasi kararlastirilmisti. Bu amag¢ dogrultusunda, Marmur prosediiriine gore izole
edilen D1021 ve Anoxybacillus tiirlerinin genomik DNA’lar1 kullanilarak, De Ley ve
arkadaslarinin (1970) gelistirdigi DNA-DNA hibridizasyon yontemine gore DNA-DNA
benzerlik seviyesi belirlendi. D1021 izolatinin A. pushchinoensis DSM 12423"¢ % 38,7,
A. gonensis NCIBM 13933"¢ % 55,6, A. ayderensis NCIBM 13972"¢ % 59, A.
kamchatkensis DSM 14988"°¢ % 63, A. kestanbolensis NCIBM 13971"°¢ % 32,8, A.
flavithermus DSM 2641"¢ % 38,4, A. bogrovensis DSM 17956"¢ % 30 ve A. thermarum
DSM 17141"a % 40 oraminda benzerlik gosterdigi belirlendi. Bakteri sistematik
otoriteleri tarafindan, ayni tiire ait bakterilerin DNA-DNA homolojilerinin % 70’den daha
fazla oldugu, farkl tiirlerin ise % 70’den daha az benzerlik gdsterdigi kabul edilmektedir
(Wayne vd., 1987). Bu nedenle, D1021 izolatinin Anoxybacillus cinsine ait yeni bir tiir
olduguna karar verildi ve Anoxybacillus kaynarcensis D1021" olarak adlandirildi.

Anoxybacillus cinsinin yeni tiirii olan DI1021 izolatinin bazi fenotipik ve

kemotaksonomik 0zelliklerinin belirlenmesine karar verildi.
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3.7.4. Baz1 Fenotipik Karakterlerin Belirlenmesi

VITEK 32 System’i, API20E kitleri ve geleneksel fenotipik testlerin uygulanmasiyla,
A. kaynarcensis D1021" tiiriiniin fenotipik &zellikleri ortaya ¢ikarildi. Fakiiltatif aerop,
hareketli, terminal spor olusturan, 0,75 x 4 pum biiyiikliigiinde, Gram pozitif termofilik
bakteri oldugu belirlendi. Biiylime sicaklifinin 35 ve 70°C araliginda ve optimum
biiylimesinin 60°C oldugu; pH araliginin 6.0 — 10.0 oldugu ve optimum pH degerinin 7.0
oldugu belirlendi. Maksimum % 4 NaCI’de biiylime gosterdigi, jelatini hidroliz edebildigi
ve sitrat kullanamadigi belirlendi. Karbonhidrat kaynagi olarak, glukoz, maltoz, melibioz,
riboz, sukroz, trehaloz, ksiloz, palatinoz, salicin, arabinoz’u kullanabilirken; galaktoz,
amigdalin, sorbitol, inulin, N-asetilglukozamin, amilopektin, arabitol, tagatoz, mannitol,

potasyum thiosianate, raffinoz, inositol, nisasta ve ramnoz ise kullanamadig1 belirlenmistir.

3.7.5. Yag Asidi Icerigi

A. kaynarcensis D1021", Triptik Soy Agar besiyerinde 24 saat biiyiitiildii ve yag
asidi metil esterleri Microbial Identifikasyon System’i (MIS) ile belirlendi. A. kaynarcensis
D1021" bakterisinin temel yag asidi olarak % 57,46 oraninda Cis. iso icerdigi, % 1,9
oraninda Ciy4.9, , % 4,97 oraninda Cis.g anteiso, % 7,55 oraninda Ci¢.9 180, % 7,82 oraninda
Cie0 7,82, % 13,98 oraninda C,7¢ iso ve % 6,23 oraninda da C,;7, anteiso 6,23 igerdigi

belirlenmistir.

3.8. Thermus Cinsine Ait izolatlarin Bazi Genotipik Ozellikleri

Thermus cinsine ait olan 5 izolatin (TF2, TF3, TF5, TF6 ve TF7), SDS-PAGE analizi
sonucunda ¢ok benzer protein profili gosterdikleri, bu nedenle bes izolattan sadece bir
tanesi (TF5) secildi ve bundan sonrasi genotipik analizlerde TF5 kullanildi.

Thermus cinsinin tiir tayinine yardimci olabilecek herhangi bir gen analizi veya
fenotipik test bulunmadigi icin, TF5 izolatinin kesin tiir tayinin yapilabilmesi i¢in DNA-
DNA hibrizasyon c¢aligmasinin yapilmasina karar verildi. 16S rRNA dizin analizi

sonuglarina gore, TF5 izolat1 % 97’in tizerinde sadece Thermus scotoductus DSM 8553™°a
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benzerlik gosterdigi i¢cin, DNA-DNA hibridizasyon ¢alismasinin TF5 ve T. scotoductus

DSM 8553" arasinda yapilmasina karar verildi.

3.8.1. DNA Baz Kompozisyonunun Belirlenmesi

Marmur prosediiriine gore izole edilen TF5 ve T. scotoductus DSM 8553" genomik
DNA’lar1 kullanilarak, Mandel ve Marmur (1968) tarafindan gelistirilen termal
denatiirasyon yontemine gére DNA baz kompozisyonlar1 belirlendi. TFS5 izolatinin % G+C
iceriginin % 59 ve Tm degerininde 77°C oldugu; T. scotoductus DSM 8553 ’un % G+C
iceriginin % 59,8 ve Tm degerinin de 78°C belirlendi.

3.8.2. DNA-DNA Hibridizasyonu

Marmur prosediiriine gore izole edilen TF5 ve T. scotoductus DSM 8553" genomik
DNA’lar1 kullanilarak, De Ley ve arkadaglarinin (1970) gelistirdigZi DNA-DNA
hibridizasyon yontemine goére DNA-DNA benzerlik seviyesi belirlendi. TF5 ve T.
scotoductus DSM 8553" un DNA-DNA benzerlik seviyesi % 90 olarak belirlendi. Bakteri
sistematik otoriteleri tarafindan, ayni tiire ait bakterilerin DNA-DNA homolojilerinin %
70’den daha fazla oldugu kabul edilmektedir (Wayne vd., 1987). Bu nedenle, TF5

izolatmm, T. scotoductus DSM 8553 tiiriine ait yeni bir sus oldugu belirlenmistir.

3.9. Schlegelella Cinsine Ait izolatin Bazi Genotipik ve Kemotaksonomik
Ozellikleri

Schlegelella cinsi  Schlegelella aquatica LMG 23380" ve Schlegelella
thermodepolymerans DSM 15344" olmak iizere sadece iki tiir icermektedir. Bu iki tiiriinde,
yag asidi igeriklerinin ¢ok farkli oldugu ve bu nedenle cins igerisinde siniflandirmada yag
asidi igeriklerinin kullanilabilecegi disiiniildii. Bu ama¢ dogrultusunda, Schlegelella

cinsine ait olan PDF7 izolatinin yag asidi i¢eriginin belirlenmesine karar verildi.
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PDF7 izolatinin yag asidi metil esterleri, Microbial Identifikasyon System’i (MIS) ile

belirlendi ve literatirde var olan Schlegelella aquatica LMG 23380" ve Schlegelella

thermodepolymerans DSM 15344 ™" 1n yag asitleriyle karsilastirildi (Tablo 14).

Tablo 14. PDF7 izolatinin yag asidi iceriklerinin Schlegelella aquatica LMG 23380" ve
Schlegelella thermodepolymerans DSM 15344 ile karsilastirilmast

iﬁguatwa S. thermodep%olymerans PDF 7
233807 DSM 15344
C10:0 1,2 1,3 3,93
C10: 0 3-OH 5,1 3,3 13,43
C12:0 2,3 1,6 7
C12: 0 3-OH 2
C16: 0 48,7 43,1 25,53
C17: 0 cyclo 16,5 32,6
Cl18: 1w7c 4,3 4.4
C18: 0 1 - 1,57
Summed feature 3* : C16: 1w7c 195 i
ve/veya C15:0 iso 2-OH ’
Sum in F 3: C16:1 wéc ve/veya C16:1
w 7 - 33,5
Sum in F 8: C18:1 w7c ve/veya i 14,76

C18:1wbc

Yag asidi karsilagtirmasi incelendiginde, PDF7 izolatinin Schlegelella cinsine ait iki

tirden de ¢ok farkli oldugu belirlenmistir. PDF7 izolatinin kesin tiir tayinin yapilabilmesi

icin, DNA-DNA hibridizasyonlarinin yapilmasina karar verildi. 16S rRNA dizin analizi

sonuglarina gore, PDF7 izolati % 97’in iizerinde S. aquatica LMG 23380" ve S.
thermodepolymerans DSM 15344"’a benzerlik gosterdigi i¢in, DNA-DNA hibridizasyon
calismasmin PDF7, S. LMG 23380" thermodepolymerans DSM 15344 arasinda

yapilmasina karar verildi.



102

3.9.2. DNA Baz Kompozisyonunun Belirlenmesi

Schlegelella aquatica LMG 23380", Schlegelella thermodepolymerans DSM 15344 "
ve PDF7 izolatinin genomik DNA’lar1 Marmur prosediiriine gore izole edildi ve termal
denatiirasyon yontemine gére DNA baz kompozisyonlar1 belirlendi. PDF7 izolatinin %
G+C igeriginin % 67,1 oldugu, S. aquatica LMG 23380", S. thermodepolymerans DSM
15344" tiirlerinin % G+C igeriklerinin sirastyla % 68,5 ve 66,8 oldugu belirlendi.

3.9.3. DNA-DNA Hibridizasyonu

Marmur prosediiriine gore izole edilen PDF7 ve S. aquatica LMG 23380", S.
thermodepolymerans DSM 15344" genomik DNA’lar1 kullamlarak, PDF7 ve bu iki tiir
arasindaki DNA-DNA benzerlik seviyeleri belirlendi. PDF7 ve S. aquatica LMG
23380"’1n DNA-DNA benzerlik seviyesi % 50 iken; PDF7 ve S. thermodepolymerans
DSM 15344" arasindaki DNA-DNA benzerlik seviyesinin % 87 oldugu ortaya
cikarilmistir. Bakteri sistematik otoriteleri tarafindan, ayni tiire ait bakterilerin DNA-DNA
homolojilerinin % 70’den daha fazla oldugu kabul edilmektedir (Wayne vd., 1987). Bu
nedenle, PDF7 izolatmin S. thermodepolymerans DSM 15344" tiiriine ait yeni bir sus

olduguna karar verilmistir.

3.10. Chelatococcus Cinsine Ait Izolatin Baz1 Genotipik ve Kemotaksonomik
Ozellikleri

Chelatococcus cinsi Chelatococcus daeguensis DSM 22069" ve Chelatococcus
asaccharovorans DSM 6462" olmak iizere sadece iki tiir icermektedir. Bu iki tiirde
mezofilik karakterde olup en fazla 50 °C’de iireyebilmektedirler. 16S rRNA gen dizin
analizi sonuglarina gore, bu cinse ait oldugu belirlenen PDF20 izolatinin ise termofilik bir
bakteri oldugu ve optimum biiylime sicakliginin 55°C oldugu belirlenmistir. Ayrica
Chelatococcus cinsine ait iki tiiriin farkli yag asidi igeriklerine sahip olduklari, bu nedenle
yag asidi iceriklerinin bu cinsin smiflandirilmasinda kullanilabilecegi diisiiniilmiistiir. Bu
ama¢ dogrultusunda, Chelatococcus cinsine ait olan PDF20 izolatinin yag asidi igeriginin

belirlenmesine karar verildi.
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3.10.1. Yag Asidi Icerigi

PDF20 izolatinin yag asidi metil esterleri, Microbial Identifikasyon System’i (MIS)
ile belirlendi ve literaturde var olan Chelatococcus daeguensis DSM 22069" ve
Chelatococcus asaccharovorans DSM 6462"°1n yag asitleriyle karsilastirildi (Tablo 15).

Tablo 15. PDF20 izolatinin yag asidi igeriklerinin Chelatococcus daeguensis
DSM 22069" ve Chelatococcus asaccharovorans ile karsilastirilmasi

C. C.
daeguensis  asaccharovorans  PDF 20
DSM 22069" DSM 6462"

C16:0 2,2 8,5 4,32
C17:0 0,9 0,4 -
C18:0 1,7 0,9 6,01
Cl18:1w7c 64,4 47,4 -
C20:1w7c 0.4 1.4 -
C18:1 2-OH 3,7 0,9 7,05
C18:0 3-OH 3,4 0,8 4,89
C17:0 cyclo 0,3 3,2 -
C19:0 cyclo w8¢ 16,7 29,6 8,86
Unknown 0,8 0,2 -

Sum in F2 : iso C16:1
ve/veya C14:0 3-OH

Sum in F3: C16: 1 w 7c
ve/veya iso-C15:0 2-OH
SuminF2: C14:0 3-
OH ve/ya C16:1 iso 1
SuminF 8: CI8: 1 w7c
ve/veya C18:1w6c i

3,4 4 _
0,7 1,1 :
; 7,38

- 61,5

Yag asidi igeriklerinin yapilan karsilastirilmasinda, PDF20 izolatinin Chelatococcus
cinsine ait iki tiirden de c¢ok farkli oldugu belirlenmistir. Biiylime sicakliklaridaki
farkliliklar ve yag asidi igeriklerindeki farkliliklar g6z oniine alinarak, PDF20 izolatinin
yeni tiir olabilecegi diislinlilmiistiir, PDF7 izolatinin kesin tiir tayinin yapilabilmesi i¢in
DNA-DNA hibridizasyonlarinin yapilmasina karar verildi.

16S rRNA dizin analizi sonuglarina gore, PDF20 izolati % 97’in iizerinde sadece

Chelatococcus daeguensis DSM  22069™a benzerlik gosterdigi i¢in, DNA-DNA
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hibridizasyon calismast PDF20 ve Chelatococcus daeguensis DSM 22069"a arasinda

yapilmasina karar verildi.

3.10.2. DNA Baz Kompozisyonunun Belirlenmesi

Chelatococcus daeguensis DSM 22069" ve PDF20 izolatimin genomik DNA’lart
Marmur prosediiriine gore izole edildi ve termal denatiirasyon yontemine gore DNA baz
kompozisyonlar1 belirlendi. PDF20 izolatinin % G+C igeriginin % 65,4 oldugu, C.
daeguensis DSM 22069"in % G+C igeriginin % 65,5 oldugu belirlendi.

3.10.3. DNA-DNA Hibridizasyonu

Marmur prosediiriine goére izole edilen PDF20 ve Chelatococcus daeguensis DSM
22069" genomik DNA’lar1 kullamilarak, bu iki bakteri arasindaki DNA-DNA benzerlik
seviyeleri belirlendi. PDF20 ve Chelatococcus daeguensis DSM 22069" arasindaki DNA-
DNA benzerlik seviyesinin % 80 oldugu ortaya cikarildi. Bakteri sistematik otoriteleri
tarafindan, ayn tiire ait bakterilerin DNA-DNA homolojilerinin % 70’den daha fazla
oldugu kabul edilmektedir (Wayne vd., 1987). Bu nedenle, PDF20 izolatinin
Chelatococcus daeguensis DSM 22069 tiiriine ait yeni bir sus olduguna karar verildi.

3.11. Pseudoxanthomonas Cinsine Ait Izolatin Bazi Genotipik ve
Kemotaksonomik Ozellikleri

Pseudoxanthomonas cinsinin iyeleri, Pseudoxanthomonas taiwanensis KCTC
22832" hari¢ mezofiliktir. Bu cinsin iiyeleri arasinda yag asidi igeriklerinin farlilik
gostedigi, bu nedenle bu cinsin siniflandirilmasin da kullanilabilecegi diigtiniilmiistiir. Bu
amag¢ dogrultusunda, Pseudoxanthomonas cinsine ait olan PDF31 izolatinin yag asidi

icerigi belirlenmesine karar verildi.
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3.11.1. Yag Asidi Icerigi

PDF31 izolatinin yag asidi metil esterleri, Microbial Identifikasyon System’i (MIS)
ile belirlendi ve literatiirde var olan Pseudoxanthomonas taiwanensis KCTC 22832" ve P.
Broegbernensis DSM 12573"1n yag asitleriyle karsilastirildi (Tablo 16).

Tablo 16. PDF31 izolatinin yag asidi igeriklerinin Pseudoxanthomonas taiwanensis
ve P. broegbernensis ile karsilastirilmasi

P. broegbernensis P. tawainensis P. tawainensis PDF31

DSM 12573" CB225 CB226
C10:0 iso 0,83
C10:0 0,23
Cl11:01iso0 1,40 17,72
C11:0 antensio 1,20
C11:01so 2-OH 0,90
C11:0 iso 3-OH 1,00 18,42
Cl12:iso 0,90
C13:0iso 1,19
C13:0iso 3-OH 0,39
C13:0is0 2-OH 0,52
C12:0iso 3-OH 1,60
C13:0 antensio 1,02
C14:0 iso 2,85
C15:1 isoF 1,78
Sum in F.1 0,41
Sum in F.3 0,60
Sumin F.9 4,09
C14:0 12,00 6,50 6,00
C15:01iso0 32,40 29,50 29,00 28,16
C15:0 anteiso 31,80 5,50 4,80 6,77
C15:0 0,60 0,70
C16:0 iso 6,90 38,90 41,50 7,79
C160 cis9 1,00
C16:0 1,30 2,50 3,90 0,41
C17 iso cis9 5,50 2,70 2,20
C17:0iso 5,10 4,10 2,44
C17:0 delta 1,10
C17:0 1,50 1,20 1,10
C16:0 2-OH 0,90 1,00 0,90
C18:1 trans9 1,40 1,20
Unknown 1* 1,30 1,30

Unknown 2 1,80 1,30
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Yag asidi analizleri karsilastirilldiginda, Pseudoxanthomonas taiwanensis KCTC
22832 tiiriine ait iki susun ¢ok bilyiik oranda benzer yag asidi icerigi gosterdigi, fakat bu
iki susun P. broegbernensis’den farkli yag asidi icerigi sergiledigi goriilmektedir. PDF31
izolatinin Pseudoxanthomonas cinsine ait iki tiirden de ¢ok farkli oldugu goz Oniine
almarak, PDF20 izolatinin yeni tiir olabilecegi diisiiniildii, PDF31 izolatinin kesin tiir
tayinin yapilabilmesi i¢in DNA-DNA hibridizasyonlarinin yapilmasina karar verildi.

16S rRNA dizin analizi sonuglarina gore, PDF31 izolat1i % 97’in ilizerinde sadece
Pseudoxanthomonas taiwanensis KCTC 22832"°a benzerlik gosterdigi i¢in, DNA-DNA
hibridizasyon c¢alismast1 PDF31 ve Pseudoxanthomonas taiwanensis KCTC 22832"

arasinda yapilmasina karar verildi.

3.11.2. DNA Baz Kompozisyonunun Belirlenmesi

Pseudoxanthomonas taiwanensis KCTC 22832" ve PDF31 izolatmin genomik
DNA’lar1 Marmur prosediiriine gore izole edildi ve termal denatiirasyon yontemine gore
DNA baz kompozisyonlar1 belirlendi. PDF31 izolatinin % G+C igeriginin % 68,9 oldugu,
Pseudoxanthomonas taiwanensis KCTC 22832"in % G+C igeriginin % 69,2 oldugu

belirlendi.

3.11.3. DNA-DNA Hibridizasyonu

Marmur prosediiriine gore izole edilen PDF31 ve Pseudoxanthomonas taiwanensis
KCTC 22832" genomik DNA’lari kullanilarak, bu iki bakteri arasindaki DNA-DNA
benzerlik seviyeleri belirlendi. PDF31 ve Pseudoxanthomonas taiwanensis KCTC 22832"
arasindaki DNA-DNA benzerlik seviyesinin % 91 oldugu ortaya cikarilmigtir. Bakteri
sistematik otoriteleri tarafindan, ayni tiire ait bakterilerin DNA-DNA homolojilerinin %
70°den daha fazla oldugu kabul edilmektedir (Wayne vd., 1987). Bu nedenle, PDF31
izolatimn Pseudoxanthomonas taiwanensis KCTC 22832 tiiriine ait yeni bir sus olduguna

karar verilmistir.
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3.12. A. kaynarcensis D1021"°de Glukoz izomeraz Aktivitesi

A. kaynarcensis D1021" bakterisinde glukoz izomeraz aktivitesini tespit etmek amaci
ile, A. kaynarcensis D1021" bakterisinden hiicre &ziitii elde edildi. Elde edilen hiicre &ziitii
GI aktivitesini belirlemek tizere, Belfaquih ve Penninck’in (2000) gelistirmis olduklar
yonteme gore incelendi. GI aktivitesi reaksiyon sonucunda olusan fruktoz miktarinin
umol/dakika cinsinden spektrofotometrik olarak 6lgiilmesi ile belirlnedi. Olgiimler
sonucunda, A. kaynarcensis D1021"in 0,00788 pmol/dakika GI aktivitesine sahip oldugu
tespit edildi.

3.13. A. kaynarcensis D1021" GI Kodlayan xylA Geninin Baz ve Protein
Dizilimi

A. kaynarcensis D1021" glukoz izomeraz genini tespit etmek amaciyla, bu bakterinin
genomik DNA’s1 kalip olarak kullanilarak Xyla Ex F1 ve Xyla Ex R1 primerleri ile PCR
gergeklestirildi. Elde edilen PCR iiriinii, pGEM-T Easy klonlama vektoriine klonlandi ve
Macrogen sirketi araciligl ile baz dizilim analizi yapildi. Dizin sonuglar1 GenBank’taki
verilerle karsilastirildi ve bu dizinin 1,326 nt’lik glukoz izomeraz geni oldugu tespit edildi.

Elde edilen glukoz izomeraz geninin niikleotit ve aminoasit siras1 asagida verildi.

ATGGCGTATTTTGAAAACGTTGACAAGGTGGTTTATGAAGGGCCAACATCGAAGAACCCGCTTGCT
TTTAAGTTCTATAATCCTCAAGAAAGAATAGGGGATAAAACAATGGAGGAGCATTTGCGCTTTTCA
GTGGCATACTGGCATACGTTTGTAGGAGATGGATCGGATCCTTTTGGTGTTGGAACAGCTATTCGT
CCTTGGAATCGATATAGTGGCATGGATTTAGCAAAAGCACGTGTTGAAGCAGCGTTTGAATTATTT
GAAAAGTTGGACATTCCATTTTTCTGCTTTCATGATGTTGATATTGCGCCAGAGGGAGATAATCTT
GTAGAGACATATAGAAACTTAGATGAAATTGTTGATATGATTGAGCAATATATGAAGACGAGTAAA
ACAAAGTTGCTTTGGAATACGGCTAACTTATTTACGCATCCACGTTTTGTGCATGGTGCAGCCACT
TCTTGCAATGCTGATGTGTTTGCATATGCGGCGGCGAAAGTGAAAAAGGGACTAGAAATCGCTAAG
CGGCTCGGCGCAGAAAACTATGTATTTTGGGGCGGGCGAGAAGGGTATGAAACGTTATTGAACACC
GACATGAAGCTAGAGCTTGACAATTTAGCCCGTTTCTTGCATATGGCTGTTGACTACGCAAAAGAA
ATTGGTTTTGATGGACAATTCTTAATTGAGCCAAAACCGAAAGAACCAACGAAACATCAGTATGAT
TTTGATGTCGCTACAGCGTTAGCATTTTTACAAACGTATGGGCTAAAAGATTATTTTAAATTTAAT
ATTGAAGCTAACCATGCGACATTGGCCGGGCATACATTCGAACATGAATTGCGAGTTGCACGCATT
CATAACATGTTAGGTTCTGTTGATGCAAATCAAGGAGACACGTTGCTTGGTTGGGATACAGATGAA
TTTCCAACGGATCTATATACAACAACACTTGCGATGTATGAAATTTTACAAAATGACGGACTTGGC
CGTGGTGGATTAAATTTCGATGCTAAGGTAAGACGTGGCTCGTTCGAACCGGAGGACTTATTTTAC
GCTCATATTGCCGGTATGGACAGCTTTGCAATTGGACTAAAAGTTGCACACCGCCTAATTGAAGAT
CGTGTATTTGAATCCGTCATTGAGGAACGATACAAGAGTTATACTGAAGGAATTGGTCGCGACATT
GTTGAGGGTAGAGCCGATTTTCATACGCTAGAGACATATGCATTGCAACTTGGGGATATCCACAAT
CATTCAGGACGTCAAGAGCGTTTGAAAACGTTGCTTAATCAATATTTACTCGAAGTTTGTGTAGCT
CGTTAA
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MAYFENVDKVVYEGPTSKNPLAFKFYNPQER IGDKTMEEHLRFSVAYWHTFVGDGSDPFG
VGTAIRPWNRYSGMDLAKARVEAAFELFEKLD IPFFCFHDVD IAPEGDNLVETYRNLDEI
VDMIEQYMKTSKTKLLWNTANLFTHPRFVHGAATSCNADVFAYAAAKVKKGLE IAKRLGA
ENYVFWGGREGYETLLNTDMKLELDNLARFLHMAVDYAKE 1GFDGQFL IEPKPKEPTKHQ
YDFDVATALAFLQTYGLKDYFKFNIEANHATLAGHTFEHELRVAR IHNMLGSVDANQGDT
LLGWDTDEFPTDLYTTTLAMYEILONDGLGRGGLNFDAKVRRGSFEPEDLFYAHIAGMDS
FAIGLKVAHRLI1EDRVFESVIEERYKSYTEGIGRDIVEGRADFHTLETYALQLGD IHNHS
GRQERLKTLLNQYLLEVCVAR

3.14. A. kaynarcensis D1021" Glukoz izomerazinin Saflastiriimasi

3.14.1. Hiicre Oziitii Elde Edilmesi ve Is1 Soku Uygulamalari

Elde edilen hiicre 6ziitlinde ve bu 6ziitiin 151 soku uygulamasindan elde edilen 6ziitte
protein konsantrasyonu tayini ve spesifik aktivite tayini GI aktivitesi ile yapild1 ve SDS-
PAGE’de yiiriitiildii. Elde edilen veriler Tablo 17°de, elde edilen jel goriintiisii Sekil 22°de
gosterildi.

3.14.2. iyon Degisimi Kolon Kromatografisi

Ist soku uygulamasinin ardindan elde edilen hiicre 6ziitii, iyon degisimi kolon
kromatografisinden gegirildi ve fraksiyonlarda aktivite taramasi yapildi. Aktivitenin
yliksek olarak gozlemlendigi fraksiyonlar birlestirildi. Fraksiyonlar birlestirildikten sonra,
kismen saflastirilmis Oziitte protein konsantrasyonu tayini ve spesifik aktivite tayini GI
aktivitesinin ol¢iimii ile yapildi ve SDS-PAGE’de yiiriitiildi. Elde edilen veriler Tablo
17°de, elde edilen jel goriintiisii Sekil 22°de gosterildi.

3.14.3. Hidrofobik Etkilesim Kolon Kromatografisi

Iyon degisimi kolon kromatografisi uygulamasindan sonra elde edilen kismen
saflastirilmis 6ziit, hidrofobik kolon kromatografisinden gecirildikten sonra fraksiyonlarda
aktivite taramasi yapildi. Aktivite goriilen fraksiyonlar birlestirildi. Fraksiyonlar
birlestirildikten sonra, saflagtirilmis enzimin konsantrasyon tayini ve spesifik aktivite tayini
GI aktivitesi ile yapildi ve SDS-PAGE’de yiiriitiildii. Elde edilen veriler Tablo 17°de, elde
edilen jel goriintlisti Sekil 22°de gosterildi.
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Tablo 17. A. kaynarcensis D1021 glukoz izomerazina ait saflastirma tablosu

Saflastirma Hacim [Protein] T.protein T. 215 zifek Verim Saflastirma
basamagi (ml) (mg/ml)  (mg) aktivite(U) (U/mg) kat1

Hiicre oziitii 10 8,99 89,9 167,214 1,86 100 1

Is1 bozunum 8,5 3,676 31,246 117,48496 3,76 70,260241 2,02
Iyon

degisimi 29 0,32 9,28 97,9968 10,56 58,605619 5,67
Hidrofobik 25 0,24 6 74,7 12,45  44,673293 6,69
etkilesim

Sekil 22. Saflagtirllmis  rekombinant A.  kaynarcensis
D1021 glukoz izomerazinin SDS-PAGE analizi
1) Markir 2) Genin ekspres edildigi E. Coli BL21
(DE3)’in hiicre oziiti 3) 70°C’de 15 dk sicak
soku uygulanmis hiicre &ziitii 4) Iyon degisim
kolon  kromatografisi  sonrasi  birlestirilen
fraksiyonlardan olusan enzim 6ziitii 5) Hidrofobik
etkilesim  kolon  kromatografisi sonrast
birlestirilen fraksiyonlardan olusan enzim oziitii
6) Markir
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3.15. A. kaynarcensis D1021" Glukoz izomerazin Karakterizasyonu

3.15.1. Deneylerde Kullamilacak Enzim Miktarinin Belirlenmesi

Substrat miktar1 sabit tutularak, kademeli olarak enzim miktar: arttirildi ve enzim
artisina karsilik gelen aktiviteler hesaplandi. Enzim miktari-GI aktivite grafiginde enzim
miktarinin ve aktivitenin dogrusal artis gosterdigi yani enzimin yar1 doygun oldugu bir
noktadaki enzim miktar1 deneylerde kullanilmak iizere secildi. Buna gore de aktivite

calismalarinda 15 pl enzim kullanilmasina karar verildi.

3.15.2. Enzim Kinetigi

A. kaynarcensis D1021’in glukoz izomerazi igin enzim kinetigi deneyleri 0,4 ug
enzim kullanilarak gergeklestirildi. A. kaynarcensis D1021’in glukoz izomerazinin subsrat
olarak glukoz varliginda substrat-aktivite grafigi cizilerek enzimin basit Michaelis-Menten
kinetigine uydugu tespit edildi. Hazirlanan Michaelis-Menten grafiginden elde edilen
veriler dogrultusunda; A. kaynarcensis D1021’in glukoz izomerazinin glukoz i¢in Ky
degeri 101,75 mM ve Vyax degeri ise 14,03 umol/dk/mg protein olarak hesaplandi (Sekil
23, 24).

Unite(pumol/dk)

¢ ¢

0,012 -
__ 0,01
2
0,008
=
50,006
(]
£0,004
=
£0,002
O T T T 1

_ 00 sy 0500

Sekil 23. A. kaynarcensis D1021’in glukoz izomerazinin
Michaelis-Menten egrisi
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Sekil 24. A. kaynarcensis D1021’in glukoz izomerazinin

Lineweaver-Burk egrisi

3.15.3. Optimum Sicakhk

A. kaynarcensis D1021 glukoz izomerazinin optimum sicakligini belirlemek
amaciyla 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100°C’lerde aktivitesi Olgiilerek enzimin
calismasma sicakhigin etkisi arastirildi ve sicaklik-aktivite grafigi olusturuldu. Bu
sicakliklarda Olgiilen aktivitelere gore olusturulan sicaklik-aktivite grafigi Sekil 25°de

gosterildi. Sonug olarak enzimin optimum sicakligt 80°C olarak belirlendi, sonraki

deneylerde reaksiyonlar bu sicaklikta gerceklestirildi.

~\
( 120 -+
100 -
g 80 -
£ 60 -
2
]
< 40 -
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40 50 7 80 90 100
\_ Slcakllq((°c) )

Sekil 25. A. kaynarcensis D1021’in glukoz izomerazinin

optimum sicaklik grafigi
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3.15.4. Optimum pH

pH’nin GI aktivitesi {lizerine etkisi pH 5 - 10,5 araligindaki tamponlarda
gerceklestirilen bir seri reaksiyon ile incelendi. Elde edilen aktivite dl¢limlerine gore pH-
aktivite grafigi olusturuldu. Sekil 26’da goriildiigii gibi GI aktivitesi en yliksek 7 pH’ya

sahip tamponda gozlendi.

120 - )

~

100
80 A
60 -

Aktivite (%)

40 A
20 -

8
\. PH J

Sekil 26. A. kaynarcensis D102’in glukoz izomerazinin
optimum pH grafigi

3.15.5. Isil Kararhhg:

A. kaynarcensis D1021’in glukoz izomerazinin 1sil kararliligini belirlemek igin
saflastirilan enzim 6ziiti 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100°C’lerde 30 dakika boyunca inkiibe
edildi. Bunun ardindan optimum reaksiyon sartlarinda reaksiyon gerceklestirildi ve aktivite
Olctimleri alindi. Alinan bu 6l¢iimler degerlendirilerek bu sicakliklarda enzimin kararlilig
belirlendi. Yapilan deney sonucunda, Sekil 27°de goriildiigii gibi enzimin 60°C’den sonra
yarim saatlik bekleme siiresinin ardindan aktivitenin azaldigi belirlenmistir. st

muamelesine maruz kalmamis enzimin aktivite 6l¢iim sonucu % 100 olarak kabul edildi.
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Sekil 27. A. kaynarcensis D1021’in glukoz izomerazinin 1s1l kararligi

3.15.6. pH Kararhh@

pH kararliligini1 belirlemek i¢in saf enzim 6ziitii pH’s1 5 ile 10,5 arasinda degisen
tamponlar igerisinde 80°C’de 1, 2, 3 saat boyunca inkiibe edildi. Cesitli zaman
araliklarinda inkiibe edilen enzimlerden alinarak optimum caligma sartlarinda aktivite
dl¢iimii yapildi ve enzimin kalan aktivitesi hesapland1 (Sekil 28). Ik anda alman aktivite
Oletimii % 100 olarak kabul edildi. Enzimin en yiiksek kararliligit pH 9’da gosterdigi
belirlendi.

4 )
120 -+
——5
100 ¢ =55
=6
80 - == 6,5
s = 7
£ 60 1 —-75
2
< 40 - °
—8 5
9
20 -
=—4—9,5
0 =10
11
0 1 2 3 4
\_ Zaman (s) J

Sekil 28. A. kaynarcensis D1021’in glukoz izomerazinin pH kararliligi



4. TARTISMA

Termofilik mikroorganizmalar, &bakteriler grubu igerisinde yer alan, jeotermal
alanlarda, giibre kompostlarinda, tropik topraklarda, sicak su saglayan isiticilarda ve
collerde yasamsal faaliyetlerini siirdiiren canlilardir (Summit vd.,. 2000). Bu
mikroorganizmalarin endiistriyel énemi bulundugundan diinyada bu alanda ¢ok sayida
calisma bulunmaktadir. Ulkemizde ise taksonomik, filogenetik ve endiistriyel enzimlerin
izolasyonu ve uygulama alanlarinin tespitine yodnelik ¢ok fazla sayida calisma
bulunmamaktadir (Adiglizel, 2006). Bu c¢alismada Tiirkiye’deki bazi kaplicalarin
termofilik bakteri florasinin tespiti ve endiistriyel 6nemi olan bazi enzimlerin bu ve daha
sonra ki ¢aligmalarda izolasyonu ve uygulama alanlarinin tespiti i¢in gerekli olan kiiltiir
koleksiyonunun olusturulmasi amacglanmustir.

Yapilan bu ¢alismada, Karako¢ Kaplicasi, Kaynarca Kaplicasi, Nebiler Kaplicasi,
Alangiillii Kaplicasi, Camkdy Camur Ilicast ve Aydin Germencik Omerbeyli Jeotermal
sahasinin igerdikleri termofilik bakteriler, uygun besiyerler kullanilarak farkli sicakliklarda
cogaltildilar. Koloni morfolojilerine gore birbirlerinden farkli olabilecek 51 termofilik
izolat secildi ve saf kiiltiirii yapildi. Elde edilen termofilik izolatlarin morfolojik 6zellikleri
belirlendi. Ancak, sadece morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal 6zelliklere dayanilarak
yapilan siniflandirmanin karigikliklara neden oldugu ve bu yiizden de kesin ve tam
siniflandirmanin yapilabilmesi i¢in genetik verilerin kullanilmasi gerektigi bilinmektedir.
Son yillarda, artik klasik fenotipik veriler sadece genetik bilgileri destekleyici ek bilgi
olarak kullanilmaktadir (Rosello-Mora vd., 2001; Staley, 2006).

Bilinmeyen bir bakterinin 16S rRNA genlerinin baz dizilerinin belirlenmesi, bu
bakterinin smiflandirilmasi igin gerekli olan genotipik bilginin ilk ve temel adimidir
(Lilburn ve Garrity, 2004). Bilindigi gibi, rRNA’lar 6zelliklede 16S rRNA yapisinda
onemli dlglide genetik bilgiyi igeren, yapisal ve fonksiyonel olarak korunmus ve evrensel
bir dagilim gdsteren makromolekiiller olduklari i¢in, bakterilerin filogenetik analizlerinde
onemli derecede kullanilmaktadir (Woese, 1987). Ayrica Stackebrandt ve Goebel (1994),
ayni cinse ait olan tiirlerin 16S rRNA genlerinin baz dizileri arasindaki benzerligin %
97°den daha az oldugunu ve ayni tiire ait olan suslarin ise 16S rRNA genleri acisindan

birbirlerine % 97’den daha fazla benzer oldugunu belirtmektedirler. Ayrica aralarinda 16S
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rRNA gen dizisi acisindan % 95’den daha fazla benzerlik bulunan bakterilerin ayni cinse
ait tiirler oldugu vurgulanmaktadir (Ludwig vd., 1998).

Sistematikte genotipik bilginin ilk ve temel adimini gergeklestirmek amaciyla, ilk
olarak klasik fenotipik Ozellikleri agisindan birbirinden farkli olabilecek 51 termofilik
izolatin 16S rRNA genleri PCR yardimiyla arttirildi ve elde edilen PCR iiriinleri uygun bir
vektore klonlandiktan sonra baz dizilerinin ortaya ¢ikarilmasi i¢in baz dizin analizi yapildi.
Dizin analizi sonucunda elde edilen gen siralarinin GenBank’ta var olan bakteriyal 16S
rRNA genleriyle karsilagtirilmast sonucunda, 12 izolatin Geobacillus, 18 izolatin
Anoxybacillus, 9 izolatin Brevibacilus, 5 izolatin Thermus, 4 izolatin Aneurinibacillus ve
1’er izolatin da Pseudoxanthomonas, Schlegelella ve Chelatococcus cinslerine ait olduklari
belirlendi. Daha sonra EzTaxon programi kullanilarak, bu izolatlarin 16S rRNA gen
dizileri ile ait olduklar: cinslere ait tiirlerin 16S rRNA gen dizileri arasindaki benzerlik
oranlar1 belirlendi. Tablo 4, 5, 6, 7, 8 ve 9’da gosterilen veriler incelendiginde, izolatlarin
ait olduklar cinslerin pek ¢ok tiirline % 97 ve tizerinde benzerlik gdsterdigi goriilmektedir.

Ancak son zamanlarda 16S rRNA gen dizisi agisindan aralarinda % 97’den daha
fazla benzerlik bulunan bakterilerin, kesin olarak ayni tiir bakteriler olmayabilecegi
belirtilmektedir (Cho ve Tiedje, 2001). Bu yiizden, aralarinda 16S rRNA gen dizisi
acisindan % 97°den daha fazla olan benzerligin, bu bakterilerin ayni tir oldugunu
gostermeyebilecegi ve 16S rRNA’ya gore yeni bakteri tiirlerinin belirlenmesinin giivenilir
olmayacagt belirtilmistir (Stackebrandt vd., 2002). Birbirleriyle yakin iligkili bakteri
tirlerinin siniflandirilmasinda, 16S rRNA genleri arasindaki benzerligin karsilastiriimasi
tek basina yeterli olmadig icin, verilerin diger bazi genotipik yontemlerle desteklenmesi
gerekmektedir.

Dulger ve arkadaglarinin (2004) yaptiklari bir calismada da, Anoxybacillus
flavithermus DSM 2641", Anoxybacillus gonensis NCIBM 13933" ve Anoxybacillus
pushchionensis DSM 12423 ile ¢esitli kaplicalardan izole ettikleri ABO4" ve K4" suslarini
karsilagtirdilar. 16S rRNA gen dizisi karsilastirilmalar1 sonucunda, ABO4" ve K4'
suslarinin birbirlerine ve diger Anoxybacillus tiirlerine % 97°den daha fazla oranda
benzerlik gosterdikleri ortaya c¢ikarildi. Ancak son zamanlarda bakterilerin kesin tiir
tayinlerinin yapilmasinda temel teskil eden DNA-DNA hibridizasyonu sonucunda, ABO4"
ve K4" suslarmm birbirlerine ve diger Anoxybacillus tiirlerine % 70°den daha az benzer
olduklar1 gosterildi. ABO4" ve K4 suslarmin, Anoxybacillus cinsine ait iki yeni tiir

olduklar belirtilerek sirastyla Anoxybacillus ayderensis NCIBM 13972" ve Anoxybacillus
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kestanbolensis NCIBM 13971" olarak adlandirildi. Bu sonuglar ve benzeri pek ¢ok diger
calisma dikkate alindiginda, 16S rRNA gen dizin analizinin tiir ayriminda ¢ok etkin bir
kriter olmadig1 goriilmektedir.

16S rRNA gen dizisinin her zaman dogru sonucu vermemesinin nedenlerinden biri,
baz1 bakterilerin birbirlerine benzer olmayan g¢ok sayida rRNA operonlarina sahip
olmasidir (Boyer vd., 2001). Bu nedenle, biitiin bakteri sistematik otoriteleri tarafindan
kabul edilen goriis, birbirlerine asir1 derecede benzeyen tiirlerin ayrilmasinda 16S rRNA
gen dizin analizinin kullanilamaz oldugu, 16S rRNA gen dizin analizinin sadece cinslerin
ve birbirlerinden kolaylikla ayrilabilen tiirlerin ayriminda kullanilmasinin  uygun
oldugudur.

Biitiin bu goriisler dikkate alinarak, 16S rRNA gen dizin analizlerine gore izolatlarin
sadece cins bazinda smiflandirilmalarinin yapildigi, tiir bazinda siniflandirilmalarinin
yapilabilmesi i¢in ilave genotipik analizlerin yapilmasinin gerekli olduguna karar verildi.

Genotipik analizler detaylandirilmadan once, ilk olarak izolatlarin kendi aralarindaki
benzerlikleri bir 6l¢iide de olsa belirlemek icin ¢oziinebilir hiicre protein profillerinin
ortaya ¢ikarilmasina karar verildi. Coziinebilir protein profili gibi kemotaksonomik
markirlarin analizi ile ortaya ¢ikarilan hiicrenin kimyasal igerigi, bakteri sistematiginde
kullanilan 6nemli bir 6zelliktir. Bu nedenle, izolatlarin ¢oziinebilir hiicre proteinleri izole
edildi ve ayni cinse ait olan izolatlar kendi aralarinda karsilagtirilacak sekilde SDS-
PAGE’e yiiklendi. Izolatlarmn protein profilleri, cins igerisinde kendi aralarinda
karsilagtirildi ve Sekil 12, 13, 14 ve 15’de goriildiigii gibi Brevibacillus ve Geobacillus
cinslerine ait izolatlar birbirlerinden farkli protein profilleri sergilerken Thermus cinsine ait
5 izolatinda benzer protein profili gosterdikleri goériilmektedir. Ayrica, Anoxybacillus
cinsine ait 18 izolattan bes tanesinin (DF5, DF11, DF16, DF17 ve D1041) benzer protein
profili gosterirken, kalan 13 Anoxybacillus izolatinin farkli profiller gosterdigi
belirlenmistir.

Cato ve arkadaslar1 (1982) tarafindan, 70 adet Clostridium tiiriniin suslar1 arasinda
¢oOziinebilir proteinlerinin elektroforetik olarak karsilastirilmasini esas alan bir aragtirma
yapilmis ve arastirmanin sonucunda aralarinda % 80 DNA-DNA homolojisi gosteren
suslarin, ayni protein bantlarina sahip olduklari goriilmiistiir. Ayrica, aralarinda % 70
DNA-DNA homolojisi olan suslarin protein bantlarinda ise ¢ok kiicilik farkliliklarin oldugu
ortaya ¢ikarilirken, farkl: tiirlerin ise birbirlerinden farkli protein bantlarina sahip olduklar

goriilmiistiir. Daha onceden de belirtildigi gibi ayni tiire ait olan suslar DNA-DNA
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homolojisi agisindan birbirlerine en az % 70 oraninda benzemektedirler. Cato ve
arkadaglarinin ¢alismalar1 dikkate alindiginda, birbirlerinden farkli protein bantlarina sahip
olan bakterilerin farkli tiirler olmasi beklenirdi. Ancak, Ferguson ve Lambe (1984) yapmis
olduklar1 bir ¢alismada sicaklik ve biiylime ortami degistirildiginde tiire spesifik bantlar
disindaki diger protein bantlarinin degistigini gostermistir. Ayrica Perez ve arkadaslarinin
2000 yilinda yaptiklar1 bir caligmada, aym tiire ait bazi1 laktik asit bakterilerinin farkli
protein profilleri gosterdigini, bunun yani sira ayni protein profili gosteren bakterilerin ise
ayni tiire ait olduklarin1 gostermislerdir. Bu ¢aligmalar baz alindiginda, ayni bant profili
gosteren bakterilerin ayni tiirler olduklarini, fakat farkli bant profili gdsteren bakterilerin
ise aym tiirler olabilecegi gibi farkli tiirler de olabilecegi diisiiniilmiistiir. Bu diisiince
dogrultusunda, Thermus cinsine ait 5 izolatin birbirleriyle ayni olduklar1 diistiniildii ve bu
bes izolattan TF5 temsilci olarak se¢ildi ve genotipik ¢aligmalara sadece TF5 ile devam
edildi. Aym sekilde Anoxybacillus cinsi igerisinde benzer protein profili gosteren bes
izolatin da ayni tiire ait bakteriler olduklar1 diistiniildii ve D1041 bakteri temsilci olarak
secildi ve genotipik ¢alismalara D1041 ile devam edildi.

16S rRNA geninin (1,5 kb) tiim dizin analizinin, yakin iliskili tiirlerin ayriminda
yeterli olmadig1 daha dnce belirtilmisti. Ancak 16S rRNA geninin tiim sirast tiirler arasinda
cok biiyiik korunmusluk gostermesine karsin, 16S rRNA genin 5’ u¢ kisiminda yer alan bir
bolgenin tiirler arasinda yiliksek degiskenlik gosterdigi belirlenmis ve bu bolge cok
degisken bolge (HV) diye adlandirilmistir. Goto ve ark. 2000, 2002 ve 2004 yillarinda
yapmis olduklar1 ¢alismalar sonucunda, HV bolgesinin Brevibacillus ve Aneurinibacillus
cinslerine ait ayni tiirlerin suslari igerisinde yiiksek oranda benzerlik gdsterdigi, bu cinslere
ait tlirlerin gruplandirilmas1 ve tanimlanmasini saglayacak derecede de tiirler arasinda
farklilik  gosterdigi  belirlenmistir.  Bu ¢alisma dogrultusunda, Brevibacillus ve
Aneurinibacillus cinsine ait izolatlarin HV boélgelerinin 16S rRNA gen dizilimleri elde
edilmis ve Brevibacillus ve Aneurinibacillus tiirlerinin HV bolgeleriyle karsilastirilmistir.

Bu karsilastirma sonucunda, Aneurinibacillus cinsine ait 4 izolattan PDF6 ve
PDF32’in birbirlerine % 99 oraninda benzerlik gosterdikleri ve bu iki izolatin
Aneurinibacillus danicus tiirine % 99 oraninda benzedikleri belirlenmistir. PDF13 ve
PDF24 izolatlarinin da birbirlerine % 99 benzerlik gosterdikleri ve Aneurinibacillus
aneurinilyticus’a % 99 ve tlizeri benzerlik gosterdikleri belirlenmistir. Ayrica, bu dort
izolatin HV bdlgesine ait baz dizinleri agisindan, Aneurinibacillus tiirleriyle yakinlik

derecelerini  gosteren filogenetik aga¢ incelendiginde, PDF13 ve PDF24’{in
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Aneurinibacillus aneurinilyticus tiiriiyle bir dal olusturdugu, PDF6 ve PDF32 izolatlarinda
Aneurinibacillus danicus tiiriiyle bir grup olusturdugu goriilmektedir. Goto ve
arkadaslarinin 2002 yilinda yaptiklart iki ayr1 ¢alismada, HV bolgesinin Alicyclobacillus
cinsi igerisinde tiir seviyesinde ayrim giiciine sahip oldugu belirlenmistir. HV bolgesinin
tip suslar arasinda % 82,3-94,5 oraninda benzerlik gosterdigi, ayni tiire ait suslarin ise,
tiyesi oldugu tiirlerin tip suslarma % 99,1°den fazla benzerlik gosterdigi belirlenmistir
(Goto ve ark. 2002 a,b). Bu calismalar dogrultusunda, PDF6 ve PDF32 izolatinin
Aneurinibacillus danicus tiiriine ait yeni suslar, PDF13 ve PDF24 izolatlarinin da
Aneurinibacillus aneurinilyticus’a ait yeni suslar olduklarina karar verildi.

Brevibacillus cinsine ait dokuz izolatin; Brevibacillus tiirleriyle arasindaki iliskileri
ortaya koymak amaciyla HV bdlgesine ait baz dizinleri karsilastirildiginda, PDF29
izolatinin Brevibacillus borstelensis’e % 100 oraninda benzerlik gosterdigi, PDF28 ve
PDF22 izolatinin B. agri’ye % 98, PDF22 izolatinin B. parabrevis’e ve PDF17 izolatininda
B. thermoruber DSM 7064 tiiriine % 98 oraminda benzerlik gosterdikleri belirlenmistir.
PDF4, PDF10 ve PDFI11 izolatlarinin birbirlerine % 98 ve lizeri benzerlik gosterirken,
Brevibacillus tiirlerinden en fazla % 96 oraninda B. parabrevis’e benzerlik gosterdikleri
belirlenmistir. PDF19 izolatinin da, PDF4, PDF10 ve PDF11 grubuna % 96-97 arasi
benzerlik gosterdigi, Brevibacillus tiirlerinden en fazla % 96 oraninda B. parabrevis’e
benzerlik gosterdikleri belirlenmistir.

Bu dokuz izolatin HV bdlgesine ait baz dizinleri baz alinarak Brevibacillus tiirleriyle
yakinlik derecelerini gosteren filogenetik aga¢ incelendiginde, PDF17 izolatinin B.
thermoruber DSM 7064", PDF27 izolatinin B. parabrevis, PDF22 ve PDF28 izolatlarinin
B. agri, PDF29 izolatinin ise B. borstelensis tiiriiyle grup olusturduklar1 goriilmektedir.
PDF4, PDF10 ve PDFI11 izolatlariin birbirleriyle yakin iliskili iken, Brevibacillus
tiirlerinden ayr1 bir dal olusturduklari belirlenmistir. PDF19 izolatinin en yakin akrabalik
derecesinin PDF4, PDF10 ve PDF11 arasinda oldugu belirlenmistir.

2004 yilinda yine Goto ve arkadaglarinin, Brevibacillus tiirleri {izerine yapmis
olduklar1 bir calismada HV bolgesinin, Brevibacillus tiirlerinin gruplandirilmasi ve
tanimlanmasi i¢in elverisli bir markir oldugu belirlemisti. Yapmis olduklar1 bu ¢aligmada,
16S rRNA HV bolgesinin sira analizi benzerliklerini dendogram olarak gosteren neigbour-
joining agacinda, Brevibacillus tiirlerinin farkli dallarda toplandiklarin1 ve B. agri, B.
parabrevis, B. borstelensis tiirlerine ait suslarin, ait olduklar tiiriin tip suslartyla bir dalda

kiimelestigi ve kiime igerisinde % 100 benzerlik gosterildigi belirlenmistir. Yapilan bu
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calisma dogrultusunda, Brevibacillus cinsine ait dokuz izolatin HV bdélgesine gore yakinlik
derecelerini gosteren filogenetik agacda kiimelenmenin oldugu ve % 98 ve iizeri
benzerliklerin bulundugu bu dallar baz alindiginda, PDF17 izolatinin B. thermoruber DSM
7064, PDF27 izolatinin B. parabrevis, PDF22 ve PDF28 izolatlarmin B. agri, PDF29
izolatinin ise B. borstelensis tiiriine ait yeni suslar olduklarina karar verildi. HV bdlgesi
dizin benzerlikleri % 98 ve lizeri olan PDF4, PDF10 ve PDF11 izolatlarmin filogenetik
agacta yakin iligkili olmalar1 baz alindiginda bu ii¢ izolatin benzer olduklarina karar
verilmistir. Bu ii¢ izolatin filogenetik agag lizerinde Brevibacillus tiirlerinden ayr1 bir dal
olusturmalart ve HV dizin analizine gore Brevibacillus tiirlerine en fazla % 96 oraninda
benzerlik géstermeleri, PDF4, PDF10 ve PDF11 izolatlarinin Brevibacillus cinsine ait yeni
tir olma potansiyeli ¢ok yiiksek olan yeni bir tiiriin suslar1 olduklar1 diisliniilmektedir.
Ancak sistematik otoriteleri tarafindan kesin tiir tayinin yapilabilmesi i¢in, DNA-DNA
hibridizasyonun yapilarak bu giicli yeni tiir olma potansiyelinin netlestirilmesi
gerekmektedir. Ancak DNA-DNA hibridizasyonu i¢in gercken Brevibacillus tiirleri
laboratuarimizda mevcut olmadigindan, bu bakterilerin temini ve DNA-DNA
hibridizasyonun yapilmasi zaman alic1 bir siire¢ gerektirmektedir. Bu nedenle, DNA-DNA
hibridizasyonlar1 tez agamasi siliresinde tamamlanamamustir.

PDF19 izolatinin HV bdélgesi dizin analizleri incelendiginde, bu izolatin PDF4,
PDF10 ve PDF11 izolatlarina % 96-97 oraninda benzerlik gosterirken ve Brevibacillus
tiirlerine en fazla % 96 oraninda benzerlik gosterdigi belirlenmistir. HV bdlgesine dayali
filogenetik agag tizerinde de PDF19 izolatinin, en yakin akrabalik iliskisinin PDF4, PDF10
ve PDFI11 izolatlariyla oldugu, Brevibacillus tiirlerinden ayr1 bir dalda toplandig
goriilmektedir. HV dizin analizi benzerlik oranlar1 ve HV’ye gore olusturulan filogenetik
agactaki yeri goz Oniline alindiginda, PDF19 izolatinin PDF4, PDF10 ve PDFI11
izolatlarindan ve Brevibacillus tiirlerinden farklilik arz ettigi, ancak en yakin akrabalarinin
bu ii¢ izolat olmasi nedeni ile, ilk olarak PDF19 izolatinin, PDF4, PDF10 ve PDFI11
izolatlariyla akrabalik iliskisinin kesin olarak tanimlanabilmesi gerekmektedir. Bu nedenle,
PDF19 izolatinin ilk olarak, bu fii¢ izolatla DNA-DNA hibridizasyonun yapilmasi
gerekmektedir. Tez siirecine yetistirilemeyen bu ¢alisma tez sonrast tamamlanacaktir.

Sistematikte, 16S rRNA dizin analizinin sinirlayict etkileri, altin standart olarak
kabul edilen DNA-DNA hibridizasyonun ¢ok zahmetli ve zaman alic1 olmasinin yaninda
ve bu deneyi yapabilecek yeterli donanim ve tecriibeye sahip diinyada sadece belli baslt

laboratuarlarin olmasi gibi giicliikler nedeniyle, 16S rRNA dizin analizine ve DNA-DNA
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hibridizasyon yontemine alternatif olacak veya en azindan yapilmasi gereken DNA-DNA
hibridizasyon sayisin1 azaltabilecek yeni teknikler arastirilmistir. 2002 yilinda, bakteri
sistematik otoriteleri, protein kodlayan en az bes genin dizin analizinin, bir bakteri tiirlinii
yakin akrabalarindan ayirmak icin yeterli seviyede filogenetik verileri sagladigin ileri
stirmiislerdir. Bu yontem kullanilarak bir tiir tanimlandig1 zaman, kullanilan genlerden tek
bir tanesinin dizin verileri, bu tiire, suslarin ilave edilmesi i¢in yeterli olacagini
belirtmislerdir. Tiim genom yerine, genomun tiim O6zelliklerini yansitacak olan genlerin
karsilagtirilmast ile bakteri siiflandirilmasinin  kolay ve giivenilir bir bigimde
yapilabilecegi diislinlilmiis ve bu amagla pek ¢ok farkli gen incelenmistir.

Zeigler (2003) tarafindan yapilan bir ¢alismada, iki organizma arasindaki recN gen
dizileri benzerliginin, tiim genom benzerligini yiiksek oranda yansittig: ileri siiriilmiistiir.
Yine Zeigler’in 2005 yilinda Geobacillus cinsinin sistematiginde recN geninin
kullanilabilirligi iizerine yaptig1 ¢alismada, bu modelin DNA-DNA hibridizasyon verileri
ile ortiisen sonuclar verdigi goriilmiistiir (Zeigler, 2005). Zeigler (2005) tarafindan yapilan
calismanin sonuclarina gore; iki bakteri tiiriiniin recN gen dizileri arasindaki benzerlik %
84’den az ise, % 95 giivenle, bu bakterilerin genomlar1 arasindaki benzerligin % 70’den
daha az oldugu ve buna gorede bu bakterilerin farkli tiirlere ait oldugu belirlenir. recN
DNA dizileri arasindaki benzerlik % 96’dan fazla ise, % 95 giivenle, bu bakterilerin ayni
tiire ait olduklar1 belirlenir. recN dizileri arasindaki benzerlik % 84 ile % 96 arasinda ise,
genom arasindaki benzerligin % 70’den az veya fazla oldugundan emin olamayiz, bu
nedenle bu bakterilerin benzerligi i¢in kesin bir sonuca varilamaz. Bu veriler
dugrultusunda, ¢alismada elde edilen12 Geobacillus izolatin recN dizin analizleri
incelendiginde, TH1 ve TH2 izolatlarinin birbirlerine % 99 oraninda benzerlik
gosterdikleri ve bu izolatlarinda G. thermodenitrificans’a da % 99 oraninda benzerlik
gosterdikleri belirlenmistir. TF11 izolatinin, en fazla G. stearothermophilus’a % 99
benzerlik gosterdigi, TH7 izolatinin da en fazla G. toebii’ye % 95 oraninda benzerlik
gosterdigi  belirlenmistir. Bu  sonuglar dogrultusunda, recN benzerlik oranlar
degerlendirildiginde % 95 giivenle, TH1 ve TH2 izolatlarinin G. thermodenitrificans’in
yeni suslari, TF11 izolatimin da G. stearothermophilus’un yeni susu olabilecegi
distiniilmistir. TH7 izolatinin ise recN benzerlik degerinin siipheli aralikta olmasi
nedeniyle recN dizin analizine gore bu izolat i¢in yorum yapilamamaktadir.

recN dizin analizlerine gore, TF1 izolatinin G. kaustophilus, G. thermoleoverans, G.

lituanicus ve G. vulcani bakterilerine % 99 benzerlik ve G. thermocatenulatus’a da % 97
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oraninda benzerlik gosterdigi, diger Geobacillus tiirlerine ise % 82’den daha az benzerlik
gosterdigi goriilmektedir. Zeigler 2005 yilinda Geobacillus cinsinin sistematiginde recN
geninin kullanilabilirligi iizerine yaptig1 ¢alismada, G. kaustophilus, G. thermoleoverans,
G. thermocatenulatus, G. lituanicus ve G. vulcani bakterilerinin ¢ok yakin iligkili
olduklarin1 ve recN benzerliklerinin bu tiirlerin ayriminda yeterli olmadigin1 belirtmistir.
Zeigler bu bes tiirii Grup 3 adi altinda bir grupta toplamis ve recN agacinda da Grup 3’iin
ayr1 bir dal olusturdugunu ve Grup 3 iiyelerinin ayriminda recN geninin yeterli olmadiginm
belirtmistir. Bu veriler dogrultusunda, TF1 izolatinin bu Grup 3 diye adlandirilan
bakterilerden bir tanesine ait yeni bir sus oldugu, fakat Grup 3’deki hangi bakterinin susu
oldugu belirlenememistir.

DF20, TF13, TF14, TF16, TF17 ve TH6 izolatlarinin recN genlerinin birbirlerine %
99 benzerlik gosterdikleri ve bu nedenle de bu alt1 izolatin birbirleriyle ayn1 olduklarina
karar verilmistir. Bu alt1 izolatin ise, Geobacillus tiirlerine en fazla % 91 oraninda Grup 3
tiyelerine benzerlik gosterdikleri, % 85 oraninda G. uzenensis ve G. subterranues’a, %
83’den daha az oranda da diger Geobacillus tiirlerine benzerlik gosterdikleri belirlenmistir.
recN dizileri arasindaki benzerlik % 84 ile % 96 arasinda ise, genom arasindaki benzerligin
% 70’den az veya fazla oldugundan emin olamdigimizdan, bu bakterilerin G. uzenensis, G.
subterranues ve Grup 3 tiyelerine olan benzerligi igin kesin bir sonuca varilamaz.

TF12 izolatinin recN geni benzerlikleri incelendiginde, TF12 izolatinin DF20, TF13,
TF14, TF16, TF17 ve TH6 izolatlarina % 95 oraninda benzerlik gdsterdigi, % 94 oraninda
Grup 3 tiyelerine benzerlik gosterdikleri, % 84 oraninda G. uzenensis ve G. subterranues’a,
% 83’den daha az oranda da diger Geobacillus tiirlerine benzerlik gosterdikleri
belirlenmistir. Bu nedenle TF12 izolatinin, DF20, TF13, TF14, TF16, TF17 ve TH6
izolatlaria ve G. uzenensis, G. subterranues ve Grup 3 iiyelerine olan benzerligi i¢in kesin
bir sonuca varilamaz.

recN geninin, Geobacillus cinsi igerisinde bazi tiirlerin ayriminda yeterli olmadigi ve
sonuglarinin % 95 giivenle yorumlandig: i¢in, elde edilen recN verilerini dogrulamak ve
ayrim yapilamayan izolatlarin tiir tayinlerinin yapilabilmesi i¢in ilave genlerin
incelenmesine karar verildi. Yapilan pek ¢ok ¢aligma sonucunda kismi rpoB dizin analizi;
tiirler arasinda biiylik farklilik gdsterirken, ayni tiire ait suslar arasinda biiylik oranda
korundugu ve bu sayede taksonomik calismalarda molekiiler markir olarak kullanabilirligi
ortaya konulmustur (Mollet vd., 1997; Drancourt ve Raoult, 2002; Ko vd., 2002; Kim vd.,
2003; Korczak vd., 2004; Korczak vd., 2006;).
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Geobacillus cinsine ait 12 izolatin tiir tayinlerinin yapilmasina yol gostermesi
amaciyla, bu izolatlarin rpoB genlerinin yaklasik 400 bp’lik bolgesi cogaltildi ve analiz
edildi. Geobacillus tip tiirlerinin kismi rpoB gen dizinleri literatiirden elde edildi ve
calismada elde edilen izolatlarin rpoB gen dizinleriyle karsilastirildi. Ilk olarak
Geobacillus tip tiirlerinin kismi rpoB gen dizinleri agisindan benzerlik oranlar
incelendiginde, Zeigler’in Grup 3 diye adlandirdigi ve birbirleriyle cok yakin iliskili
olduklarin1 belirttigi G. kaustophilus, G. thermoleoverans, G. thermocatenulatus, G
Jituanicus ve G. vulcani tiirlerinin rpoB gen dizin analizi agisindan da birbirlerine gok
biiyiik oranda benzerlik gosterdigi (> 98) belirlendi. Incelenilen diger Geobacillus tip
tiirlerinin ise, rpoB gen dizinlerinin birbirlerine ve Grup 3 iiyelerine en fazla % 93 oraninda
benzerlik gosterdikleri belirlendi. Bu veriler baz alinarak, calismada elde edilen izolatlarin
rpoB gen dizin analizleri incelendiginde, TH1 ve TH2 izolatlarinin birbirlerine % 99
benzerlik gosterdikleri ve bu iki izolatin G. thermodenitrificans’a % 98 benzerlik
gosterdigi belirlenmistir. recN ve rpoB gen analizlerine dayanarak, TH1 ve TH2
izolatlarmin G. thermodenitrifacans’a ait yeni suslar olduklarina karar verildi. TF11
izolatinin rpoB geni, % 99 oraninda G. stearothermophilus’a benzerlik gostermektedir ve
recN analizinin sonuglariyla paralel olarak bu izolatin G. stearothermophilus’un yeni bir
susu olduguna karar verildi. recN gen analizine gore G. toebii ile benzerligi siipheli olan
TH7 izolatinin rpoB gen benzerligini incelendiginde, incelenilen Geobacillus tiirlerine en
fazla % 85 oraninda benzerlik gosterdigi, ancak incelenilen Geobacillus tiirleri arasinda G.
toebii tirti bulunmamaktadir. rpoB ve recN gen sonuglar1 géz Oniine alindiginda, TH7
izolatinin G. toebii hari¢ diger tiirlerle ait olmadig1 netlik kazanmasina ragmen, G. toebii
ile yakin iligkili oldugu ancak G. tobeii ile benzerlik derecesinin kesin olarak
netlestirilemedi. TF1 izolatinin rpoB geni, % 99 oraninda Zeigler’in Grup 3 {iyelerine
benzerlik gosterdigi, diger Geobacillus tiirlerine ise % 92’den daha az oranda benzerlik
gosterdigi belirlendi. recN sonuglarini destekler nitelikte, TF1 izolatinin kesin olarak yeni
tiir olmadig1, Grup 3 iiyelerinin bir susu oldugu, ancak Grup 3 iiyelerinden hangisinin susu
oldugu netlik kazanamamustir.

DF20, TF13, TF14, TF16, TF17 ve TH6 izolatlarinin rpoB genleri birbirlerine % 98
ve lizeri benzerlik gosterirken, incelenilen Geobacillus tiirlerine en fazla % 93 oraninda
Grup 3 tyelerine benzerlik gosterdigi belirlenmistir. recN geni sonuglarina gore, bu
izolatlarin G. uzenensis, G. subterranues ve Grup 3 iiyelerine olan benzerligi i¢in kesin bir

sonuca vartlamamistir. rpoB geni agisindan Grup 3 bakterilerine diisiik oranda benzerlik
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gostermesi, bu alt1 izolatin Grup 3 iyelerinden farkli oldugunu goéstermektedir. Ancak,
recN analizinde benzerlikleri siipheli olan G. uzenensis ve G. subterranues tiirlerinin, tez
kapsaminda calisilan kismi rpoB gen bolgesinin dizin analizleri literatiirde mevcut degildir.
Bu nedenle, bu alt1 izolatin tiir tayinlerinin kesin olarak yapilabilmesi i¢in G. uzenensis ve
G. subterranues ile benzerliklerinin ortaya ¢ikarilmasi gerekmektedir. Ancak, Geobacillus
cinsinin sistematiginde recN geninin kullanilabilirligi lizerine Zeigler (2005) tarafindan
yapilan bir calismada, G. uzenensis bakterisinin tip tiirii (G. uzenensis U") yerine, bu
bakterinin tip tiirli ile Nazina ve arkadaslar1 (2002) tarafindan ayn1 makalede yaymlanan G.
uzenensis X susunu BGSC bankasindan temin ederek ¢alismistir. Zeigler (2005) yaptigi bu
calismada, satin aldig1 G. uzenensis X bakterisinin 16S rRNA gen dizilimini belirlemis
(GenBank no: AY608959) ve Nazina ve arkadaslarinin literatiire verdikleri G. uzenensis X
16S rRNA gen dizini (GenBank no: AF276305) ile karsilagtirmistir. Bu karsilastirma
sonucunda, 16S rRNA gen dizilerinin % 98 oraninda benzerlik gosterdigi ve ayrica elde
ettigi recN gen sonuglarinda da calistigi G. uzenensis X bakterisinin G. subterraneus ile
cok yakin iligkili olduklarini belirlemistir. Bu veriler dogrultusunda, Zeigler G. uzenesis X
BGSC 92A2 bakterisinin Nazina ve arkadaslar1 (Nazina vd., 2001) tarafindan literatiire
kazandirilan G. uzenensis X bakterisi olmadigin1 veya Nazina ve arkadaslar1 tarafindan
literatiire verilen 16S rRNA GenBank sirasinin yanlis oldugunu belirtmistir. Bu nedenle,
G. uzenensis suslarinin taksonomik g¢alismalarla onaylanmasi gerektigini vurgulamistir.
Zeigler recN analizi ¢alismasinda, G. uzenensis bakteri olarak sadece bu siipheli susu
kullandig1 igin, elde ettigi G. uzenensis X recN sirasinin ¢ok da giivenilir olmadig1 ortaya
cikmaktadir. Bu nedenle, recN analizine gore DF20, TF13, TF14, TF16, TF17 ve TH6
izolatlarinin G. uzenensis, G. subterranues ve Grup 3 iiyelerine olan siipheli benzerlikleri
igerisinde, G. uzenensis’e olan siipheli benzerligi kesin olarak daha da siipheli olmustur.
rpoB analizine gore bu izolatlarin Grup 3 liyelerine benzer olmadiklar1 belirlenmis ancak
G. uzenensis, G. subterranues ile olan benzerlikleriyle ilgili yorum yapilamamistir. Bu
durumu netlestirmeye yardimci olabilmesi amaci ile Bacillus, Paenibacillus, Brevibacillus
ve Alicyclobacillus tiirlerinin gruplandirilmasi ve tanimlanmasi igin elverigli bir markir
olan HV bolgesinin Geobacillus cinsi igin de kullanilmasina karar verilmistir.

DF20, TF13, TF14, TF16, TF17 ve TH6 izolatlar1 gibi TF12 izolatinin da recN
sonuglari, TF12 izolatinin G. uzenensis, G. subterranues ve Grup 3 iiyelerine olan
benzerligi kesin olarak belirlenmemis ve ayrica TF12 izolatinin DF20, TF13, TF14, TF16,

TF17 ve TH6 izolatlarina olan benzerligi de siipheli olarak belirlenmisti. rpoB analizleri
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sonucunda, TF12 izolatinin Grup 3 tiyelerine % 92 oraninda ve DF20, TF13, TF14, TF16,
TF17 ve TH6 izolatlarina % 94 oraninda benzerlik gosterdigi belirlenmis ve bu sonuglar
dogrultusunda TF12 izolatinin DF20, TF13, TF14, TF16, TF17 ve TH6 izolatlarindan ve
Grup 3 iyelerinden farkli olduguna karar verildi. Ancak, rpoB geni agisindan G. uzenensis,
G. subterranues ile karsilastirilamadigi i¢in ve bu izolatinda tiir tayininin yapilmasi i¢in
ilave analizlerin (HV) yapilmasina karar verildi.

Goto ve arkadaslarinin, 2000, 2002 ve 2004 yillarinda yapmis olduklar1 ¢aligmalarla,
HV bolgesinin, Bacillus, Paenibacillus, Brevibacillus ve Alicyclobacillus tiirlerinin
gruplandirilmasi ve tanimlanmasi ig¢in elverigli bir markir oldugu belirlendi. Bu
aragtirmacilarin 2000 yilinda Bacillus cinsi ile yaptigi ¢alismada, Bacillus cinsinden
ayrilarak Geobacillus adinda yeni bir cinse dahil edilecek olan B. thetmoleoverans, B.
kaustophilus, B. stearothermophilus ve B. thermoglucosidasius tiirlerini Bacillus cinsi
igerisinde c¢alismigtir. Bu dort tiiriin diger Bacillus cinsi iiyelerinden ¢ok ayri bir dal
olusturdugunu belirlemis ancak ayr1 bir cins olarak ayrimini yapmamistir. Yine bu
caligmada B. thermoleoverans ve B. kaustophilus’un HV bdlgelerinin birbirlerine % 100
benzerlik gdsterdigi ve HV filogenetik agacinda ayni1 dalda toplandiklari, B.
stearothermophilus ve B. thermoglucosidasius ise bu iki tiiriinden ayr1 dallar olusturduklari
belirlenmistir. Goto ve arkadaglarinin (2000) bu ¢alismasindan yola ¢ikarak bu ¢alismada,
literatiirdeki mevcut Geobacillus tiirlerinin ve bu tiirlere DNA-DNA hibridizasyon deneyi
ile ait oldugu belirlenen suslarin HV bolgeleri, literatiirdeki mevcut 16S rRNA gen
dizinlerinden elde edildi ve bu calismada elde edilen Geobacillus cinsine ait olan 12
izolatin HV bolgesiyle karsilastirildi ve filogenetik agaci ¢izildi (Tablo 12; Sekil 18).

HV filogenetik agaci incelendiginde, G. kaustophilus, G. thermoleovorans, G.
lituanicus ve G. vulcani tiirlerinin birbirlerine ¢ok yiiksek oranda benzerlik gosterdigi ve
aga¢ Uzerinde bir dalda gruplandiklart belirlenmistir. G. stearothermophilus, G.
subterraneus, G. thermodenitrificans, G. caldoxylosilyticus, G. thermoglucosidasius
tiirlerine ait tip suslarin, bu tiirlere ait olan suslara % 99 ve iizeri benzerlik gosterdikleri,
HYV filogenetik agacinda her tip susun kendi suslariyla bir grup olusturdugu belirlenmistir.
Ayrica, G. jurassicus DS1", G. jurassicus DS2 ve G. uzenensis U, G. uzenensis X
(AF276305) bakterilerinin HV bolgelerinin % 99 ve iizeri benzerlik gosterdigi ve HV
filogenetik agacinda bir dal iizerinde gruplandiklar1 goriilmektedir. Zeigler (2005) recN
analizi calismasinda BGSC bakteri deposundan satin aldigi G. uzenensis X bakterisinin

16S rRNA gen dizinini elde edip, AY608959 numarasi ile GenBank’a vermisti. Zeigler’in
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elde ettigi G. uzenensis X 16S rRNA gen dizininden (AY608959) elde edilen HV
bolgesinin, Nazina ve arkadaslarmin belirledigi G. uzenensis X 16S rRNA (AF276305)
gen sirasindan elde edilen HV bdlgesine % 96 oraninda benzerlik gosteritken, G.
subterraneus DSM 7263" ve G. subterraneus Sam ve G. subterraneus K suslarmimn 16S
rRNA gen dizinlerinden elde edilen HV bdélgelerine ise % 99 ve iizeri benzerlik gosterdigi
belirlenmistir. HV filogenetik agaci tizerinde de G. uzenensis X (AY608959)’in, G.
subterraneus grubu igerisinde yer aldig1 belirlenmistir. Ayrica Zeigler tarafindan kullanilan
G. uzenensis X bakterisinin 16S rRNA (AY608959) geninin tiim dizininin, Nazina ve
arkadaslari tarafindan literatiire verilen G. uzenensis X (AF276305) 16S rRNA gen sirasina
% 98 oraninda benzerlik gosterirken, G. subterraneus tiiriine ise % 99.9 oraninda benzerlik
gosterdigi bu calismada belirlenmistir. Bu veriler dikkate alindiginda, Zeigler’in recN
analizi i¢in kullandigi G. uzenensis X bakterisinin; Nazina ve arkadaslari tarafindan
literatiire kazandirilan G. uzenesis X olmadigi ve bu bakterinin G. subterraneus olma
thtimalinin ¢ok yiiksek oldugu belirlenmistir.

HV bolgesinin, Geobacillus cinsi igerisinde, Grup 3 iiyeleri diginda, tiirler arasinda
ayrim yapabildigi, ayrica bir tiiriin suslar arasinda yiiksek oranda benzerlik gdsterdigi bu
sonuglardan ¢ikarilmistir (Sekil 18). Bu veriler dogrultusunda Geobacillus cinsine ait 12
izolatimizin HV bolgesi, 16S rRNA gen dizinlerinden elde edilmis ve Geobacillus tiirleri
ve suslartyla karsilastirnlmistir. HV  bolgelerinin  karsilastirilmas1  sonucunda, TF11
izolatinin G. stearothermophilus’a, TH1 ve TH2 izolatlarinin G. thermodenitrifcans’a,
TF11 izolatinin G. stearothermophilus’a % 99 ve flizeri benzerlik gosterdikleri ve bu
sonuglar1 recN ve rpoB sonuglarini destekler nitellikte oldugu, TH1 ve TH2 izolatlarinin G.
thermodenitrificans’in, TF11 izolatinin da G. stearothermophilus’un yeni suslari olduklar
teyit edildi.

TF1 izolatinin HV bdlgesinin,G. kaustophilus ve G. thermoleovorans’a % 100
benzerlik gosterdigi ve Grup 3’iin diger iiyelerine % 98-99 oraninda benzerlik gosterdigi
ve HV filogenetik agacinda G. kaustophilus ve G. thermoleovorans suslariyla bir grup
olusturdugu goriilmektedir. recN ve rpoB sonuclar1 dogrultusunda, TF1 izolatinin Grup 3
tiyelerine ait bir sus oldugu fakat Grup 3 liyelerinden hangisine ait oldugu belirlenemedi.
HYV analizleri, recN ve rpoB analizlerini destekleyip, bir adimda ileri gotiirecek nitelikte
olup; TF1 izolatinin Grup 3 iiyelerinden G. kaustophilus veya G. thermoleovorans’in

birinin susu olabilecegi belirlendi.



126

TH7 izolatinin HV bélgesinin G. toebii tiiriine % 98 benzerlik gostermesi, recN ve
rpoB gen sonuglarinda oldugu gibi TH7 izolatinin kesin tiir tayinin belirlenememesine
sebep olmaktadir. TH7 izolatinin en fazla G. toebii tiiriine benzerlik gosterdigi belirlenmis,
fakat benzerlik seviyesi kesin olarak belirlenememistir. Geobacillus tiirlerinin HV
bolgeleri incelendiginde, % 98 benzerlik oraninin yakin iligki tiirler arasinda goriildiigi
gibi, G. thermoleoverans’a ait iki sus arasinda da goriilmesi, % 98 oranin kesin bir sonug
veremedigini gostermektedir. Bu veriler degerlendirildiginde, TH7 izolatinin G. toebii ile
yakin iligki oldugunu, ancak G. toebii’ye ait yeni bir sus mu, yoksa Geobacillus cinsine ait
yeni bir tir mi oldugunun kesin olarak belirlenebilmesi igin DNA-DNA
hibridizasyonunun yapilmasi gerektigi tespit edilmistir.

DF20, TF13, TF14, TF16, TF17 ve TH6 izolatlarinin HV boélgelerinin birbirlerine ve
G. jurassicus, G. uzenenzis U" ve G. uzenenzis X (AF276305)’e % 99 ve iizeri benzerlik
gosterdikleri ve bu benzerlik gdsterdikleri suslar ile HV filogenetik agacinda ayni grupta
yer aldiklar1 belirlenmistir. recN analizine gore yakin iliski oldugu ancak benzerliklerinin
kesin olarak belirlenemedigi, Grup 3 tyeleri ve G. subterraneus’a ise HV boélgeleri % 97
oraninda benzerlik gostermektedir. Bu sonuglar rpoB verilerini destekler nitelikte olup,
DF20, TF13, TF14, TF16, TF17 ve TH6 izolatlarmin Grup 3 iyeleri ve G.
subterraneus’tan farkli olduklar1 ancak G. uzenesis veya G. jurassicus tiirlerinden birine ait
yeni suslar oldugu belirlenmistir. G. jurassicus’un recN ve rpoB analizi literatiirde mevcut
olmadigi i¢in recN ve rpoB analizlerinde G. jurassicus ile ilgili bilgi karsilastiriimasi
yapilamamustir.

Son olarak TF12 izolatinin HV bdlgesi benzerlikleri incelendiginde, TF12 izolatinin
HYV bolgesinin DF20, TF13, TF14, TF16, TF17 ve TH6 izolatlarina, Grup 3 iiyelerine ve
G. uzenesis ve G. jurassicus suslarma % 97 oraninda benzerlik gosterdigi, diger
Geobacillus izolatlarin ise 97°den daha az bir benzerlik gosterdigi belirlenmistir (Tablo
12). recN analizine gore TF12 izolati, DF20, TF13, TF14, TF16, TF17 ve TH6 izolatlarina
% 94-96 oraninda benzerlik gosterdigi i¢in, TF12 izolatinin diger 6 izolata olan benzerligi
icin kesin bir sonuca varilamdi. rpoB ve HV analiz sonuglart sonucunda, TF12 izolatinin
DF20, TF13, TF14, TF16, TF17 ve TH6 izolatlarindan farkli oldugu belirlendi. HV
filogenetik agacinda da, TF12 izolatinin Geobacillus tiirlerinden ve bizim kendi
Geobacillus izolatlarimizdan ayr1 bir dal olusturdugu goriilmektedir. recN, rpoB ve HV
analiz verileri degerlendirildiginde, TF12 izolatinin Geobacillus cinsine ait yeni tiir olma

potansiyelinin ¢ok yiiksek oldugu, ancak bakteri sistematik otoriteleri tarafindan kesin tiir
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tayinin yapilabilmesi icin DNA-DNA hibridizasyonu yapilarak, bu yeni tiir potansiyelinin
netlestirilmesi gerektigi belirlenmistir.

Sistematigi yapilmig Anoxybacillus cinsine ait izolatlarin 16S rRNA gen dizin
analizleri, izolatlarimizin Anoxybacillus tiirlerine yiiksek oranda benzerlik gosterdigi
belirlenmistir. Ancak 16S rRNA gen dizin analizinin sadece cins seviyesinde ve
birbirlerinden kolaylikla ayrilabilen tiirlerin ayriminda kullanilmasinin uygun oldugu
belirlenmistir  (Stackebrandt vd., 2002). Bu nedenle, Anoxybacillus cinsine ait
izolatlarimizin tiir seviyesinde siniflandirilmasinin yapilabilmesi i¢in genotipik analizlerin
yapilmasi gerekmektedir. Yapilan pek ¢ok calismada, kismi rpoB dizin analizinin; tiirler
arasinda biiyiik farklilik gosterirken, ayni tiire ait suglar arasinda biiyiik oranda korundugu
bu sayede taksonomik ¢aligmalarda molekiiler markir olarak kullanabilirligi ortaya
konulmustur (Mollet vd., 1997; Drancourt ve Raoult, 2002; Ko vd., 2002; Kim vd., 2003;
Korczak vd., 2004; Korczak vd., 2006). Anoxybacillus cinsinin sistematiginde kismi rpoB
geninin kullanilabilirligi {izerine yapilan bir literatiir c¢aligmast bulunmamaktadir.
Tarafimizdan Anoxybacillus tip tiirleri ve suslar1 kullanilarak yapilan bir g¢alismada
Anoxybacillus cinsinin sistematiginde kismi rpoB geninin kullanilabilirligi arastirildi ve bu
aragtirma sonucunda, kismi rpoB geninin Anoxybacillus tiirleri arasinda farklilik
gosterirken (< % 97), aym tiire ait suslar arasinda biiyiik oranda (= % 98) korundugu
belirlendi. Bu sayede de kismi rpoB geninin Anoxybacillus cinsinin siniflandirilmasinda
molekiiller markir olarak kullanabilirligi ortaya konuldu (Data verilmemistir). Bu
caligmanin verileri referans alinarak, Anoxybacilus izolatlarimizin rpoB gen dizinleri
belirlendi ve Anoxybacillus suslarinin rpoB geni ile karsilastirildi ve filogenetik agag
cizildi (Tablo 13; Sekil 21). Bu veriler degerlendirildiginde, TF15, PDF3, PDF18, PDF21,
PDF38, TH4, D1041 ve D1042 izolatlarinin birbirlerine % 98 ve ilizeri benzerlik
gosterdikleri, bu nedenle ayni tiir bakteriler olduklarina karar verildi. Bu sekiz izolatin, A.
gonensis NCIBM 13933" tip susu ve diger suslarma % 98 ve iizeri benzerlik gosterirken
diger Anoxybacillus tiirlerine ise % 96’dan daha az bir benzerlik gosterdikleri
belirlenmistir. Bu sonuglar dogrultusunda TF15, PDF3, PDF18, PDF21, PDF38, TH4,
D1041 ve D1042 izolatlarmin A. gonensis NCIBM 13933" ¢ ait yeni suslar olduklarina
karar verildi.

PDF1, PDF2, PDF15, PDF16 ve THS izolatlarinin rpoB genleri birbirlerine % 99 ve
tizeri benzerlik gdsterdikleri i¢in bu bes izolatin birbirinin ayni bakteriler olduklarina karar

verildi. Bu bes izolatin rpoB gen dizinleri, % 98 oraninda A. kamcthankensis’e benzerlik
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gosterirken diger Anoxybacillus tiirlerine % 95’den daha az benzerlik gosterdikleri
belirlendi. Bu veriler géz oniine alindiginda, PDF1, PDF2, PDF15, PDF16 ve THS
izolatlarmin A. kamcthankensis’e ait yeni suslar olduklari belirlendi.

D1021 izolatinin rpoB geni analiz verileri incelendiginde, D1021 izolatinin
Anoxybacillus tiirlerine en fazla % 96 oraninda benzerlik gosterdigi ve rpoB filogenetik
agacinda da D1021 izolatinin Anoxybacillus tiirlerinden ve diger izolatlardan ayr1 bir dal
olusturdugu goriilmektedir. Bu veriler dogrultusunda, D1021 izolatinin Anoxybacillus
cinsine ait yeni bir tiir olduguna karar veridi. Ancak bakteri sistematik otoriteleri tarafindan
kesin tiir tayininin yapilmasi i¢in DNA-DNA hibridizasyonun yapilmasi gerektigi
vurgulandigi i¢in, D1021 izolatinin Anoxybacillus tiirleriyle DNA-DNA hibridizasyonun
yapilmasina karar verildi. Bu g¢alisma dogrultusunda, D1021 izolatinin ve Anoxybacillus
tiirlerinin genomik DNA’lar1 Marmur prosediiriine gore izole edildi ve Mandel ve Marmur
(1968) tarafindan gelistirilen termal denatiirasyon yontemine gére D1021 izolatinin DNA
baz kompozisyonu % 42,9 olarak belirlendi. Marmur prosediiriine gore izole edilen D1021
ve Anoxybacillus tiirlerinin genomik DNA’lar1 kullanilarak, De Ley ve arkadaslarinin
(1970) gelistirdigi DNA-DNA hibridizasyon yontemine gore DNA-DNA benzerlik
seviyesi belirlendi. D1021 izolatimin A. pushchinoensis DSM 12423"¢ % 38,7, A. gonensis
NCIBM 13933"¢ % 55,6, A. ayderensis NCIBM 13972"¢ % 59, A. kamchatkensis DSM
14988"¢ % 63, A. kestanbolensis NCIBM 13971"e % 32,8, A. flavithermus DSM
26417¢ % 38,4, A. bogrovensis DSM 17956"’¢ % 30 ve A. thermarum DSM 17141"a %
40 oraninda benzerlik gdsterdigi belirlendi. Bakteri sistematik otoriteleri tarafindan, ayn1
tiire ait bakterilerin DNA-DNA homolojilerinin % 70’den daha fazla oldugu, farkl tiirlerin
ise % 70’den daha az benzerlik gosterdigi kabul edilmektedir (Wayne vd., 1987). Bu
nedenle, D1021 izolatinin Anoxybacillus cinsine ait yeni bir tiir olduguna karar verildi ve
Anoxybacillus kaynarcensis D1021" olarak adlandirildu.

Thermus cinsine ait olan 5 izolatin (TF2, TF3, TF5, TF6 ve TF7), SDS-PAGE analizi
sonucunda ¢ok benzer protein profili gosterdiklerinden, bes izolattan sadece bir tanesi
(TF5) temsilci olarak secildi. Thermus cinsinin tiir tayinine yardimci olabilecek herhangi
bir gen analizi veya fenotipik test bulunamadigi i¢in, TF5 izolatinin kesin tiir tayinin
yapilabilmesi i¢gin DNA-DNA hibrizasyon calismasinin yapilmasina karar verildi. 16S
rRNA dizin analizi sonuglarina goére, TF5 izolatt % 97’in iizerinde sadece Thermus
scotoductus DSM 8553"°a benzerlik gosterdigi icin, DNA-DNA hibridizasyon calismasi
TF5 ve T. scotoductus DSM 8553" arasinda yapildi ve TF5 ve T. scotoductus DSM
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8553’ un DNA-DNA benzerlik seviyesi % 90 olarak belirlendi. Bakteri sistematik
otoriteleri tarafindan, ayni tiire ait bakterilerin DNA-DNA homolojilerinin % 70’den daha
fazla oldugu kabul edilmektedir (Wayne vd., 1987). Bu nedenle, TF5 izolatinin, T.
scotoductus DSM 8553 tiiriine ait yeni bir sus oldugu belirlenmistir.

Schlegelella cinsi  Schlegelella aquatica LMG 23380" ve Schlegelella
thermodepolymerans DSM 15344"; Chelatococcus cinsi Chelatococcus daeguensis DSM
22069" ve Chelatococcus asaccharovorans DSM 6462" ve Pseudoxanthomonas cinsinin
tiyeleri, ¢ogunlukla mezofilik karakterlidirler, sadece Pseudoxanthomonas taiwanensis
KCTC 22832" bakterisi termofilik 6zelliktedir. Bu cinslerin iiyeleri arasinda literatiirde
verilen yag asidi igeriklerinin farklilik gosterdigi, bu nedenle bu cinslerin
siniflandirilmasinda  yag asidi iceriklerinin kullanilabilecegi diisiiniilmektedir. Bu
dogrultuda bu cinslere ait olan PDF7, PDF20 ve PDF31 izolatlarinin yag asidi igerikleri
Microbial Identifikasyon System’i (MIS) ile belirlendi ve literatiirdeki bilgilerle
karsilastirildi (Tablo 14, 15 ve 16). Yag asidi karsilagtirmasi incelendiginde, PDF7,
PDF20 ve PDF31 izolatlarinin yag asidi igeriklerinin ait olduklar1 cinslerin iiyelerinin yag
asidi iceriklerinden ¢ok farkli oldugu belirlendi. Bu nedenle, PDF7, PDF20 ve PDF31
izolatlarinin kesin tiir tayinlerinin yapilabilmesi i¢in, DNA-DNA hibridizasyonlarinin
yapilmasma karar verildi ve DNA-DNA benzerlik seviyeleri belirlendi. PDF7 ve S.
aquatica LMG 23380"’1n DNA-DNA benzerlik seviyesi % 50 iken; PDF7 ve S.
thermodepolymerans DSM 15344" arasindaki DNA-DNA benzerlik seviyesinin % 87
oldugu; PDF20 ve Chelatococcus daeguensis DSM 22069 arasindaki DNA-DNA
benzerlik seviyesinin % 80; PDF31 ve Pseudoxanthomonas taiwanensis KCTC 22832"
arasindaki DNA-DNA benzerlik seviyesinin % 91 oldugu belirlendi. Bakteri sistematik
otoriteleri tarafindan, ayni tiire ait bakterilerin DNA-DNA homolojilerinin % 70’den daha
fazla oldugu kabul edilmektedir (Wayne vd., 1987). Bu nedenle, PDF7 izolatinin S.
thermodepolymerans DSM  15344" tiiriine ait yeni bir sug; PDF20 izolatinin
Chelatococcus daeguensis DSM 22069" tiiriine ait yeni bir sus; PDF31 izolatimn da
Pseudoxanthomonas taiwanensis KCTC 22832" tiiriine ait yeni bir sus olduguna karar
verildi.

Yapilan bu tez ¢alismalar1 sonucunda, diinya literatiiriine Anoxybacillus cinsine ait
yeni bir tiir kazandirilmistir ve bu yeni tiir Anoxybacillus kaynarcensis D1021" olarak
adlandirilmistir. Ayrica, A. gonensis NCIBM 13933™ ¢ ait 8 yeni sus (TF15, PDF3,
PDF18, PDF21, PDF38, TH4, D1041, D1042) ve A. kamcthankensis’e ait bes yeni sus
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(PDF1, PDF2, PDF15, PDF16, THS) literatiire kazandirildi. PDF6 ve PDF32 izolatinin
Aneurinibacillus danicus tiiriine ait yeni suslar, PDF13 ve PDF24 izolatlarinin da
Aneurinibacillus aneurinilyticus’a ait yeni suslar oldugu belirlendi. PDF17 izolatinin B.
thermoruber DSM 7064", PDF27 izolatinin B. parabrevis, PDF22 ve PDF28 izolatlarinin
B. agri, PDF29 izolatinin ise B. borstelensis tiiriine ait yeni suslar olduklarina karar verildi.
PDF4, PDF10 ve PDF11 izolatlarinin Brevibacillus cinsine ait yeni tiir olma potansiyeli
cok yiiksek olan yeni bir tiiriin suslar1 olduklar1 diistiniilmektedir. TH1 ve TH2 izolatlarinin
G. thermodenitrificans’mn, TF11 izolatinin da G. stearothermophis’un yeni suslar
olduklarina karar verildi. TF1 izolatinin, G. kaustophilus veya G. thermoleovorans’dan
birine ait yeni bir sus, DF20, TF13, TF14, TF16, TF17 ve TH6 izolatlarinin G. uzenesis
veya G. jurassicus tiirlerinden birine ait yeni suslar oldugu belirlendi. TF12 izolatinin
Geobacillus cinsine ait yeni tiir olma potansiyelinin ¢ok yiiksek oldugu sonucuna varildi.
Ayrica, T. scotoductus DSM 8553 tiiriine ait bes yeni sus (TF2, TF3, TF5, TF6, TF7); S.
thermodepolymerans DSM 15344" tiiriine ait yeni bir sus (PDF7); Chelatococcus
daeguensis DSM 22069" tiiriine ait yeni bir sus (PDF20); Pseudoxanthomonas
taiwanensis KCTC 22832 tiiriine ait yeni bir sus (PDF31) diinya literatiiriine kazandirildi.

Bu calismada ayrica, Izmir Kaynarca kaplicasindan izole edilen ve diinya literatiiriine
yeni tiir olarak kazandirilan Anoxybacillus kaynarcensis D1021"°de glukoz izomeraz
enziminin aktivitesi belirlendi ve A. kaynarcensis D1021"e ait GI enzimini kodlayan
genin klonlanmasi, enzimin biyokimyasal Ozelliklerinin ve kinetik parametrelerinin
belirlenmesine ¢alisildi. Bu tez kapsaminda o6ncelikle, GI enzimini kodlayan genin tiim baz
dizilimi a¢ia cikarilmis ve sonrasinda, A. kaynarcensis D1021" GI’s1 GenBanktaki diger
bakterilerin GI genleriyle amino asit dizilimleri dikkate alinarak karsilagtirilmistir. Bu
karsilastirma sonuglarma gére A. kaynarcensis D1021"7 GI’st amino asit dizilimleri
bakimindan; Geocillus stearothermophilus’a % 92, Geobacillus thermoglucosidasius ve
Geobacillus kaustophilus’a % 91, Geobacillus thermodenitrificans’a % 90, Geobacillus
caldoxylosilyticus’a % 89, Bacillus halodurans’a % 79, Bacillus clausii’e % 78, Bacillus
megaterium’a % 77, Bacillus cereus’a % 76, Bacillus subtilis’e % 76, Bacillus coagulans’a
% 75 ve daha bir¢ok bakterinin GI genine de % 70’in iizerinde benzerlik gostermektedir.
Genel olarak bakildiginda GI’lar amino asit dizilimlerine gore iki grup altinda toplanirlar
(Bhosale vd., 1996). GI’lar, enzimin N-terminal ucunda 40-50 amino asitlik bir bolgenin
olup olmamasina gore 2 smifa ayrilmiglardir. Tip 1 GI’lar 390 amino asit igerir ve

Streptomyces spp., Actinoplanes spp., Ampullariella spp., Arthrobacter spp., ve Thermus
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thermophilus gibi tiirlere ait GI’lar bu simiftandir. Escherichia coli, Bacillus spp.,
Lactobacillus spp., Lactococcus spp., Thermoanaerobacterium thermosulfurigenes, ve
Thermotoga spp. tiirlerine ait GI’lar ise 440 amino asitten meydana gelmislerdir ve Tip 2
GIl’lar olarak smiflandirilirlar (Hess vd., 1998). GenBank’ta yapilan bu karsilagtirmalar
sonucunda, A. kaynarcensis D1021" GI’'ssun Tip 2 GI’lara benzerlik gosterdigi
goriilmektedir. A. kaynarcensis D1021" GI’sinin 441 amino asitten olusmasi da bu sonucu
dogrulamaktadir.

A. kaynarcensis D1021" glukoz izomeraz geni, dogrudan pET28a+ ekspresyon
vektoriine Xyla Ex F2 primeri ve Xyla Ex_R3 primerleri kullanilarak klonland1 ve E. coli
BL21 (DE3) susunda ekspres edildi. E. coli BL21/pETD1021GI sistemi ile tiretilen enzim,
mezofilik olan E.coli BL21 hiicresinde {iretildi. Dolayisi ile bu konak hiicreden elde edilen
hiicre Oziitiinde vektdrden ¢ogaltilan enzim disinda diger tiim proteinlerin, mezofilik
karakterde olduklarindan dolay1 kisa siireli bir 1s1 soku uygulamasinda, ¢ok biiyiik bir
boliimii denatiire oldu. Termofilik karakterli enzimler ise bu durumdan etkilenmedi. Bu
sayede enzimin hidrofobik ve iyon degisim kromotografileri ile saflastirma basamaklarinda
kolaylik saglanmaktadir. Enzime ait saflagtirma tablosundan da goriilecegi lizere 1s1
bozunumu yontemi ile hiicre o6ziitlerindeki GI’ya ait spesifik aktivite belirgin bir oranda
arttirild.

Karakterizasyon ¢aligmalar1 enzim aktivasyonu iizerinden yapilmaktadir. Bu
calismada enzim aktivasyonu, reaksiyon sonucu ag¢iga c¢ikan fruktoz miktarina gore
belirlenmektedir. Dolayist ile glukoz izomeraz enziminin karakterizasyonunun
yapilabilmesi icin reaksiyon sonrasinda aciga c¢ikan fruktoz miktarinin belirlenmesi
gerekmektedir. Olusan fruktoz miktar1 Dische ve Borenfreund’un (1951) gelistirdikleri
sistein-karbozol siilfirik asit metoduyla belirlenmdi. A¢iga ¢ikan fruktoz, bu reaksiyon
sonrasinda, pembe-mor renkli bir iirline dontismektedir. Bir ¢ozelti icerisindeki fruktoz
miktar1 560 nm dalga boyunda yapilan spektroskopik dl¢iimler sonrasi olusturulan fruktoz
standardindan belirlenebilmektedir. Reaksiyon sonrasinda 6zellikle analiz yapilacak 6rnek
icerisinde yiiksek miktarda fruktoz olusmaktadir. Bu durum ise Ozellikle belli bir
yogunluktan sonra spektrofotometrede bulunmasi durumunda yiiksek miktarlarda renkli
iirlin ger¢ek degerinin altinda 6l¢iim alinmasina sebep olmaktadir. Lambert-Beer Kanunu
olarak bilinen bu durum sonucunda artan fruktoz igerigine karsi belli bir noktadan sonra

aliman Ol¢iimlerin gercegi yansitmadigi saptanmistir. Bu nedenle enzim seyreltilmeden
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yapilan deneylerden elde edilen sonuglar aldatic1 olmaktadir. Reaksiyon 6ncesinde enzimin
gerekli miktarlarda seyreltilmesi gerekliligi anlagilmistir.

Yapilan kinetik incelemelerde, A. kaynarcensis D1021" GI'nin glukoz i¢in diisiik Km
degerine sahip oldugu, dolayis1 ile enzimin glukoza olan ilgisinin yiiksek oldugu belirlendi.
Tablo 18’de de goriildigii iizere, A. kaynarcensis D1021" GI’smin Km degerinin birgok
mikroorganizmanin Km degerine gore diisik oldugu goriinmektedir. Genel olarak
bakildiginda; A. kaynarcensis D1021" GI’smin Km degeri amino asit olarak benzerlik

gosterdigi tiirlere ait GI’larin Km degerine yakin oldugu goriinmektedir.

Tablo 18. Cesitli mikroorganizmalara ait GI’nin glukoz i¢cin Km degerleri

Mikroorganizma Km (mM) Kaynaklar
Streptomyces flavogriseus 0,24 (Chen ve Anderson, 1979)
Streptomyces albus 86 (Sanchez ve Smiley, 1975)
Arthrobacter sp. 86 (Smith vd., 1991)
Bacillus coagulans 90 (Danno, 1970)
Anoxybacillus kaynarcensis D1021" 101 Bu ¢alisma
Thermoanaerobacterium 120 (Liu vd., 1996)
saccharolyticum
Bacillus sp. 142 (Chauthaiwale ve Rao, 1994)
Anoxybacillus gonensis G2* 146 (Karaoglu, 2010)
Streptomyces olivochromogenes 250 (Suekane vd., 1978)
Actinoplanes missouriensis 290 (Jenkins vd., 1992)
Bifidobacterium adolescentis 298 (Kawai vd., 1994)
Streptomyces sp. 400 (Inyang vd., 1995)
Lactobacillus brevis 920 (Yamanaka, 1975)

GI’nin optimum sicakligi, genel olarak ¢esitli organizmalarda 60°C ile 80°C arasinda
degisiklik gostermektedir (Bhosale vd., 1996). A. kaynarcensis D1021" GI’s1 optimum
80°C’de aktivite gosterdigi bulundu. Streptomyces sp. (Inyang vd., 1995), Bacillus sp.
(Chauthaiwale ve Rao, 1994), Thermotoga neapolitana (Hess vd., 1998) ve Thermus
thermosulfurrogenes (Bhosale vd., 1996) tiirlerine ait GI’'nin optimum c¢alisma
sicakliklarinin 80°C’den daha yliksek oldugu gosterilmistir. Bu GI’lar haricindeki diger

GI’lar genel olarak optimum 60°C ile 80°C arasinda aktivite gdstermektedirler. Bu verilere
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dayanilarak, 80°C’lik optimum c¢alisma sicakhgi ile A. kaynarcensis D10217 GI’smin
genel olarak termofilik bir enzim oldugu sdylenebilir.

GI’larin genel olarak optimum pH aralig1 7,0 ve 9,0 arasinda degigmektedir. Sadece,
Thermoanaerobacterium sp. (Lui vd., 1996), Actinoplanes missouriensis (VanTillbeurgh
vd., 1992) ve Lactobacillus brevis (Yamanaka, 1975) tiirlerine ait GI’larin optimum pH
degeri 6,5°dir. Bu GI’lar haricindeki diger GI’larin genel olarak optimum pH degerleri
6,5’in iizerindedir. A. kaynarcensis D1021" GI’smin optimum pH degeri 7,0 olarak
bulunmustur. Bu 06zelligi ile enzim, o6zellikle endiistriyel olarak arzu edilen asidik pH
degerlerine genel olarak yakin oldugu goriilmektedir.

Literatiirdeki ~ GI’larin  1s1l  kararliliklart  incelendiginde,  Streptomyces
olivochromogenes (Joo vd., 2001) GI’sinin 30 dakika sonunda 50°C’de % 100 kararl,
65°C’de % 50 aktivite kaybi, 70°C’de ise % 70 aktivite kayb1 gosterdigi belirlenmistir.
Bacillus sp. (Kwon vd., 1987) GI’sinin 30 dakika sonunda 50°C’de % 100 kararli,
60°C’de aktivitesinin % 35’inin kaybettigi, 30 dakika sonunda ise % 65 kayip gosterdigi
belirlenmigtir. Streptomyces sp. (Khire vd., 1990) GI’sinin 70°C’ sadece 10 dakika kararl
kalabildigi, 80°C’de 10 dakika sonunda % 80 aktivite kaybettigi gdsterilmistir.
Geobacillus stearothermophilus (Suekane vd., 1978) GI’sinin 75°C’de 60 dakikaya kadar
kararli oldugu; Streptomyces corchorusii (Joo vd., 2001) GI’sinin 85°C’de 30 dakika
sonunda % 100 kararh oldugu goriilmektedir. A. kaynarcensis D1021" GI’smm 1s1
kararlilig1 incelendiginde, 30 dakika sonunda 65°C’de % 30, 70°C’de % 40 ve 75°C’de ise
% 50 aktivite kaybettigi goriilmektedir. A. kaynarcensis D1021" GI’smin, optimum
sicaklikta 80°C’de 30 dakika sonunda aktivitesini % 60 oraninda kaybettigi goriilmektedir,
endiistriyel alanda GI’larin kullanim sicakligi olan 60°C’de ise yarim saat sonunda % 95
aktivite gosterdigi, 50°C ve 55°C’de ise hi¢ aktivite kaymetmedigi goriilmektedir. Bu
acidan A. kaynarcensis D1021" GI’siin avantajli olmasina karsin, + 4°C’de 1 hafta
boyunca bekletilen enzimin giinliik aktivite 6l¢limleri sonucunda, aktivitesinde stirekli bir
azalmanin oldugu belirlenmistir. Bu durum 6zellikle enzimin saklanma kosullarinin
belirlenmesi agisindan 6nemli bir sikinti olusturmaktadir. Bu nedenle, A. kaynarcensis
D1021" GI’stin ileriki calismalarda + 4°C’de 1s1] kararhliginin mutasyonlarla arttirilmasi
yoluna gidilmesinin iyi olacag diisiiniilmektedir.

Literatiirdeki GI’larin pH kararliliklart incelendiginde, Bacillus coagulans (Danno
vd., 1970) GI’sinin 60 dakika sonunda, pH 4’de % 100 aktivitie kaybettigi, pH 5’de hic
aktivite kaybetmedigi ve pH 9’da ise % 20 aktivite kaybettigi gézlenmistir. Geobacillus



134

stearothermophilus (Suekana vd., 1978) GI’sinin 30 dakika sonunda pH 5’de % 100 aktif
oldugu, Streptomyces olivochromogenes (Suekana vd., 1978) GI’sinin ise 30 dakika
sonunda pH 4’de % 100 aktif oldugu belirlenmistir. Bacillus sp. (Kwon vd., 1987) GI’sinin
30 dakika sonunda pH 6’da kararli kaldigi, Lactobacillus sp. (Yamanaka vd., 1977)
GI’simin 30 dakika sonunda pH 6,5’da kararli kaldigi, Streptomyces sp. (Khire vd., 1990)
GI’sinin ise 30 dakika sonunda pH 9’da % 100 kararli oldugu belirtilmistir. A.
kaynarcensis D1021" GI’sii pH kararlilig1 incelendiginde, 30 dakika sonunda pH 5°de %
30, pH5,5’da % 20, pH 6-8 araliginda yaklasik % 10 aktivite kaybettigi goriilmektedir. A.
kaynarcensis D1021" GI’sinin pH 6-6,5 araliginda 3 saat sonunda % 40 aktivite kaybettigi,
pH 5-5,5 degerlerinde ise % 75-85 aktivite kaybettigi goriilmektedir. Bu veriler
dogrultusunda A. kaynarcensis D1021" GI’sinin endiistriyel olarak arzu edilen asidik pH
degerlerinde ¢ok kararli olmadig1 goriilmektedir.

Endistriyel alanda ozellikle gida sektoriinde duyulan talep sonucunda; daha ¢ok
verimli, ylksek sicaklik ve asidik pH degerlerinde calisabilen glukoz izomerazlara ihtiyag
duyulmus ve bu ihtiyaglardan dolay1 bugiine kadar birgok termofilik ve asidik karakterli
bakterinin glukoz izomerazi ayrintili olarak calisilmistir. Halen daha, endiistriyel agidan
daha ¢ok arzu edilen Ozellikli glukoz izomerazlara ihtiya¢ bulunmaktadir. Yukarida
yapilan arastirmalar ve karsilastirmalar sonucu A. kaynarcensis D1021" GI’s1 hakkinda
tespit ettigimiz baz1 6zellikler acisindan, enzimin endiistride kullanilmakta olan enzimler

ile rekabet edebilir oldugunu gdstermektedir.



5. SONUCLAR

Yapilan bu calismada, Karako¢ Kaplicasi (Izmir), Kaynarca Kaplicas1 (Izmir),
Nebiler Kaplicasi (Izmir), Alangiillii Kaplicasi (Aydin), Camkdy Camur Ilicasinin (Aydin)
termofilik bakteri florasi belirlendi. Bu kaplica ve kaynak sularinin filtreden gegirilmesi
suretiyle ve yapilan zenginlestirme kiiltlirleri sonucunda, Karakog¢ kaplicasindan 10,
Kaynarca kaplicasindan 7, Nebiler kaplicasindan 8, Alangiillii kaplicasindan 8, Camkdy
Camur 1licasindan 8, ve Aydin Germencik Omerbeyli jeotermal sahasindan 10 adet olmak
lizere birbirinden farkli olabilecek olan toplam 51 adet izolat secildi. Bakterilerin
siiflandirilmast i¢in gerekli olan genotipik bilginin ilk ve temel adimi olan 16S rRNA gen
analizi yapilarak, 12 izolatin Geobacillus, 18 izolatin Anoxybacillus, 9 izolatin
Brevibacilus, 5 izolatin Thermus, 4 izolatin Aneurinibacillus ve 1’er izolatinda
Pseudoxanthomonas, Schlegelella ve Chelatococcus cinslerine ait olduklari belirlendi.

Izolatlarin tiir seviyesinde sistematiklerinin yapilabilmesi i¢in kemotaksonomik ve
genotipik analizler yapildi. Bu analizler sonucunda, Izmir Kaynarca kaplicasindan izole
edilen D1021 izolatinin, Anoxybacillus cinsine ait yeni bir tiir oldugu belirlendi ve
Anoxybacillus kaynarcensis D1021" olarak adlandirildi. Karakog, Kaynarca ve Nebiler
kaplicasindan izole edilen TF15, PDF3, PDF18, PDF21, PDF38, TH4, D1041, D1042
izolatlarmim Anoxybacillus gonensis NCIBM 13933"¢ ait suslar olduklari ortaya ¢ikarildu.
Camkoy Camur 1licas1 ve Aydin Germencik Omerbeyli jeotermal sahasindan izole edilen
PDF1, PDF2, PDF15, PDF16, TH5 izolatlarinin Anoxybacillus kamcthankensis’e ait yeni
suslar olduklar1 belirlendi.

Alangiillii kaplicasindan izole edilen PDF6 ve PDF32 izolatinin Aneurinibacillus
danicus tiirtine ait yeni suslar, Nebiler kaplicasindan izole edilen PDF13 ve PDF24
izolatlarmin da Aneurinibacillus aneurinilyticus’a ait yeni suslar oldugu belirlendi. Ayrica,
PDF17 izolatinin B. thermoruber DSM 7064", PDF27 izolatinin B. parabrevis, PDF22 ve
PDF28 izolatlarinin B. agri, PDF29 izolatinin ise B. borstelensis tiirline ait yeni suslar
olduklarma karar verildi. Camkéy Camur 1licasindan ve Aydin Germencik Omerbeyli
jeotermal sahasindan izole edilen PDF4, PDF10 ve PDF11 izolatlariin Brevibacillus
cinsine ait yeni tiir olma potansiyellerinin ¢ok yiiksek oldugu ve Alangiillii kaplicasinda
izole edilen PDF19 izolatinin da bu {i¢ susla yakin iliski oldugu fakat bazi farliliklar arz

ettigi i¢in yeni bir tlir olabilecegi diisiiniilmektedir.
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TH1 ve TH2 izolatlarmin G. thermodenitrificans’in, TF11 izolatimin da G.
stearothermophis’un yeni suslar1 olduklarina karar verildi. TH7 izolatinin G. toebii tiiriine
yakin benzerlik gosterdigi belirlenmis, fakat benzerlik orani kesin olarak belirlenemedi.
TF1 izolatinin, G. kaustophilus veya G. thermoleovorans’tan birine ait yeni bir sus, DF20,
TF13, TF14, TF16, TF17 ve TH6 izolatlarinin G. uzenensis veya G. jurassicus tiirlerinden
birine ait yeni suslar oldugu belirlendi. TF12 izolatinin Geobacillus cinsine ait yeni tiir
olma potansiyelinin ¢ok yiiksek oldugu sonucuna varildi.

Ayrica, T. scotoductus DSM 8553 tiiriine ait bes yeni sus (TF2, TF3, TF5, TF6,
TF7); S. thermodepolymerans DSM 15344 tiiriine ait yeni bir sus (PDF7); Chelatococcus
daeguensis DSM 22069" tiiriine ait yeni bir sus (PDF20); Pseudoxanthomonas
taiwanensis KCTC 22832" tiiriine ait yeni bir sus (PDF31) diinya literatiiriine
kazandirilmigtir.

Yapilan bu c¢alisma sonucunda bakteri tiir tayininde son zamanlarda kullanilan
fenotipik ve genotipik testlerin kullanilmasi ile diinya literatiiriine bir adet yeni bakteri
tirli, toplamda 50 yeni sus ve ayrica yapilan g¢alismalar sonucunda yeni tiir olma
potansiyeline sahip yeni Brevibacillus spp. ve Geobacillus spp. elde edilmistir.

Bu calismada ayrica, Izmir Kaynarca kaplicasindan izole edilen ve diinya literatiiriine
yeni tiir olarak kazandirilan Anoxybacillus kaynarcensis D1021"°de glukoz izomeraz
aktivitesi belirlendi. Anoxybacillus kaynarcensis D1021 glukoz izomeraz enzimin tiim baz
dizilimi belirlendi ve enzimi kodlayan gen pET28a(+) ekspresyon vektoriine klonlanarak
E. coli BL21(DE3) susunda asir1 miktarlarda tiretildi. Enzimin bu mikroorganizmadan
izole edilip kolon kromatografisi yontemiyle saflastirildi, biyokimyasal c¢aligmalar
yapilarak enzimin karakterizasyonu tamamlandi. Elde edilen verilere gore Anoxybacillus
kaynarcensis D1021" GI’s1 optimum 80°C’de ve 7,0 pH’da calisan termofilik bir enzimdir.
Enzimin Km’si 101,75 mM Vmax’1 ise 14,06 pmol/dk/mg protein olarak bulundu.

A. kaynarcensis D1021" GI’sinin pH kararlilig: incelendi ve 30 dakika sonunda pH
5’de % 30, pHS5,5’de % 20, pH 6-8 araliginda yaklasik % 10 ve pH 10 ve pH 11 de ise %
25 ve % 30 aktivite kaybettigi goriildi. A. kaynarcensis D1021" GI’simin 1s1l kararliligina
bakild1 ve 30 dakika sonunda 65°C’de % 30, 70°C’de % 40 ve 75°C’de ise % 50 aktivite
kaybettigi goriildi. A. kaynarcensis D1021" GI’sinm, optimum sicaklikta 80°C’de 30

dakika sonunda aktivitesini % 60 oraninda kaybettigi belirlendi.



6. ONERILER

Camkdy Camur Ilicasindan ve Aydin Germencik Omerbeyli jeotermal sahasindan
izole edilen PDF4, PDF10 ve PDF11 izolatlarinin HV analizleri sonucunda, Brevibacillus
cinsine ait yeni tiir olma potansiyeli ¢cok yiliksek olan yeni bir tiirlin suslar1 olduklari
diistiniilmektedir. PDF4, PDF10 ve PDF11 izolatlarinin kesin tiir tayinlerinin yapilabilmesi
igin, 16S rRNA gen dizin analizine gore % 97 ve lizeri benzerlik gosterdigi Brevibacillus
tip tiirlerinin satin alinip, DNA-DNA hibridizasyonlarinin yapilmasi gerekmektedir.

HV bolgesine dayali filogenetik agac analizinde, PDF19 izolatinin, en yakin
akrabalik 1iliskisinin PDF4, PDF10 ve PDFI11 izolatlariyla oldugu, Brevibacillus
tirlerinden ayr1 bir dalda toplandigi belirlenmisti. Alangiillii Kaplicasinda izole edilen
PDF19 izolatinin HV analizi sonucunda, bu {i¢ susla yakin iligkili oldugu fakat aralarinda
farkliliklar da oldugu icin, ilk olarak PDF19 izolatinin, PDF4, PDF10 ve PDF11
izolatlariyla akrabalik iliskisinin kesin olarak tanimlanabilmesi amaciyla DNA-DNA
hibridizasyonlariin yapilmasi gerekmektedir. Hibridizasyon sonucunda PDF19 izolatinin
bu ¢ izolattan farkli oldugu belirlenirse, Brevibacillus tip tiirleriyle DNA-DNA
hibridizasyonlarinin yapilarak PDF19 izolatinin kesin tiir tayinin yapilmasi gerekmektedir.

Zeigler’in 2005 yilinda Geobacillus cinsinin = sistematiginde recN geninin
kullanilabilirligi iizerine yaptigi calismada, BGSC bakteri bankasindan satin aldigr G.
uzenensis X BGSC 92A2 bakterisinin Nazina ve arkadaslar1 tarafindan literatiire
kazandirilan G. uzenensis X bakterisi olmadigini veya Nazina ve arkadaslar tarafindan
literatiire verilen GenBank sirasinin yanlis oldugunu belirtmistir. Bu tez caligmasi
kapsaminda yapilan HV analizleri sonucunda, Zeigler’in recN analizi i¢in kullandig1 G.
uzenensis X bakterisinin; Nazina ve arkadaslar1 tarafindan literatiire kazandirilan G.
uzenensis X olmadigi ve bu bakterinin G. subterraneus olma ihtimalinin ¢ok yiiksek
oldugu belirlenmistir. Bu veriler dogrultusunda, Zeigler recN analizi ¢alismasinda, G.
uzenensis bakteri olarak sadece bu siipheli susu kullandig1 i¢in, elde ettigi G. uzenensis X
recN sirasinin ¢ok da gilivenilir olmadigi ortaya ¢ikmaktadir.

Sistematikteki bu karmasikligin netlestirilmesi i¢in, G. uzenensis’in tip tiirii olan G.
uzenensis U™’ nin DSMZ bakteri bankasindan satin alinip, recN analizi yapilarak literature
gercek verilerin sunulmasi gerekmektedir. Ayrica, sistematik calismalarinda molekiiler

markir olarak kullanilan rpoB geninin bu tez kapsaminda g¢alisan bolgesi, literatiirde G.
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uzenensis U" icin belirlenmemistir. G. uzenensis U" ‘nin kismi rpoB gen analizi yapilarak,
calisilan kismi rpoB’nin Geobacillus cinsinin sistematigindeki kullanilabilirligi ile ilgili
daha ileri diizeyde bilgilerin literatiire kazandirilmasi gerekmektedir. Ayrica HV
analizlerine gore, G. uzenensis U' bakterisinin, G. jurassicus DS1" ile ¢ok yakmn iliskili
olduklar1 ve birbirlerinden farklilik arz etmedikleri belirlenmistir. Geobacillus cinsinin
sistematiginde kullanilabilirligi gosterilen recN ve kismi rpoB gen bdlgeleri, bu yakin
iliskili G. uzenensis U" ve G. jurassicus DS1" bakterilerinde belirlenmemistir. Bu nedenle,
G. jurassicus DS1" bakterisinin DSMZ bakteri bankasindan satin almip, recN ve rpoB
analizlerinin yapilarak bu iki genin Geobacillus cinsi igerisindeki ayrim giicii hakkindaki
sistematik bilgilerin literatiire ilave edilmesi gerekmektedir.

recN, rpoB ve HV analiz verileri dogrultusunda, TF12 izolatinin Geobacillus cinsine
ait yeni tiir olma potansiyelinin ¢ok yiiksek oldugu belirlenmistir. Ancak bakteri sistematik
otoriteleri tarafindan kesin tiir tayinin yapilabilmesi i¢in 16S rRNA gen dizin analizine
gore % 97 ve tizeri benzerlik gosterdigi Geobacillus tip tiirlerinin elde edilip, DNA-DNA
hibridizasyonlarinin yapilmasi gerekmektedir.

A. kaynarcensis D1021"7 GI’smim, + 4°C’de aktivite kaybettigi bu nedenle enzim
saklama kosullarinda 6nemli bir problemin oldugu belirlenmistir. Bu nedenle, A.
kaynarcensis D1021" GI’sinn ileriki ¢alismalarda + 4°C’de 1s1l kararliiginin kesinlikle
mutasyonlarla artirilmasit gerekmektedir. Ayrica, asidik pH’larda calisabilecek ve pH

kararliligini arttirmay1 saglamaya yonelik mutasyon ¢aligmalar1 yapilabilir.
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8. EKLER

EK 1. PDF1 izolatimin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi

GATTCAAAAGCTTGCTTTTGGATCGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCT
GCCCTGTAGACGGGGATAACACCGAGAAATCGGTGCTAATACCGGATAATACGAAAGGTCG
CATGATCTTTCGTTGAAAGGCGGCGCAAGCTGTCGCTACAGGATGGGCCCGCGGCGCATTA
GCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGCAGCCGACCTGAGAGGGTGAT
CGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTT
CCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGCGAAGAAGGCCTTCGGGTCGT
AAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTAACGTAGTAACTGGCGTTACAATGACGGTACCT
AACGAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGT
TGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTCCTTAAGTCTGATGTGAAAGCC
CACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGCG
GAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGG
CTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGANGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATAC
CCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTATCCACCCTTTAGTG
CTGTAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGCTCGCAAGAGTGAAACTCAAAG
GAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGA
ACCTTACCAGGTCTTGACATCCCCTGACAACCCGAGAGATCGGGCGTTCCCCCTTCGGGGE
GACAGGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGT
CCCGCAACGAGCGCAACCCTCGACCTTAGTTGCCAGCATTC

EK 2. PDF2 izolatimin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi

GATTCAAAAGCTTGCTTTTGGATCGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCT
GCCCTGTAGACGGGGATAACACCGAGAAATCGGTGCTAATACCGGATAATACGAAAGGTCG
CATGATCTTTCGTTGAAAGGCGGCGCAAGCTGCCGCTACAGGATGGGCCCGCGGCGCATTA
GCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGAT
CGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTT
CCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGCGAAGAAGGCCTTCGGGTCGT
AAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTAACGTAGTAACTGGCGTTACAATGACGGTACCT
AACGAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGT
TGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTCCTTAAGTCTGATGTGAAAGCC
CACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGCG
GAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACGCCAGTGGCGAAGGCGG
CCCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATAC
CCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTATCCACCCTTTAGTG
CTGTAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGCTCGCAAGAGTGAAACTCAAAG
GAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGA
ACCTTACCAGGTCTTGACATCCCCTGACAACCCGAGAGATCGGGCGTTCCCCCTTCGGGGG
GACAGGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGT
CCCGCAACGAGCGCAACCCTCGACCTTAGTTGCCAGCATTC
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EKk 3. PDF3 izolatinin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi

GATTCAAAAGCTTGCTTTTGAATCGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCT
GCCCTGTAGACGGGGATAACACCGAGAAATCGGTGCTAATACCGGATAATACGAAAGGTCG
CATGATCTTTCGTTGAAAGGCGGCGCAAGCTGTCGCTACAGGATGGGCCCGCGGCGCATTA
GCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGAT
CGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTT
CCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGCGAAGAAGGCCTTCGGGTCGT
AAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTAACGTAGTAACTGGCGTTACGATGACGGTACCT
AACGAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGT
TGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTCCTTAAGTCTGATGTGAAAGCC
CACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGCG
GAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGG
CTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATAC
CCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTATCCACCCTTTAGTG
CTGTAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGCTCGCAAGAGTGAAACTCAAAG
GAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGA
ACCTTACCAGGTCTTGACATCCCCTGACAACCCGAGAGATCGGGCGTTCCCCCTTCGGGGG
GACAGGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGT
CCCGCAACGAGCGCAACCCTCGACCTTAGTTGCCAGCATTC

EKk 4. PDF4 izolatinin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi

TACATGCAAGTCGAGCGAGGGTTTTCGAACCCTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTAGG
CACCTGCCTCTCAGACCGGGATAACATAGGGAAACTTATGCTAATACCGGATAGGTTTTTG
GATCGCATGATCTGAAAAGGAAAGATGGCGTTTGCTATCACTGGGAGATGGGCCTGCGGCG
CATTAGCTAGTTGGTAGGGTAACGGCCTACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGG
GTGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGA
ATTTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAACGATGAAGGTCTTCGG
ATTGTAAAGTTCTGTTGTCAGGGACGAATAAGTACCGTTCGAACAGGGCGGTACCTTGACG
GTACCTGACGAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGC
AAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGCTATGTAAGTCTGGTGTT
AAAGCCCGGGGCTCAACCCCGGTTCGCATCGGAAACTGTGTAGCTTGAGTGCAGAAGAGGA
AAGCGGTATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAA
GGCGGCTTTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTA
GATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTGGGGGTTTCAATACCCT
CAGTGCCGCAGCTAACGCAATAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGCTCGCAAGAGTGAAACT
CAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGC
GAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCCGCTGACCGCTCTGGAGACAGAGCTTCCCTTCGG
GGCAGCGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAG
TCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCTTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAGAGAG
ACTGCCGTCGACAAGACGGAGGAAGGCGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGAC
CTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTTGGTACAACGGGATGCTACCTCGCGAGAGGACGCC
AATCTCTTAAAACCAATCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTCGGA
ATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACC
GCCCGTCACAC
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EK 5. PDF6 izolatimin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi

CGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGGACCAACGGAGAGCTTGCTCTC
CTGCGGTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTAGGCAACCTGCCTGTACGACCGGGATAA
CTCCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAGGATTTCAGACCGCATGGTTTGGAATGGAAAG
ACCCTGTGTCACGCACAGATGGGCCTGCGGCGCATTAGCTAGCTGGTGGGGTAACGGCCTA
CCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGAACGGCCACACTGGGACTGAGACACG
GCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGG
AGCAACGCCGCGTGAACGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGTTCTGTTGTTAGGGAAGAAC
CGCCGGGATAACCTCCCGGTCTGACGGTACCTAACGAGAAAGCCCCGGCTAACTACGTGCC
AGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGC
GCAGGCGGCTTCTTAAGTCAGGTGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGCCACTTGAA
ACTGGGAGGCTTGAGTGCAGGAGAGGAGAGCGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTA
GAGATGTGGAGGAACACCTGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGCCTGTAACTGACGCTGAGGCG
CGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGT
GCTAGGTGTTGGGGTCTCCAAACCTCAGTGCCGCAGCTAACGCAATAAGCACTCCGCCTGG
GGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAG
CATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGGCTTGACATCCCGCTGACCC
CTCTAGAGATAGAGGCTTCCTTCGGGACAGCGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGC
TCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTGCCA
GCATTCAGTTGGGCACTCTAGGGAGACTGCCGTCGACAAGACGGAGGAAGGTGGGGATGAC
GTCAAATCATCATGCCCTTTATGTCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGAACAACG
GGCAGCCAACTCGCGAGAGTGAGCCAATCCCTTAAAACCATTCTCAGTTCGGATTGCAGGC
TGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATTGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAA
TACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACAC
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EK 6. PDF7 izolatinin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi

GCGGCGAGTGGCGAACGGGTGAGTAATGCATCGGAACGTGCCCAGTAGTGGGGGATAGCCC
GGCGAAAGCCGGATTAATACCGCATACGACCTGAGGGTGAAAGCGGGGGACCGAAAGGCCT
CGCGCTATTGGAGCGGCCGATGTCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCTTACCAAGGC
GACGATCCGTAGCTGGTCTGAGAGGACGACCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGA
CTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCCAGCCATG
CCGCGTGCGGGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAACCGCTTTTGTTCGGGAAGAAATCCTCTG
GGCTAATACCCCGGGGGGATGACGGTACCGGAAGAATAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAG
CAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGC
AGGCGGTTGTGCAAGACAGATGTGAAATCCCCGGGCTTAACCTGGGAACTGCATTTGTGAC
TGCACGGCTGGAGTGCGGCAGAGGGGCAGTGGAATTCCGCGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGA
TATGCGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGCTCCCTGGGCCTGCACTGACGCTCATGCACG
AAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGTCAAC
TGGTTGTTGGTCCTTCACTGGATCAGTAACGTAGCTAACGCGTGAAGTTGACCGCCTGGGG
AGTACGGCCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGATGA
TGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAAAACCTTACCTACCCTTGACATGCCTGGAGCCCTG
CAGAGATGTGGGGGTGCTCGAAAGAGAGCCAGGACACAGGTGCTGCATGGCCGTCGTCAGC
TCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGCCATTAGTTGCTA
CGAAAGGGCACTCTAATGGGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAG
GTCCTCATGGCCCTTATGGGTAGGGCTACACACGTCATACAATGGCCGGTACAGAGGGCTG
CCAACCCGCGAGGGGGAGCCAATCCCAGAAAACCGGTCGTAGTCCGGATTGCAGTCTGCAA
CTCGACTGCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGAATGTCGCGGTGAATACGT
TCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACAC
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EK 7. PDF10 izolatinin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi

TACATGCAAGTCGAGCGAGGGTTTTCGAACCCTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTAGG
CAACCTGCCTCTCAGACCGGGATAACATAGGGAAACTTATGCTAATACCGGATAGGTTTTT
GGATCGCATGATCTGAAAAGGAAAGATGGCGTTTGCTATCACTGGGAGATGGGCCTGCGGC
GCATTAGCTAGTTGGTGGGGTAACGGCCTACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAG
GGTGACCGGCCACACTGGGACTGAGACCCGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGG
AATTTTCCACAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAACGATGAAGGTCTTCG
GATTGTAAAGTTCTGTTGTCAGGGACGAATAAGTACCGTTCGAACAGGGCGGCACCTTGAC
GGTACCTGACGAGAAAGTCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGG
CAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGCTATGTAAGTCTGGTGT
TAAAGCCCGGGGCTCAACCCCGGTTCGCATCGGAAACTGTGTAGCTTGAGTGCAGAAGAGG
AAAGCGGTATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGA
AGGCGGCTTTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATT
AGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTGGGGGTTTCAATACCC
TCAGTGCCGCAGCTAACGCAATAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGCTCGCAAGAGTGAAAC
TCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACG
CGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCCGCTGACCGCTCTGGAGACAGAGCTTCCCTTCG
GGGCAGCGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAA
GTCCCGCAACGAGCGCGACCCTTATCTTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAGAGA
GACTGCCGTCGACAAGACGGAGGAAGGCGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGA
CCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTTGGTACAACGGGATGCTACCTCGCGAGAGGACGC
CAATCTCTTAAAACCAATCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTCGG
AATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACAC
CGCCCGTCACAC
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EKk 8. PDF11 izolatinin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi

TACATGCAAGTCGAGCGAGGGTTTTCGAACCCTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTAGG
CAACCTGCCTCTCAGACCGGGATAACATAGGGAAACTTATGCTAATACCGGATAGGTTTTT
GGATCGCATGATCTGAAAAGGAAAGATGGCTTCTGCTATCACTGGGAGATGGGCCTGCGGC
GCATTAGCTAGTTGGTGGGGTAACGGCCTACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAG
GGTGACAGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGG
AATTTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAACGATGAAGGTCTTCG
GATTGTAAAGTTCTGTTGTCAGGGACGAATAAGTACCGTTCGAACAGGGCGGTACCTTGAC
GGTACCTGACGAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGG
CAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGCTATGTAAGTCTGGTGT
TAAAGCCCGGGGCTCAACCCCGGTTCGCATCGGAAACTGTGTAGCTTGAGTGCAGAAGAGG
AAAGCGGTATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGA
AGCGGCTTTCTGGTCCGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTA
GATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAACGATGAGTGCTAGTGTTGGGGGTTTCATACCCTCAG
TGCCGCAGCTAACGCAATAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGCTCGCAAGAGTGAAACTCAA
AGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCACGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAA
GAACCTTACCAGGTCTTGACATCCCGCTGACCGCTCTGGAGACAGAGCTTCCCTTCGGGGC
AGCGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCC
CGCAACGAGCGCAACCCTTATCTTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAGAGAGACT
GCCGTCGACAAGACGGAGGAAGGCGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTG
GGCTACACACGTGCTACAATGGTTGGTACAACGGGATGCTACCTCGCGAGAGGACGCCAAT
CTCTTAAAACCAATCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTCGGAATC
GCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCC
CGTCACAC
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EK 9. PDF13 izolatinin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi

CGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGGACCAATGAAGAGCTTGCTCTT
CGGCGGTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTAGGCAACCTGCCTGTACGACTGGGATAA
CTCCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATACTTCTTTCAGACCGCATGGTCTGAAAGGGAAA
GACCTTTGGTCACGTACAGATGGGCCTGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGGGGTAACGGCCT
ACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACAC
GGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACG
GAGCAACGCCGCGTGAACGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGTTCTGTTGTTAGGGAAGAA
CCGCCAGGATGACCTCCTGGTCTGACGGTACCTAACGAGAAAGCCCCGGCTAACTACGTGC
CAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCG
CGCAGGCGGCTTCTTAAGTCAGGTGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGCCACTTGA
AACTGGGAAGCTTGAGTGCAGGAGAGGAGAGCGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGT
AGAGATGTGGAGGAACACCCGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGCCTGTAACTGACGCTGAGGC
GCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGTTGAG
TGCTAGGTGTTGGGGACTCCAATCCTCAGTGCCGCAGCTAACGCAATAAGCACTCCGCCTG
GGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGA
GCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGGCTTGACATCCCGCTGACC
CTCCTAGAGATAGGAGCTCTCTTCGGAGCAGCGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAG
CTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTGCC
AGCATTTGGTTGGGCACTCTAGGGAGACTGCCGTCGACAAGACGGAGGAAGGTGGGGATGA
CGTCAAATCATCATGCCCCTTATGTCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGAACAAC
GGGCAGCCAACTCGCGAGAGTGCGCGAATCCCTTAAAACCATTCTCAGTTCGGATTGCAGG
CTGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGA
ATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACAC

Ek 10. PDF15 izolatinin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi

GATTCAAAAGCTTGCTTTTGAATCGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCT
GCCCTGTAGACGGGGATAACACCGAGAAATCGGTGCTAATACCGGATAATACGAAAGGTCG
CATGATCTTTCGTTGAAAGGCGGCGCAAGCTGTCGCTACAGGATGGGCCCGCGGCGCATTA
GCTAGTTGGTGAGGTAACGGCCCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGAT
CGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTT
CCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGCGAAGAAGGCCTTCGGGTCGT
AAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTAACGTAGTAACTGGCGTTACGATGACGGTACCT
AACGAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGT
TGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTCCTTAAGTCTGATGTGAAAGCC
CACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGCG
GAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGG
CTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATAC
CCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTATCCACCCTTTAGTG
CTGTAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGCTCGCAAGAGTGAAACTCAAAG
GAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGA
ACCTTACCAGGTCTTGACATCCCCTGACAACCCGAGAGATCGGGCGTTCCCCCTTCGGGGG
GACAGGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGT
CCCGCAACGAGCGCAACCCTCGACCTTAGTTGCCAGCATTC
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Ek 11. PDF16 izolatinin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi

GATTCAAAAGCTTGCTTTTGAATCGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCT
GCCCTGTAGACGGGGATAACACCGAGAAATCGGTGCTAATACCGGATAATACGAAAGGTCG
CATGATCTTTCGTTGAAAGGCGGCGCAAGCTGTCGCTACAGGATGGGCCCGCGGCGCATTA
GCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGAT
CGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTT
CCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGCGAAGAAGGCCTTCGGGTCGT
AAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTAACGTAGTAACTGGCGTTACGATGACGGTACCT
AACGAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGT
TGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTCCTTAAGTCTGATGTGAAAGCC
CACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGGACT TGAGTGCAGAAGAGGAGAGCG
GAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGG
CTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATAC
CCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTATCCACCCTTTAGTG
CTGTAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGCTCGCAAGAGTGAAACTCAAGG
GAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGA
ACCTTACCAGGTCTTGACATCCCCTGACAACCCGAGAGATCGGGCGTTCCCCCTTCGGGGG
GACAGGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGT
CCCGCAACGAGCGCAACCCTCGACCTTAGTTGCCAGCATTC

Ek 12. PDF17 izolatinin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi

TACATGCAAGTCGAGCGGATCTGTTTGAAGCTTGCTTCAGACAGGTTAGCGGCGGACGGGT
GAGTAACACGTAGGCAACCTGCCCGTAAGACCGGGATAACGTAGGGAAACTTACGCTAATA
CCGGATAGGGCACCTTCTCGCATGAGAGGGTGCGGAAAGGTGGCGCAAGCTACCACTTGCG
GATGGGCCTGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGGGGTAACGGCCTACCAAGGCGACGATGCGT
AGCCGACCTGAGAGGGTGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGG
AGGCAGCAGTAGGGAATTTTCCACAATGGGCGAAAGCCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAAC
GATGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGTTCTGTTGTCAGGGACGAACAAGTACCGTTCGAACAG
GGCGGTACCTTGACGGTACCTGACGAGAAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGG
TAATACGTAGGGGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTCG
GGTAAGTCTGATGTCAAAGCCCGGGGCTCAACCCCGGTACGCATTGGAAACTGCTCGACTT
GGGTGCAGAAGAGGAAAGCGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGG
AACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGG
GAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTGG
GGGTTTCAATACCCTCAGTGCCGCAGCTAACGCAATAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGCT
CGCAAGAGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTT
AATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCCGCTGACCGCCCTAGAGAT
AGGGCTTCCCTTCGGGGCAGCGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTG
AGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCTTTAGTTGCCAGCATTCGGTT
GGGCACTCTAGAGAGACTGCCGTCGACAAGACGGAGGAAGGCGGGGATGACGTCAAATCAT
CATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCTGGTACAACGGGACGCAAGC
CCGCGAGGGTAAGCCAATCTCTTAAAACCAGTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGC
CTGCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCG
GGCCTTGTACACACCGCCCGTCACAC
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EKk 13. PDF18 izolatinin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi

GATTCAAAAGCTTGCTTTTGGATCGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCT
GCCCTGTAGACGGGGATAACACCGAGAAATCGGTGCTAATACCGGATAACACGAAAGACCG
CATGGTCTTTCGTTGAAAGGCGGCGCAAGCTGTCGCTACAGGATGGGCCCGCGGCGCATTA
GCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGAT
CGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTT
CCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGCGAAGAAGGCCTTCGGGTCGT
AAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGCAGTCACTGGCGGTACCTTGACGGTACCT
AACGAGGAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGT
TGTCCGGGAATTATTGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTCCTTAAGTCTGATGTGAAAGCC
ACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGCGG
AATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGC
TCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACC
CTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTATCCACCCTTTAGTGC
TGTAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGCTCGCAAGAGTGAAACTCAAAGG
AATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAA
CCTTACCAGGTCTTGACATCCCCTGACAACCCGAGAGATCGGGCGTTCCTCCTTCGGGGGA
CAGGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCC
CGCAACGAGCGCAACCCTCGACCTTAGTTGCCAGCATTC

Ek 14. PDF19 izolatinin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi

TACATGCAAGTCGAGCGAGGGTTTTCGGACCCTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTAGG
CAACCTACCTCTCAGACCGGGATAACATAGGGAAACTTATGCTAATACCGGATAGGTTTTT
GGGTCGCATGATCCGAAAAGGAAAGATGGCGTTTGCTATCACTGGGAGATGGGCCTGCGGC
GCATTAGCTAGTTGGTGGGGTAACGGCCTACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAG
GGTGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGG
AATTTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAACGATGAAGGTCTTCG
GATTGTAAAGTTCTGTTGTCAGGGACGAATAAGTACCGTTCGAACAGGGCGGTACCTTGAC
GGTACCTGACGAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGG
CAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGCTATGTAAGTCTGGTGT
TAAAGCCCGGGGCTCAACCCCGGTTCGCATCGGAAACTGTGTAGCTTGAGTGCAGAAGAGG
AAAGCGGTATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGA
AGGCGGCTTTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATT
AGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTGGGGGTTTCAATACCC
TCAGTGCCGCAGCTAACGCAATAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGCTCGCAAGAGTGAAAC
TCAAAGGAATTGACGGGGGCTCGCACAAGCGGTGGCAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACG
CGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCCGCTGACCGCTCTGGAGACAGAGCTTCCCTTCG
GGGCAGCGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAA
GTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCTTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAGAGA
GACTGCCGTCGACAAGACGGAGGAAGGCGGGGATGACGTCAAATCCTCATGCCCCTTATGA
CCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTTGGTACAACGGGATGCTACCTCGCGAGAGGACGC
CAATCTCTTAAAACCAATCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTCGG
AATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTGCACAC
CGCCCGTCACAC
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EKk 15. PDF20 izolatinin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi

GGGGACAGTGGCAGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAACGTGCCCTTCGGTTCGGAATAACTC
AGGGAAACTTGAGCTAATACCGGATACGTCCGAGAGGAGAAAGATTTATCGCCGAAGGATC
GGCCCGCGTCTGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGACGATCAGTAGCT
GGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGC
AGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATG
AAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTTGTCCGGGACGATAATGACGGTACCGGAAGAATAA
GCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGCTCGGAA
TCACTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGACGTTTAAGTCAGGGGTGAAATCCCGGGGCTCA
ACCTCGGAATTGCCTTTGATACTGGATGTCTCGAGACCGGAAGAGGTAAGTGGAACTGCGA
GTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGCAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTACTGGT
CCGGTTCTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGT
CCACGCCGTAAACGATGGATGCTAGCCGTTGGGCAGCTTGCTGTTCAGTGGCGCAGCTAAC
GCTTTAAGCATCCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGG
GGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCAGC
CCTTGACATGTCGCGTATGGATGCCAGAGATGGCTTCCTTCAGTTCGGCTGGCGCGAACAC
AGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAG
CGCAACCCTCGCCCCTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTTTAGGGGGACTGCCGGTGAT
AAGCCGAGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACAC
ACGTGCTACAATGGCGGTGACAATGGGCAGCGAAAGGGCGACCTGGAGCTAATCCCCAAAA
GCCGTCTCAGTTCAGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGGCGGAATCGCTAGTAAT
CGCAGATCAGCATGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACAC

EK 16. PDF21 izolatinin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi

GATTCAAAAGCTTGCTTTTGAATCGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCT
GCCCTGTAGACGGGGATAACACCGAGAAATCGGTGCTAATACCGGATAACACGAAAGACCG
CATGGTTTTTCGTTGAAAGGCGGCGCAAGCTGTCGCTACAGGATGGGCCCGCGGCGCATTA
GCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGAT
CGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTT
CCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGCGAAGAAGGCCTTCGGGTCGT
AAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGCAGTCACTGGCGGTACCTTGACGGTACCT
AACGAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGT
TGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTCCTTAAGTCTGATGTGAAAGCC
CACAGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGCG
GAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGG
CTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGGGCAAACAGGATTAGATAC
CCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTATCCACCCTCTAGTG
CTGTAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGCTCGCAAGAGTGAAACTCAAAG
GAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGA
ACCTTACCAGGTCTTGACATCCCCTGACAACCCGAGAGATCGGGCGTTCCCCCTTCGGGGG
GACAGGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGT
CCCGCAACGAGCGCAACCCTCGACCTTAGTTGCCAGCATTC
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EK 17. PDF22 izolatinin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi

TACATGCAAGTCGAGCGAGTCCCTTCGGGGGCTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGCAGG
CAACCTGCCTCTCAGACTGGGATAACATAGGGAAACTTATGCTAATACCGGATAGGTTTTT
GGATCGCATGATTCGAAAAGAGAAGATGGCTTTTCGCTATCACTGGGAGATGGGCCTGCGG
CGCATTAGCTAGTTGGTGGGGTAACGGCCTACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGA
GGGTGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGG
GAATTTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAACGATGAAGGTCTTC
GGATTGTAAAGTTCTGTTGTCAGGGACGAACACGTACCGTTCGAATAGGGCGGTACCTTGA
CGGTACCTGACGAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTG
GCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGCTATGTAAGTCTGGTG
TTAAAGCCCGGGGCTCAACCCCGGTTCGCATCGGAAACTGTGTAGCTTGAGTGCAGAAGAG
GAAGCGGTATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGA
AGGCGGCTTTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATT
AGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTGGGGGTTTCAATACCC
TCAGTGCCGCAGCTAACGCAATAAGCACTCCGCCTGCCGCCTGGGGAGTACGCTCGCAAGA
GTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGA
AGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCCGCTGACCGCTCTGGAGACAGAGCTT
CCCTTCGGGGCAGCGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTT
GGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCTTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACT
CTAGAGAGACTGCCGTCGACAAGACGGAGGAAGGCGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCC
CTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTTGGTACAACGGGATGCTACCTCGCGAG
AGGACGCCAATCTCTTAAAACCAATCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATG
AAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTG
TACACACCGCCCGTCACAC
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EKk 18. PDF24 izolatinin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi

CGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGGACCAATGAAGAGCTTGCTCTT
CGGCGGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTAGGCAACCTGCCTGTACGACTGGGATAA
CTCCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATACTTCTTTCAGACCGCATGGTCTGAAAGGGAAA
GACTTTTGGTCACGTACAGATGGGCCTGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGGGGTAACGGCCT
ACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACAC
GGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACG
GAGCAACGCCGCGTGAACGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGTTCTGTTGTTAGGGAAGAA
CCGCCGGGATGACCTCCCGGTCTGACGGTACCTAACGAGAAAGCCCCGGCTAACTACGTGC
CAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCG
CGCAGGCGGCTTCTTAAGTCAGGTGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGCCACTTGA
AACTGGGAAGCTTGAGTGCAGGAGAGGAGAGCGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGT
AGAGATGTGGAGGAACACCCGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGCCTGTAACTGACGCTGAGGC
GCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGTTGAG
TGCTAGGTGTTGGGGACTCCAATCCTCAGTGCCGCAGCTAACGCAATAAGCACTCCGCCTG
GGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGA
GCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGGCTTGACATCCCGCTGACC
CTCCTAGAGATAGGAGCTCTCTTCGGAGCAGCGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAG
CTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTGCC
AGCATTTAGTTGGGCACTCTAGGGAGACTGCCGTCGACAAGACGGAGGAAGGTGGGGATGA
CGTCAAATCATCATGCCCCTTATGTCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGAACAAC
GGGCAGCCAACTCGCGAGAGTGCGCGAATCCCTTAAAACCATTCTCAGTTCGGATTGCAGG
CTGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGA
ATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACAC
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Ek 19. PDF27 izolatinin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi

TACATGCAAGTCTTCGGACCCTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTAGGCAACCTGCCTC
TCAGACTGGGATAACATAGGGAAACTTATGCTAATACCGGATAGGTTTTTGGATCGCATGA
TCCGAAAAGAAAAGATGGCTTCGGCTATCACTGGGAGATGGGCCTGCGGCGCATTAGCTAG
TTGGTGGGGTAACGGCCTACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGACCGGCC
ACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATTTTCCACA
ATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAACGATGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGT
TCTGTTGTTAGGGACGAATAAGTACCGTTCGAATAGGGCGGTACCTTGACGGTACCTGACG
AGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTC
CGGGATTTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGCTATGTAAGTCTGGTGTTAAAGCCCGG
GGCTCAACCCCGGTTCGCATCGGAAAACTGTGTAGCTTGAGTGCAGAAAGAGGAAAGCGGT
ATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAAGGCGGC
TTTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATAC
CCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTGGGGGTTTCAATACCCTCAGTG
CCGCAGCTAACGCAATAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGCTCGCAAGAGTGAAACTCAAAG
GAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGA
ACCTTACCAGGTCTTGACATCCCGCTGACCGCTCTGGAGACAGAGCTTCCCTTCGGGGCAG
CGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCG
CAACGAGCGCAACCCTTATCTTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAGAGAGACTGC
CGTCGACAAGACGGAGGAAGGCGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGG
CTACACACGTGCTACAATGGTTGGTACAACGGGATGCTACCTCGTGAGAGGACGCCAATCT
CTTAAAACCAATCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTCGGAATCGC
TAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCG
TCACAC
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EKk 20. PDF28 izolatinin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi

TACATGCAAGTCGAGCGAGTCCCTTCGGGGGCTAGCAGCGGACGGGTGAGTAACACGTAGG
CAACCTGCCTCTCAGACCGGGATAACATAGGGAAACTTATGCTAATACCGGATAGGTTTTT
GGATCGCATGATCTGAAAAGAAAAGATGGCTTTTCGCTATCACTGGGAGATGGGCCTGCGG
CGCATTAGCTAGTTGGTGGGGTAACGGCCTACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGA
GGGTGACCCGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGG
GAATTTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAACGATGAAGGTCTTC
GGATTGTAAAGTTCTGTTGTCAGGGACGAACACGTACCGTTCGAATAGGGCGGTACCTTGA
CGGTACCTGACGAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTG
GCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGCTATGTAAGTCTGGTG
TTAAAGCCCGGGGCTCGACCCCGGTTCGCATCGGAAACTGTGTAGCTTGAGTGCAGAAGAG
GAAAGCGGTATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCG
AAGGCGGCTTTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGAT
TAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTGGGGGTTTCAATACC
CTCAGTGCCGCAGCTAACGCAATAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGCTCGCAAGAGTGAAA
CTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAAC
GCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCCGCTGACCGCTCTGGAGACAGAGCTTCCCTTC
GGGGCAGCGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTA
AGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCTTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAGAG
AGACTGCCGTCGACAAGACGGAGGAAGGCGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATG
ACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTTGGTACAACGGGATGCTACCTCGTGAGAGGACG
CCAATCTCTTAAAACCAATCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTCG
GAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACA
CCGCCCGTCACAC
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EK 21. PDF29 izolatinin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi

TACATGCAAGTCGAGCGAGTCCCTTCGGGGGCTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTAGG
CAACCTGCCCGTAAGCTCGGGATAACATGGGGAAACTCATGCTAATACCGGATAGGGTCTT
CTCTCGCATGAGAGGAGACGGAAAGGTGGCGCAAGCTACCACTTACGGATGGGCCTGCGGC
GCATTAGCTAGTTGGTGGGGTAACGGCCTACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAG
GGTGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGG
AATTTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAACGATGAAGGTCTTCG
GATTGTAAAGTTCTGTTGTCAGAGACGAACAAGCACCGTTCGAACAGGGCGGTACCTTGAC
GGTACCTGACGAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGG
CAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGCTATGTAAGTCTGGTGT
TAAAGCCCGGGGCTCAACCCCGGTTCGCATCGGAAACTGTGTAGCTTGAGTGCAGAAGAGG
AAAGCGGTATTCCACGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGA
AGCGGCTTTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAG
ATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAACGATGAGTGCTAGTGTTGGGGGTTTCATACCCTCAGT
GCCGCAGCTAACGCATAAGCACTCGCTGGGNGTACGCTCGCAGAGTGAACTCAAAGGAATT
GACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTT
ACCAGGTCTTGACATCCCGCTGACCGTCCTAGAGATAGGGCTTCCCTTCGGGGCAGCGGTG
ACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACG
AGCGCAACCCTTATCTTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAGAGAGACTGCCGTCG
ACAAGACGGAGGAAGGCGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACA
CACGTGCTACAATGGCTGGTACAACGGGAAGCTAGCTCGCGAGAGTATGCCAATCTCTTAA
AACCAGTCTCAGTCCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGTCGGAATCGCTAGTA
ATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACA
C
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EKk 22. PDF31 izolatinin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi

CCGGCGAGTGGCGGACGGGTGAGGAACACATCGGAATCTACTCCGTCGTGGGGGATAACGT
AGGGAAACTTACGCTAATACCGCATACGACCTAAAGGTGAAAGTGGGGGACCGCAAGGCCT
CACGCGATGGAATGAGCCGATGTCCGATTAGCTAGTTGGCGGGGTAAAGGCCCACCAAGGC
GACGATCGGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGA
CTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATG
CCGCGTGGGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCCCTTTTGTTGGGGAAGAAATCCTGCT
GGCTAATACCCGGCGGGGATGACGGTACCCAAAGAATAAGCACCGGCTAACTTCGTGCCAG
CAGCCGCGGTAATACGAAGGGTGCAAGCGTTACTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGT
AGGTGGTGGCTTAAGTCCGTTGTGAAAGCCCTGGGCTCAACCTGGGAATTGCAGTGGATAC
TGGGTCACTAGAGTGTGGTAGAGGGTGGCGGAATTCCCGGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGA
GATCGGGAGGAACACCCGTGGCGAAGGCAGCCACCTGGGCCAACACTGACACTGAGGCACG
AAAGCGTGGGGAGCAAACAAGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGCGAAC
TGGATGTTGGGTTCAATTTGGGACTCAGTATCGAAGCTAACGCGTTAAGTTCGCCGCCTGG
GGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAG
TATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGTCTTGACATCCGCGGAACTG
CCCAGAGATGGGCGGGTGCCTTCGGGAGCCGCGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGC
TCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTGCCA
GCACGTAATGGTGGGAACTCTAAGGAGACCGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATG
ACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGACCAGGGCTACACACGTACTACAATGGTGGGGACAG
AGGGCTGCGAACCCGCGAGGGGGAGCCAATCCCAGAAACCCCATCTCAGTCCGGATTGGAG
TCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGT
GAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACAC
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EKk 23. PDF32 izolatinin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi

CGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGGACCAACGGAGAGCTTGCTCTC
CTGCGGTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTAGGCAACCTGCCTGTACGACCGGGATAA
CTCCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAGGATTTCAGACCGCATGGTTTGGAATGGAAAG
ACCCTGTGTCACGTACAGATGGGCCTGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGGGGTAACGGCCTA
CCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGAACGGCCACACTGGGACTGAGACACG
GCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGG
AGCAACGCCGCGTGAACGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGTTCTGTTGTTAGGGAAGAAC
CGCCGGGATAACCTCCCGGTCTGACGGTACCTAACGAGAAAGCCCCGGCTAACTACGTGCC
AGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGC
GCAGGCGGCTTCTTAAGTCAGGTGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGCCACTTGAA
ACTGGGAGGCTTGAGTGCAGGAGAGGAGAGCGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTA
GAGATGTGGAGGAACACCTGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGCCTGTAACTGACGCTGAGGCG
CGAAAGCGTGGGGAACGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGT
GCTAGGTGTTGGGGTCTCCAAACCTCAGTGCCGCAGCTAACGCAATAAGCACTCCGCCTGG
GGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGTG
CATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGGCTTGACATCCCGCTGACCC
CTCTAGAGATAGAGGCTTCCTTCGGGACAGCGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGC
TCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTGCCA
GCATTCAGTTGGGCACTCTAGGGAGACTGCCGTCGACAAGACGGAGGAAGGTGGGGATGAC
GTCAAATCATCATGCCCCTTATGTCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGAACAACG
GGCAGCCAACTCGCGAGAGTGAGCCAATCCCTTAAAACCATTCTCAGTTCGGATTGCAGGC
TGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAA
TACGTTCCCGGGTCTTGTACACAC
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EK 24. PDF38 izolatinin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi

GATTCAAAAGCTTGCTTTTGAATCGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCT
GCCCTGTAGACGGGGATAACACCGAGAAATCGGTGCTAATACCGGATAATACGAAAGGTCG
CATGATCTTTCGTTGAAAGGCGGCGCAAGCTGTCGCTACAGGATGGGCCCGCGGCGCATTA
GCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGAT
CGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTT
CCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGCGAAGAAGGCCTTCGGGTCGT
AAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTAACGTAGTAACTGGCGTTACGATGACGGTACCT
AACGAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGT
TGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTCCTTAAGTCTGATGTGAAAGCC
CACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGGACT TGAGTGCAGAAGAGGAGAGCG
GAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGG
CTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATAC
CCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTATCCACCCTTTAGTG
CTGTAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGCTCGCAAGAGTGAAACTCAAAG
GAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGA
ACCTTACCAGGTCTTGACATCCCCTGACAACCCGAGAGATCGGGCGTTCCCCCTTCGGGGG
GACAGGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGT
CCCGCAACGAGCGCAACCCTCGACCTTAGTTGCCAGCATTC

EKk 25. TF1 izolatinin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi

CGGACCAAATCGGAGCTTGCTCTGATTTGGTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGC
AACCTGCCCGCAAGACCGGGATAACTCCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAACACCGAA
GACCGCATGGTCTTTGGTTGAAAGGCGGCCTTTGGCTGTCACTTGCGGATGGGCCCGCGGC
GCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGGCCTGAGAG
GGTGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGG
AATCTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCGACGCCGCGTGAGCGAAGAAGGCCTTCG
GGTCGTAAAGCTCTGTTGTGAGGGACGAAGGAGCGCCGTTCGAAGAGGGCGGCGCGGTGAC
GGTACCTCACGAGGAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGG
CGAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTCCCTTAAGTCTGATGT
GAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGGACTTGAGTGCAGGAGAG
GAGAGCGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCG
AAGGCGGCTCTCTGGCCTGCAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGAT
TAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGGTCACACCC
TTTAGTGCTGCAGCTAACGCGATAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAA
CTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAAC
GCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCCCTGACAACCCAAGAGATTGGGCGTTCCCCCT
TCGGGGGGACAGGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGG
GTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGCCTCTAGTTGCCAGCACGAAGGTGGGCACTCT
AGAGGGACTGCCGGCGACAAGTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCT
TATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGCGGTACAAAGGGCTGCGAACCCGCGAGGG
GGAGCGAATCCCAAAAAGCCGCTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAA
GCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTA
CACACCGCCCGTCACA
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EK 26. TF2 izolatinin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi

GTGCCTAAGACATGCAAGTCGAGCGGGGCAGGTTTATACCTGTTCAGCGGCGGACGGGTGA
GTAACGCGTGGGTGACCTACCCGGAAGAGGCGGACAACCTGGGGAAACCCAGGCTAATCCG
CCATGTGGTCCTGTCCTGTGGGGCAGGACTAAAGGGTGGATAGCCCGCTTCCGGATGGGCC
CGCGTCCCATCAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGTC
TGAGAGGATGGCCGGCCACAGGGGCACTGAGACACGGGCCCCACTCCTACGGGAGGCAGCA
GTTAGGAATCTTCCGCAATGGACGGAAGTCTGACGGAGCGACGCCGCTTGGAGGAGGAAGC
CCTTCGGGGTGTAAACTCCTGAACTGGGGACGAAAGCCCCGTGTAGGGGGATGACGGTACC
CAGGTAATAGCGCCGGCCAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGCGCGAGCGT
TACCCGGATTTACTGGGCGTAAAGGGCGTGTAGGCGGCCTGGGGCGTCCCATGTGAAAGGC
CACGGCTCAACCGTGGAGGAGCGTGGGATACGCTCAGGCTAGAGGGTGGGAGAGGGTGGTG
GAATTCCCGGAGTAGCGGTGAAATGCGCAGATACCGGGAGGAACGCCGATGGCGAAGGCAG
CCACCTGGTCCACTTCTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACCGGATTAGATAC
CCGGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGCGCGCTAGGTCTCTGGGTTTATCTGGGGCCGAAGC
CAACGCGTTAAGCGCGCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGA
CGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTAC
CAGGCCTTGACATGCTGGGGAACCTAGGTGAAAGCCTGGGGTGCCCGTGAGGGAGCCCTAG
CACAGGTGCTGCATGGCCGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAAC
GAGCGCAACCCCTGCCCTTAGTTGCCAGCGGGTTGGGCCGGGCACTCTAAGGGGACTGCCT
GCGAAAGCAGGAGGAAGGCGGGGACGACGTCTGGTCATCATGGCCCTTACGGCCTGGGCGA
CACACGTGCTACAATGCCCACTACAGAGCGAGGCGACCCAGTGATGGGGAGCGAATCGCAA
AAAGGTGGGCGTAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACCCGACCCCATGAAGCCGGAATCGCTAG
TAATCGCGGATCAGCCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTC
AC



179

EK 27. TF3 izolatinin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi

GTGCCTAAGACATGCAAGTCGAGCGGGGCAGGTTTATACCTGTTCAGCGGCGGACGGGTGA
GTAACGCGTGGGTGACCTACCCGGAAGAGGCGGACAACCTGGGGAAACCCAGGCTAATCCG
CCATGTGGTCCTGTCCTGTGGGGCAGGACTAAAGGGTGGATAGCCCGCTTCCGGATGGGCC
CGCGTCCCATCAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGTC
TGAGAGGATGGCCGGCCACAGGGGCACTGAGACACGGGCCCCACTCCTACGGGAGGCAGCA
GTTAGGAATCTTCCGCAATGGACGGAAGTCTGACGGAGCGACGCCGCTTGGAGGAGGAAGC
CCTTCGGGGTGTAAACTCCTGAACTGGGGACGAAAGCCCCGTGTAGGGGGATGACGGTACC
CAGGTAATAGCGCCGGCCAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGCGCGAGCGT
TACCCGGATTTACTGGGCGTAAAGGGCGTGTAGGCGGCCTGGGGCGTCCCATGTGAAAGGC
CACGGCTCAACCGTGGAGGAGCGTGGGATACGCTCAGGCTAGAGGGTGGGAGAGGGTGGTG
GAATTCCCGGAGTAGCGGTGAAATGCGCAGATACCGGGAGGAACGCCGATGGCGAAGGCAG
CCACCTGGTCCACTTCTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACCGGATTAGATAC
CCGGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGCGCGCTAGGTCTCTGGGTTTATCTGGGGCCGAAGC
CAACGCGTTAAGCGCGCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGA
CGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTAC
CAGGCCTTGACATGCTGGGGAACCTAGGTGAAAGCCTGGGGTGCCCGTGAGGGAGCCCTAG
CACAGGTGCTGCATGGCCGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAAC
GAGCGCAACCCCTGCCCTTAGTTGCCAGCGGGTTGGGCCGGGCACTCTAAGGGGACTGCCT
GCGAAAGCAGGAGGAAGGCGGGGACGACGTCTGGTCATCATGGCCCTTACGGCCTGGGCGA
CACACGTGCTACAATGCCCACTACAGAGCGAGGCGACCCAGTGATGGGGAGCGAATCGCAA
AAAGGTGGGCGTAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACCCGACCCCATGAAGCCGGAATCGCTAG
TAATCGCGGATCAGCCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTC
AC
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EKk 28. TF5 izolatinin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi

GTGCCTAAGACATGCAAGTCGAGCGGGGCAGGTTTATACCTGTTCAGCGGCGGACGGGTGA
GTAACGCGTGGGTGACCTACCCGGAAGAGGCGGACAACCTGGGGAAACCCAGGCTAATCCG
CCATGTGGTCCTGTCCTGTGGGGCAGGACTAAAGGGTGGATAGCCCGCTTCCGGATGGGCC
CGCGTCCCATCAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGTC
TGAGAGGACGGCCGGCCACAGGGGCACTGAGACACGGGCCCCACTCCTACGGGAGGCAGCA
GTTAGGAATCTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCGACGCCGCTTGGAGGAGGAAGC
CCTTCGGGGTGTAAACTCCTGAACTGGGGACGAAAGCCCCGTGTAGGGGGATGACGGTACC
CAGGTAATAGCGCCGGCCAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGCGCGAGCGT
TACCCGGATTTACTGGGCGTAAAGGGCGTGTAGGCGGCCTGGGGCGTCCCATGTGAAAGGC
CACGGCTCAACCGTGGAGGAGCGTGGGATACGCTCAGGCTAGAGGGTGGGAGAGGGTGGTG
GAATTCCCGGAGTAGCGGTGAAATGCGCAGATACCGGGAGGAACGCCGATGGCGAAGGCAG
CCACCTGGTCCACTTCTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACCGGATTAGATAC
CCGGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGCGCGCTAGGTCTCTGGGTTTTCTGGGGGCCGAAAC
TAACGCGTTAAGCGCGCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGA
CGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTAC
CAGGCCTTGACATGCTGGGGAACCTGGGTGAAAGCCTGGGGTGCCCGTGAGGGAGCCCTAG
CACAGGTGCTGCATGGCCGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAAC
GAGCGCAACCCCTGCCCTTAGTTGCCAGCGGGTTGGGCCGGGCACTCTAAGGGGACTGCCT
GCGAAAGCAGGAGGAAGGCGGGGACGACGTCTGGTCATCATGGCCCTTACGGCCTGGGTGA
CACACGTGCTACAATGCCCACTACAGAGCGAGGCGACCTGGCAACAGGGAGCGAATCGCAA
AAAGGTGGGCGTAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACCCGACCCCATGAAGCCGGAATCGCTAG
TAATCGCGGATCAGCCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTC
AC
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EK 29. TF6 izolatinin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi

GTGCCTAAGACATGCAAGTCGAGCGGGGCAGGTTTATACCTGTTCAGCGGCGGACGGGTGA
GTAACGCGTGGGTGACCTACCCGGAAGAGGCGGACAACCTGGGGAAACCCAGGCTAATCCG
CCATGTGGTCCTGTCCTGTGGGGCAGGACTAAAGGGTGGATAGCCCGCTTCCGGATGGGCC
CGCGTCCCATCAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGTC
TGAGAGGATGGCCGGCCACAGGGGCACTGAGACACGGGCCCCACTCCTACGGGAGGCAGCA
GTTAGGAATCTTCCGCAATGGACGGAAGTCTGACGGAGCGACGCCGCTTGGAGGAGGAAGC
CCTTCGGGGTGTAAACTCCTGAACTGGGGACGAAAGCCCCGTGTAGGGGGATGACGGTACC
CAGGTAATAGCGCCGGCCAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGCGCGAGCGT
TACCCGGATTTACTGGGCGTAAAGGGCGTGTAGGCGGCCTGGGGCGTCCCATGTGAAAGGC
CACGGCTCAACCGTGGAGGAGCGTGGGATACGCTCAGGCTAGAGGGTGGGAGAGGGTGGTG
GAATTCCCGGAGTAGCGGTGAAATGCGCAGATACCGGGAGGAACGCCGGTGGCGAAGGCAG
CCACCTGGTCCACTTCTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACCGGATTAGATAC
CCGGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGCGCGCTAGGACTCTGGGTTTATCTGGGGGCCGAAG
CCAACGCGTTAAGCGCGCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTG
ACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTA
CCAGGCCTTGACATGCTGGGGAACCTAGGTGAAAGCCTGGGGTGCCCGTGAGGGAGCCCTA
GCACAGGTGCTGCATGGCCGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAA
CGAGCGCAACCCCTGCCCTTAGTTGCCAGCGGGTTGGGCCGGGCACTCTAAGGGGACTGCC
TGCGAAAGCAGGAGGAAGGCGGGGACGACGTCTGGTCATCATGGCCCTTACGGCCTGGGCG
ACACGCGTGCTACAATGCCCACTACAGAGCGAGGCGACCCAGTGATGGGGAGCGAATCGCA
AAAAGGTGGGCGTAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACCCGACCCCATGAAGCCGGAATCGCTA
GTAATCGCGGATCAGCCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGT
CAC
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EKk 30. TF7 izolatinin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi

GTGCCTAAGACATGCAAGTCGAGCGGGGCAGGTTTATACCTGTTCAGCGGCGGACGGGTGA
GTAACGCGTGGGTGACCTACCCGGAAGAGGCGGACAACCTGGGGAAACCCAGGCTAATCCG
CCATGTGGTCCTGTCCTGTGGGGCAGGACTAAAGGGTGGATAGCCCGCTTCCGGATGGGCC
CGCGTCCCATCAGCCAGTTGGTGGGGTAAAGGCCCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGTC
TGAGAGGACGGCCGGCCACAGGGGCACTGAGACACGGGCCCCACTCCTACGGGAGGCAGCA
GTTAGGAATCTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCGACGCCGCTTGGAGGAGGAAGC
CCTTCGGGGTGTAAACTCCTGAACTGGGGACGAAAGCCCCGTGTAGGGGGATGACGGTACC
CAGGTAATAGCGCCGGCCAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGCGCGAGCGT
TACCCGGATTTACTGGGCGTAAAGGGCGTGTAGGCGGCCTGGGGCGTCCCATGTGAAAGGC
CACGGCTCAACCGTGGAGGAGCGTGGGATACGCTCAGGCTAGAGGGTGGGAGAGGGTGGTG
GAATTCCCGGAGTAGCGGTGAAATGCGCAGATACCGGGAGGAACGCCGATGGCGAAGGCAG
CCACCTGGTCCACTTCTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACCGGATTAGATAC
CCGGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGCGCGCTAGGTCTCTGGGTTTTCTGGGGGCCGAAGC
TAACGCGTTAAGCGCGCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGA
CGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTAC
CAGGCCTTGACATGCTGGGGAACCTGGGTGAAAGCCTGGGGTGCCCGTGAGGGAGCCCTAG
CACAGGTGCTGCATGGCCGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAAC
GAGCGCAACCCCTGCCCTTAGTTGCCAGCGGGTTGGGCCGGGCACTCTAAGGGGACTGCCT
GCGAAAGCAGGAGGAAGGCGGGGACGACGTCTGGTCATCATGGCCCTTACGGCCTGGGCGA
CACACGTGCTACAATGCCCACTACAGAGCGAGGCGACCTGGCAACAGGGAGCGAATCGCAA
AAAGGTGGGCGTAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACCCGACCCCATGAAGCCGGAATCGCTAG
TAATCGCGGATCAGCCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTC
AC
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EKk 31. TF11 izolatinin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi

CGGACCGGATTGGGGCTTGCCTTGATTCGGTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGC
AACCTGCCCGCAAGACCGGGATAACTCCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAACACCGAA
GACCGCATGGTCTTCGGTTGAAAGGCGGCCTTTGGGCTGTCACTTGCGGATGGGCCCGCGG
CGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGGCCTGAGA
GGGTGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGG
GAATCTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCGACGCCGCGTGAGCGAAGAAGGCCTTC
GGGTCGTAAAGCTCTGTTGTGAGGGACGAAGGAGCGCCGTTCGAAGAGGGCGGCGCGGTGA
CGGTACCTCACGAGGAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGG
GCGAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTCCCTTAAGTCTGATG
TGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGGACTTGAGTGCAGGAGA
GGAGAGCGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGC
GAAGGCGGCTCTCTGGCCTGCAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGA
TTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGGTCACACC
CTTTAGTGCTGCAGCTAACGCGATAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAA
ACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAA
CGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCCCTGACAACCCAAGAGATTGGGCGTTCCCCC
TTCGGGGGGACAGGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTG
GGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGCCTCTAGTTGCCAGCACGAAGGTGGGCACTC
TAGAGGGACTGCCGGCGACAAGTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCC
TTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGCGGTACAAAGGGCTGCGAACCCGCGAGG
GGGGAGCGAATCCCAAAAAGCCGCTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATG
AAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTG
TACACACCGCCCGTCACA
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EKk 32. TF12 izolatinin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi

CGGACCGGATCGGAGCTTGCTCTGGTTTGGTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGC
AACCTGCCCGCAAGACCGGGATAACTCCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAACACCGAA
GACCGCATGGTCTTGGGTTGAAAGGCGGCGCAAGCTGCCACTTGCGGATGGGCCCGCGGLG
CATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGGCCTGAGAGG
GTGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGA
ATCTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCGACGCCGCGTGAGCGAAGAAGGCCTTCGG
GTCGTAAAGCTCTGTTGTGAGGGACGAAGGAGCGTCGTTCGAAGAGGGCGGCGCGGTGACG
GTACCTCACGAGGAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGC
GAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTCCTTAAGTCTGATGTG
AAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGGACTTGAGTGCAGGAGAGG
AGAGCGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGA
AGGCGGCTCTCTGGCCTGCAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATT
AGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGGTCACACCCT
TTAGTGCTGCAGCTAACGCGATAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAAC
TCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACG
CGAAAAACCTTACCAGGTCTTGACATCCCCTGACAACCCAAGAGATTGGGCGTTCCCCCTT
CGGGGGGACAGGGTGACAGGTGGTGCATGGTCGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGG
TTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGCCTCTAGTTGCCAGCATTCGGTTGGGCACTCTA
GAGGGACTGCCGGCGACAAGTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTT
ATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGCGGTACAAAGGGCTGCGAACCCGCGAGGGG
GAGCGAATCCCAAAAAGCCGCTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAG
CCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTAC
ACACCGCCCGTCACA
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EKk 33. TF13 izolatinin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi

CGGACTGAATGGGAGCTTGCTCTTGTTCGGTCCGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGC
AACCTGCCCGCAAGACCGGGATAACTCCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAACACCGAA
GACCGCATGGTCTTTGGTTGAAAGGCGGCGCAAGCTGCCACTTGCGGATGGGCCCGCGGLG
CATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGGCCTGAGAGG
GTGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGA
ATCTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCGACGCCGCGTGAGCGAAGAAGGCCTTCGG
GTCGTAAAGCTCTGTTGTGAGGGACGAAGGAGCGTCGTTCGAAGAGGGCGGCGCGGTGACG
GTACCTCACGAGGAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGC
GAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTCCTTAAGTCTGATGTG
AAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGGACTTAAGTGCAGGAGAGG
AGAGCGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGA
AGGCGGCTCTCTGGCCTGCAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATT
AGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGGTCACACCCT
TTAGTGCTGCAGCTAACGCGATAAGCACTTCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAAC
TCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACG
CGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCCCTGACAACCCAAGAGATTGGGCGTTCCCCCTT
CGGGGGGACAGGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGG
TTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGCCTCTAGTTGCCAGCATTCGGTTGGGCACTCTA
GAGGGACTGCCGGCGACAAGTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTT
ATGACCTGGCTACACACGTGCTACAATGGGCGGTACAAAGGGCTGCGAACCCGCGAGGGGG
AGCGAATCCCAAAAAGCCGCTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGC
CGGAATCGCTAGTGATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACA
CACCGCCCGTCACA



186

EKk 34. TF14 izolatinin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi

CGGACCGAATGGGAGCTTGCTCTTGTTCGGTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGC
AACCTGCCCGCAAGACCGGGATAACTCCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAACACCGAA
GACCGCATGGTCTTTGGTTGAAAGGCGGCGCAAGCTGTCACTTGCGGATGGGCCCGCGGCG
CATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGGCCTGAGAGG
GTGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGA
ATCTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCGACGCCGCGTGAGCGAAGAAGGCCTTCGG
GTCGTAAAGCTCTGTTGTGAGGGACGAAGGAGCGCCGTTTGAAGAAGGCGGCGCGGTGACG
GTACCTCACGAGGAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGC
GAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGCCCCTTAAGTCTGATGTG
AAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGGGCTTGAGTGCAGGAGAGG
AGAGCGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGA
AGGCGGCTCTCTGGCCTGCAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATT
AGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGGTCACACCCT
TTAGTGCTGCAGCTAACGCGATAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAAC
TCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACG
CGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCCCTGACAACCCAAGAGATTGGGCGTTCCCCCTT
CGGGGGGACAGGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGG
TTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGCCTCTAGTTGCCAGCATCGGGGTGGGCACTCTA
GAGGGACTGCCGGCGACAAGTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTT
ATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGCGGTACAAAGGGCTGCGAACCCGCGAGGGG
GAGCGAATCCCAAAAAGCCGCTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAG
CCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTAC
ACACCGCCCGTCACA
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EKk 35. TF15 izolatinin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi

GATTCAAAAGCTTGCTTTTGGATTGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCT
GCCCTGTAGACGGGGATAACACCGAGAAATCGGTGCTAATACCGGATAACACGAAAGACCG
CATGGTCTTTCGTTGAAAGGCGGCGCAAGCTGTCGCTACAGGATGGGCCCGCGGCGCATTA
GCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGAT
CGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTT
CCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGCGAAGAAGGCCTTCGGGTCGT
AAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTAACGTAGTAACTGGCGTTACTGTGACGGTACCT
AACGAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGT
TGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTCCTTAAGTCTGATGTGAAAGCC
CACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGGACT TGAGTGCAGAAGAGGAGAGCG
GAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGG
CTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATAC
CCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTATCCACCCTTTAGTG
CTGTAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGCTCGCAAGAGTGAAACTCAAAG
GAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGA
ACCTTACCAGGTCTTGACATCCCCTGACAACCCGAGAGATCGGGCGTTCCCCCTTCGGGGG
GACAGGGGGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGT
CCCGCAACGAGCGCAACCCTCGACCTTAGTTGCCAGCATTC

EKk 36. TF16 izolatinin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi

CGGACCGAATGGGAGCTTGCTCTTGTTCGGTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGC
AACCTGCCCGCAAGACCGGGATAACTCCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAACACCGAA
GACCGCATGGTCTTTGGTTGAAAGGCGGCGCAAGCTGTCACTTGCGGATGGGCCCGCGGCG
CATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGGCCTGAGAGG
GTGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGA
ATCTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCGACGCCGCGTGAGCGAAGAAGGCCTTCGG
GTCGTAAAGCTCTGTTGTGAGGGACGAAGGAGCGCCGTTTGAAGAAGGCGGCGCGGTGACG
GTACCTCACGAGGAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGC
GAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGCCCCTTAAGTCTGATGTG
AAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGGGCTTGAGTGCAGGAGAGG
AGAGCGGAATTCCGCGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGA
AGGCGGCTCTCTGGCCTGCAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATT
AGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGGTCACACCCT
TTAGTGCTGCAGCTAACGCGATAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAAC
TCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACG
CGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCCCTGACAACCCAAGAGATTGGGCGTTCCCCCCC
TTCGGGGGGGACAGGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTT
GGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGCCTCTAGTTGCCAGCATTGGGGTGGGCACT
CTAGAGGGACTGCCGGCGACAAGTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCC
CTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGCGGTACAAAGGGCTGCGAACCCGCGAG
GGGGAGCGAATCCCAAAAAGCCGCTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATG
AAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTG
TACACACCGCCCGTCACA
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EKk 37. TF17 izolatinin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi

CGGACCGAATGGGAGCTTGCTCTTGTTCGGTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGC
AACCTGCCCGCAAGACCGGGATAACTCCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAACACCGAA
GACCGCATGGTCTTTGGTTGAAAGGCGGCGCAAGCTGCCACTTGCGGATGGGCCCGCGGLG
CATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGGCCTGAGAGG
GTGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGA
ATCTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCGACGCCGCGTGAGCGAAGAAGGCCTTCGG
GTCGTAAAGCTCTGTTGTGAGGGACGAAGGAGCGTCGTTCGAAGAGGGCGGCGCGGTGACG
GTACCTCACGAGGAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGC
GAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTCCCTTAAGTCTGATGTG
AAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGGACTTGTGTGCAGGAGAGG
GGAGCGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGA
AGGCGGCTCTCTGGCCTGCAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATT
AGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGGTCACACCCT
TTAGTGCTGCAGCTAACGCGATAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAAC
TCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACG
CGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCCCTGACAACCCAAGAGATTGGGCGTTCCCCCTT
CGGGGGGACAGGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGG
TTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGCCTCTAGTTGCCAGCATTCGGTTGGGCACTCTA
GAGGGACTGCCGGCGACAAGTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTT
ATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGCGGTACAAAGGGCTGCGAACCCGCGAGGGG
GAGCGAATCCCAAAAAGCCGCTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAG
CCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTAC
ACACCGCCCGTCACA
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Ek 38. TH1 izolatinin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi

CGGACCGAACGAGAGCTTGCTCTTGTTCGGTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGC
AACCTGCCCGCAAGACCGGGACAACTCCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAACACCAAA
GACCGCATGGTCTTTGGTTGAAAGGCGGCTTCGGCTGTCACTTGCGGATGGGCCCGCGGCG
CGTTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGGCCTGAGAGG
GTGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGA
ATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCGACGCCGCGTGAGCGAAGAAGGCCTTCGG
GTCGTAAAGCTCTGTTGTGAGGGACGAAGGAGCGCCGTTTGAATAAGGCGGCGCGGTGACG
GTACCTCACGAGAAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGC
GAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTCCTTTAAGTCTGATGTG
AAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGGACTTGAGTGCAGGAGAGG
AGAGCGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGA
AGGCGGCTCTCTGGCCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATT
AGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGGTCACACCCT
TTAGTGCTGTAGCTAACGCGATAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAAC
TCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACG
CGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCCCTGACAACCCAAGAGATTGGGCGTTCCCCCTT
CGGGGGGACAGGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGG
TTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGCCTCTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTA
GAGGGACTGCCGGCTAAAAGTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTT
ATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGCGGTACAAAGGGCTGCGAACCCGCGAGGGG
GAGCGAATCCCAAAAAGCCGCTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAG
CCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTAC
ACACCGCCCGTCACA
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EKk 39. TH2 izolatinin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi

CGGACCGAACGAGAGCTTGCTCTTGTTCGGTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGC
AACCTGCCCGCAAGACCGGGATAACTCCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAACACCAAA
GACCGCATGGTCTTTGGTTGAAAGGCGGCTTCGGCTGTCACTTGCGGATGGGCCCGCGGCG
CATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGGCCTGAGAGG
GTGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGA
ATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCGACGCCGCGTGAGCGAAGAAGGCCTTCGG
GTCGTAAAGCTCTGTTGTGAGGGACGAAGGAGCGCCGTTTGAATAAGGCGGCGCGGTGACG
GTACCTCACGAGAAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGC
GAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTCCTTTAAGTCTGATGTG
AAAGCCCACGGCTCAACCGTGGCAGGGTCATTGGAAACTGGGGGACTTGAGTGCAGGAGAGG
AGAGCGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGA
AGGCGGCTCTCTGGCCTGCAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATT
AGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGGTCACACCCT
TTAGTGCTGCAGCTAACGCGATAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAAC
TCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGCAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACG
CGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCCCTGACAACCCAAGAGATTGGGCGTTCCCCCTT
CGGGGGGACAGGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGG
TTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGCCTCTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTA
GAGGGACTGCCGGCTAAAAGTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTT
ATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGCGGTACAAAGGGCTGCGAACCCGCGAGGGG
GAGCGAATCCCAAAAAGCCGCTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAG
CCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTAC
ACACCGCCCGTCACA
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Ek 40. TH4 izolatinin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi

GATTCAAAAGCTTGCTTTTGGATCGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCT
GCCCTGTAGACGGGGATAACACCGAGAAATCGGTGCTAATACCGGATAATACGAAAGGCCG
CATGGTCTTTCGTTGAAAGGCGGCGCAAGCTGTCGCTACAGGATGGGCCCGCGGCGCATTA
GCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGAT
CGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTT
CCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGCGAAGAAGGCCTTCGGGTCGT
AAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGCAGTCACTGGCGGTACCTTGACGGTACCT
AACGAGGAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGT
TGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTCCTTAAGTCTGATGTGAAAGCC
CACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGCG
GAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGG
CTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATAC
CCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTATCCACCCTTTAGTG
CTGTAGCTAACGCATTAAGCCACTCCGCCTGGGGAGTACGCTCGCAAGAGTGAAACTCAAA
GGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAG
AACCTTACCAGGTCTTGACATCCCCTGACAACCCGAGAGATCGGGCGTTCCTCCTTCGGGG
GACAGGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGT
CCCGCAACGAGCGCAACCCTCGACCTTAGTTGCCAGCATTC

EKk 41. TH5 izolatinin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi

GATTCAAAAGCTTGCTTTTGAATCGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCT
GCCCTGTAGACGGGGATAACACCGAGAAATCGGTGCTAATACCGGATAATACGAAAGGTCG
CATGATGTTCCGTTGAAAGGCGGCGCAAGCTGCCGCTACAGGATGGGCCCGCGGCGCATTA
GCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGAT
CGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTT
CCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGCGAAGAAGGCCTTCGGGTCGT
AAAGCTCCGTTGTTAGGGAAGAACAAGTAACGTAGTAACTGGCGTTACTGTGACGGTACCT
AACGAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGT
TGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTCCTTAAGTCTGATGTGAAAGCC
CACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGCG
GAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGCGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGG
CTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATAC
CCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTATCCACCCTTTAGTG
CTGTAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGCTCGCAAGAGTGAAACTCAAAG
GAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGA
ACCTTACCAGGTCTTGACATCCCCTGACAACCCGAGAGATCGGGCGTTCCCCCTTCGGGGG
GACAGGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGT
CCCGCAACGAGCGCAACCCTCGACCTTAGTTGCCAGCATTC
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EK 42. TH6 izolatinin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi

CGGACTGGATTGGAGCTTGCTCTGATTCGGTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGC
AACCTGCCCGCAAGACCGGGATAACTCCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAACACCGAA
GACCGCATGGTCTTTGGTTGAAAGGCGGCGCAAGCTGTCACTTGCGGATGGGCCCGCGGCG
CATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGGCCTGAGAGG
GTGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGA
ATCTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCGACGCCGCGTGAGCGAAGAAGGCCTTCGG
GTCGTAAAGCTCTGTTGTGAGGGACGAAGGAGCGCCGTTTGAAGAGGGCGGCGCGGTGACG
GTACCTCACGAGGAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGC
GAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTCCTTAAGTCTGATGTG
AAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGGACTTGAGTGCAGGAGAGG
AGAGCGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGA
AGGCGGCTCTCTGGCCTGCAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATT
AGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGGTCACACCCT
TTAGTGCTGCAGCTAACGCGATAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAAC
TCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACG
CGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCCCTGACAACCCAAGAGATTGGGCGTTCCCCCTT
CGGGGGGACAGGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGG
TTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGCCTCTAGTTGCCAGCATTCGGTTGGGCACTCTA
GAGGGACTGCCGGCGACAAGTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTT
ATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGCGGTACAAAGGGCTGCGAACCCGCGAGGGG
GAGCGAATCCCAAAAAGCCGCTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAG
CCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTAC
ACACCGCCCGTCACA
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EKk 43. TH7 izolatinin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi

CGGACCGAACGGAAGCTTGCTTCTGTTCGGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGT
AACCTGCCCGTAAGACCGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAACACCGAA
GACCGCATGATCTTCGGTTGAAAGGTGGCTTTTGCTACCACTTACGGATGGGCCCGCGGCG
CATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGGCCTGAGAGG
GTGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGA
ATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCGACGCCGCGTGAGCGAAGAAGGTCTTCGG
ATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAAGAAGTACCGTTCGAATAGGGCGGTACGGTGACG
GTACCTAACGAGAAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGC
GAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTCCCTTAAGTCTGATGTG
AAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGGACTTGAGTGCAGAAGAGG
AGAGCGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGA
AGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATT
AGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGGTTTTCCCTT
TAGTGCTGTAGCTAACGCGTTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACT
CAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGC
GAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCCCTGACAACCCTGGAGACAGGGCGTTCCCCCTTC
GGGGGGGACAGGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGG
TTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGCCCCTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTA
GGGGGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTT
ATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGCGGTACAAAGGGCTGCGAACCCGCGAGGGG
GAGCGAATCCCAAAAAGCCGCTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAG
CCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTAC
ACACCGCCCGTCACA
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EK 44. DF5 izolatinin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi

GATTCAAAAGCTTGCTTTTGGATCGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCT
GCCCTGTAGACGGGGATAACACCGAGAAATCGGTGCTAATACCGGATAATACGAAAGGTCG
CATGATCTTTCGTTGAAAGGCGGCGCAAGCTGCCGCTACAGGATGGGCCCGCGGCGCATTA
GCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGAT
CGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTT
CCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGCGAAGAAGGCCTTCGGGTCGT
AAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTAACGTAGTAACTGGCGTTACAATGACGGTACCT
AACGAGAAAGCCACGGCCAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGT
TGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTCCTTAAGTCTGATGTGAAAGCC
CACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGGACT TGAGTGCAGAAGAGGAGAGCG
GAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGCGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGG
CTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATAC
CCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTATCCACCCTTTAGTG
CTGTAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGCTCGCAAGAGTGAAACTCAAAG
GAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGA
ACCTTACCAGGTCTTGACATCCCCTGACAACCCGAGAGATCGGGCGTTCCCCCTTCGGGGG
GATAGGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGT
CCCGCAACGAGCGCAACCCTCGACCTTAGTTGCCAGCATTC

EKk 45. DF11 izolatinin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi

GATTCAAAAGCTTGCTTTTGAATCGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGACAACCT
GCCCTGTAGACGGGGATAACACCGAGAAATCGGTGCTAATACCGGATAATACGAAAGGTCG
CATGATCTCTCGTTGAAAGGCGGCGCAAGCTGTCGCTACAGGATGGGCCCGCGGCGCATTA
GCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGCAGCCGACCTGAGAGGGTGAT
CGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTT
CCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGCGAAGAAGGCCTTCGGGTCGT
AAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTAACGTAGTAACTGGCGTTACTGTGACGGTACCT
AACGAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGT
TGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTCCTTAAGTCTGACGTGAAAGCC
CACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGCG
GAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGCGGC
TCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCC
TGGTAGTCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTATCCACCTTTAGTGCTGT
AGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGCTCGCAAGAGTGAAACTCAAAGGAAT
TGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCT
TACCAGGTCTTGACATCCCCTGACAACCCGAGAGATCGGGCGTTCCCCCTTCGGGGGGACA
GGGTGACAGGAGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCG
CAACGAGCGCAACCCTCGACCTTAGTTGCCAGCATTC
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EK 46. DF16 izolatinin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi

GATTCAAAAGCTTGCTTTTGAATCGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCT
GCCCTGTAGACGGGGATAACACCGAGAAATCGGTGCTAATACCGGATAATACGAAAGGTCG
CATGATGTTTCGTTGAAAGGCGGCGCAAGCTGTCGCTACAGGATGGGCCCGCGGCGCATTA
GCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGAT
CGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTT
CCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGCGAAGAAGGCCTTCGGGTCGT
AAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTAACGTAGTAACTGGCGTTACGATGACGGTACCT
AACGAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGT
TGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTCCTTAAGTCTGATGTGAAAGCC
CACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGGACT TGAGTGCAGAAGAGGAGAGCG
GAATTCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGCGGCT
CTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCC
TGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTATCCACCCTTTAGTGCT
GTAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGCTCGCAAGAGTGAAACTCAAAGGA
ATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAAC
CTTACCAGGTCTTGACATCCCCTGACAACCCGAGAGATCGGGCGTTCCCCCTTCGGGGGGA
CAGGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCC
CGCAACGAGCGCAACCCTCGACCTTAGTTGCCAGCATTC

EK 47. DF17 izolatinin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi

GATTCAAAAGCTTGCTTTTGAATCGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCT
GCCCTGTAGACGGGGATAACACCGAGAAATCGGTGCTAATACCGGATAATACGAAAGGTCG
CATGATCTTTCGTTGAAAGGCGGCGCAAGCTGCCGCTACAGGATGGGCCCGCGGCGCATTA
GCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGAT
CGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTT
CCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGCGAAGAAGGCCTTCGGGTCGT
AAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTAACGTAGTAACTGGCGTTACTGTGACGGTACCT
AACGAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGT
TGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTCCTTAAGTCTGATGTGAAAGCC
CACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGCG
GAATTCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGC
TCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACC
CTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTATCCACCCTTTAGTGC
TGTAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGCTCGCAAGAGTGAAACTCAAAGG
AATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAA
CCTTACCAGGTCTTGACATCCCCTGACAACCCGAGAGATCGGGCGTTCCCCCTTCGGGGEE
ACAGGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTC
CCGCAACGAGCGCAACCCTCGACCTTAGTTGCCAGCATTC
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EKk 48. DF20 izolatinin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi

CGGACTGGATTGGAGCTTGCTCTGATTCGGTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGC
AACCTGCCCGCAAGACCGGGATAACTCCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAACACCGAA
GACCGCATGGTCTTTGGTTGAAAGGCGGCGCAAGCTGTCACTTGCGGATGGGCCCGCGGCG
CATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGGCCTGAGAGG
GTGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGA
ATCTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCGACGCCGCGTGAGCGAAGAAGGCCTTCGG
GTCGTAAAGCTCTGTTGTGAGGGACGAAGGAGCGCCGTTCGAAGAGGGCGGCGCGGTGACG
GTACCTCACGAGGAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGC
GAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTCCTTAAGTCTGATGTG
AAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGGACTTGAGTGCAGGAGAGG
AGAGCGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGA
AGGCGGCTCTCTGGCCTGCAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATT
AGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGGTCACACCCT
TTAGTGCTGCAGCTAACGCGATAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAAC
TCAAAGGAATTGACGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGC
GAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCCCTGACAACCCAAGAGATTGGGCGTTCCCCCTTC
GGGGGACAGGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTT
AAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGCCTCTAGTTGCCAGCATTCGGTTGGGCACTCTAGA
GGGACTGCCGGCGACAAGTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTAT
GACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGCGGTACAAAGGGCTGCGAACCCGCGTGGGGGA
GCGAATCCCAAAAAGCCGCTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGGAGCC
GGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACAC
ACCGCCCGTCACA
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EKk 49. D1021 izolatinin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi

ATTCTAGAGTTTGATCATGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTC
GAGCGGACGATTCAAAAGCTTGCTTTTGAATCGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTG
GGCAACCTGCCCTGTAGACGGGGATAACACCGAGAAATCGGTGCTAATACCGGATAATACG
AAAGGTCGCATGATGTTTCGTTGAAAGACGGCGCAAGCTGCCGCTACAGGATGGGCCCGCG
GCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAG
AGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAG
GGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGCGAAGAAGGCCTT
CGGGTCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTAACGTAGTAACTGGCGTTACTGTGA
CGGTACCTAACGAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTG
GCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGGGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTCCTTAAGTCTGATG
TGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGGACTTGAGTGCAGAAGA
GGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGC
GAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGA
TTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTATCCACC
CTTTAGTGCTGTAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGCTCGCAAGAGTGAA
ACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAA
CGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCCCTGACAACCCGAGAGATCGGGCGTTCCCCC
TTCGGGGGGACAGGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTG
GGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGACCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTC
TAAGGTGACTGCCGGCTAAAAGTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCC
TTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGCGGTACAAAGGGTCGCGAACCCGCGAGG
GGGAGCCAATCCCAAAAAGCCGCTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGA
AGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGT
ACACACCGCCCGTCACACGGTACCATA
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EKk 50. D1041 izolatinin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi

CGATTCAAAGCTTGCTTTTGAATCGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCT
GCCCTGTAGACGGGGATAACACCGAGAAATCGGTGCTAATACCGGATAATACGAAAGGTCG
CATGATCTTTCNTTGAAAGGCGGCGCAAGCTGTCGCTACAGGATGGGCCCGCGGCGCATTA
GCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGAT
CGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCANACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTT
CCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGCGAAGAAGGCCTTCNGGTCGT
AAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTAACGTAGTAACTGGCGTTACGATGACGGTACCT
AACGAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGT
TGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTCCTTAAGTCTGATGTGAAAGCC
CACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGGACTTGAGTGCANAAGAGGAGAGCG
GAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGG
CTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGANGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGGATTAGATA
CCCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTNANAGGGTATCCACCCTTTAG
TGCTGTAGCTAACGCATTAANCACTTCCNCANTCCGCNTGGGGANTACGCTCGCAAGAGTG
AAACTCAAAGNAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGC
AACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCCCTGACAACCNGAGAGATNGGGCGTTCCC
CCTTCGGGGGGACAGGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTNGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGT
TGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGACCTTAGTTGCCAGCATTC

Ek 51. D1042 izolatinin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi

GATTCAAAGGCTTGCTTTTGAATCGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCT
GCCCTGTAGACGGGGATAACACCGAGAAATCGGTGCTAATACCGGATAATACGAAAGGTCG
CATGATCTTTCGTTGAAAGGCGGCGCAAGCTGTCGCTACAGGATGGGCCCGCGGCGCATTA
GCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGAT
CGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTT
CCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGCGAAGAAGGCCTTCGGGTCGT
AAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTAACGTAGTAACTGGCGTTACAATGACGGTACCT
AACGAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGT
TGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTCCTTAAGTCTGATGTGAAAGCC
CACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGCG
GAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGG
CTNTCTGGTCTGTAACTGACGNTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATAC
CCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTATCCACCCTTTAGTG
CTGTAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGCTCGCAAGAGTGAAACTCAAAG
GAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGA
ACCTTACCAGGTCTTGACATCCCCTGACAACCCGAGAGATCGGGCGTTCCCCCTTCGGGGE
GACAGGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGT
CCCGCAACGAGCGCAACCCTCGACCTTAGTTGCCAGCATTC
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Ek 52. PDF4 16S rRNA HV Bolgesinin Baz sirasi

AGGGTTTTCGAACCCTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTAGGCAACCTGCCTCTCAGAC
CGGGATAACATAGGGAAACTTATGCTAATACCGGATAGGTTTTTGGATCGCATGATCTGAA
AAGGAAAGATGGCGTTTGCTATCACTGGGAGATGGGCCTGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTA
GGGTAACGGCCTACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGACCGGCCACACTG
GGACTGAGACACGGCCCAG

Ek 53. PDF6 16S rRNA HV Bolgesinin Baz sirasi

GACCAACGGAGAGCTTGCTCTCCTGCGGTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTAGGCAA
CCTGCCTGTACGACCGGGATAACTCCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAGGATTTCAGA
CCGCATGGTTTGGAATGGAAAGACCCTGTGTCACGCACAGATGGGCCTGCGGCGCATTAGC
TAGCTGGTGGGGTAACGGCCTACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGAACG
GCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAG

Ek 54. PDF10 16S rRNA HV Bolgesinin Baz sirasi

AGGGTTTTCGAACCCTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTAGGCAACCTGCCTCTCAGAC
CGGGATAACATAGGGAAACTTATGCTAATACCGGATAGGTTTTTGGATCGCATGATCTGAA
AAGGAAAGATGGCGTTTGCTATCACTGGGAGATGGGCCTGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTG
GGGTAACGGCCTACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGACCGGCCACACTG
GGACTGAGACCCGGCCCAG

Ek 55. PDF11 16S rRNA HV Bolgesinin Baz sirasi

AGGGTTTTCGAACCCTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTAGGCAACCTGCCTCTCAGAC
CGGGATAACATAGGGAAACTTATGCTAATACCGGATAGGTTTTTGGATCGCATGATCTGAA
AAGGAAAGATGGCTTCTGCTATCACTGGGAGATGGGCCTGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTG
GGGTAACGGCCTACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGACAGGCCACACTG
GGACTGAGACACGGCCCAG

Ek 56. PDF13 16S rRNA HV Bolgesinin Baz sirasi

GACCAATGAAGAGCTTGCTCTTCGGCGGTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTAGGCAA
CCTGCCTGTACGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATACTTCTTTCAG
ACCGCATGGTCTGAAAGGGAAAGACCTTTGGTCACGTACAGATGGGCCTGCGGCGCATTAG
CTAGTTGGTGGGGTAACGGCCTACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATC
GGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAG
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Ek 57. PDF17 16S rRNA HV Bolgesinin Baz sirasi

GATCTGTTTGAAGCTTGCTTCAGACAGGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTAGGCAA
CCTGCCCGTAAGACCGGGATAACGTAGGGAAACTTACGCTAATACCGGATAGGGCACCTTC
TCGCATGAGAGGGTGCGGAAAGGTGGCGCAAGCTACCACTTGCGGATGGGCCTGCGGCGCA
TTAGCTAGTTGGTGGGGTAACGGCCTACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGT
GACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAG

Ek 58. PDF19 16S rRNA HV Bolgesinin Baz sirasi

AGGGTTTTCGGACCCTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTAGGCAACCTACCTCTCAGAC
CGGGATAACATAGGGAAACTTATGCTAATACCGGATAGGTTTTTGGGTCGCATGATCCGAA
AAGGAAAGATGGCGTTTGCTATCACTGGGAGATGGGCCTGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTG
GGGTAACGGCCTACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGACCGGCCACACTG
GGACTGAGACACGGTCCAG

Ek 59. PDF22 16S rRNA HV Bolgesinin Baz sirasi

AGTCCCTTCGGGGGCTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGCAGGCAACCTGCCTCTCAGAC
TGGGATAACATAGGGAAACTTATGCTAATACCGGATAGGTTTTTGGATCGCATGATTCGAA
AAGAGAAGATGGCTTTTCGCTATCACTGGGAGATGGGCCTGCGGCGCATTAGCTAGTTGGT
GGGGTAACGGCCTACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGACCGGCCACACT
GGGACTGAGACACGGCCCAG

Ek 60. PDF24 16S rRNA HV Bolgesinin Baz sirasi

GACCAATGAAGAGCTTGCTCTTCGGCGGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTAGGCAA
CCTGCCTGTACGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATACTTCTTTCAG
ACCGCATGGTCTGAAAGGGAAAGACTTTTGGTCACGTACAGATGGGCCTGCGGCGCATTAG
CTAGTTGGTGGGGTAACGGCCTACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATC
GGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAG

Ek 61. PDF27 16S rRNA HV Bolgesinin Baz sirasi

GAGGGTCTTCGGACCCTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTAGGCAACCTGCCTCTCAGA
CTGGGATAACATAGGGAAACTTATGCTAATACCGGATAGGTTTTTGGATCGCATGATCCGA
AAAGAAAAGATGGCTTCGGCTATCACTGGGAGATGGGCCTGCGGCGCATTAGCTAGTTGGT
GGGGTAACGGCCTACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGACCGGCCACACT
GGGACTGAGACACGGCCCAG
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Ek 62. PDF28 16S rRNA HV Bolgesinin Baz sirasi

AGTCCCTTCGGGGGCTAGCAGCGGACGGGTGAGTAACACGTAGGCAACCTGCCTCTCAGAC
CGGGATAACATAGGGAAACTTATGCTAATACCGGATAGGTTTTTGGATCGCATGATCTGAA
AAGAAAAGATGGCTTTTCGCTATCACTGGGAGATGGGCCTGCGGCGCATTAGCTAGTTGGT
GGGGTAACGGCCTACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGACCCGCCACACT
GGGACTGAGACACGGCCCAG

Ek 63. PDF29 16S rRNA HV Bolgesinin Baz sirasi

AGTCCCTTCGGGGGCTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTAGGCAACCTGCCCGTAAGCT
CGGGATAACATGGGGAAACTCATGCTAATACCGGATAGGGTCTTCTCTCGCATGAGAGGAG
ACGGAAAGGTGGCGCAAGCTACCACTTACGGATGGGCCTGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTG
GGGTAACGGCCTACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGACCGGCCACACTG
GGACTGAGACACGGCCCAG

Ek 64. PDF32 16S rRNA HV Bolgesinin Baz sirasi

GACCAACGGAGAGCTTGCTCTCCTGCGGTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTAGGCAA
CCTGCCTGTACGACCGGGATAACTCCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAGGATTTCAGA
CCGCATGGTTTGGAATGGAAAGACCCTGTGTCACGTACAGATGGGCCTGCGGCGCATTAGC
TAGTTGGTGGGGTAACGGCCTACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGAACG
GCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAG

Ek 65. TF1 16S rRNA HV Bolgesinin Baz sirasi

GACCAAATCGGAGCTTGCTCTGATTTGGTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAA
CCTGCCCGCAAGACCGGGATAACTCCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAACACCGAAGA
CCGCATGGTCTTTGGTTGAAAGGCGGCCTTTGGCTGTCACTTGCGGATGGGCCCGCGGCGC
ATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGGCCTGAGAGGG
TGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAG

Ek 66. TF11 16S rRNA HV Bolgesinin Baz sirasi

GACCGGATTGGGGCTTGCCTTGATTCGGTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAA
CCTGCCCGCAAGACCGGGATAACTCCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAACACCGAAGA
CCGCATGGTCTTCGGTTGAAAGGCGGCCTTTGGGCTGTCACTTGCGGATGGGCCCGCGGLG
CATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGGCCTGAGAGG
GTGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAG
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Ek 67. TF12 16S rRNA HV Bolgesinin Baz sirasi

GACCGGATCGGAGCTTGCTCTGGTTTGGTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAA
CCTGCCCGCAAGACCGGGATAACTCCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAACACCGAAGA
CCGCATGGTCTTGGGTTGAAAGGCGGCGCAAGCTGCCACTTGCGGATGGGCCCGCGGCGCA
TTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGGCCTGAGAGGGT
GACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAG

Ek 68. TF13 16S rRNA HV Bolgesinin Baz sirasi

GACTGAATGGGAGCTTGCTCTTGTTCGGTCCGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAA
CCTGCCCGCAAGACCGGGATAACTCCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAACACCGAAGA
CCGCATGGTCTTTGGTTGAAAGGCGGCGCAAGCTGCCACTTGCGGATGGGCCCGCGGCGCA
TTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGGCCTGAGAGGGT
GACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAG

Ek 69. TF14 16S rRNA HV Bolgesinin Baz sirasi

GACCGAATGGGAGCTTGCTCTTGTTCGGTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAA
CCTGCCCGCAAGACCGGGATAACTCCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAACACCGAAGA
CCGCATGGTCTTTGGTTGAAAGGCGGCGCAAGCTGCCACTTGCGGATGGGCCCGCGGCGCA
TTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGGCCTGAGAGGGT
GACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAG

Ek 70. TF16 16S rRNA HV Bolgesinin Baz sirasi

GACCGAATGGGAGCTTGCTCTTGTTCGGTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAA
CCTGCCCGCAAGACCGGGATAACTCCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAACACCGAAGA
CCGCATGGTCTTTGGTTGAAAGGCGGCGCAAGCTGCCACTTGCGGATGGGCCCGCGGCGCA
TTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGGCCTGAGAGGGT
GACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAG

Ek 71. TF17 16S rRNA HV Bolgesinin Baz sirasi

GACCGAATGGGAGCTTGCTCTTGTTCGGTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAA
CCTGCCCGCAAGACCGGGATAACTCCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAACACCGAAGA
CCGCATGGTCTTTGGTTGAAAGGCGGCGCAAGCTGCCACTTGCGGATGGGCCCGCGGCGCA
TTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGGCCTGAGAGGGT
GACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAG
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Ek 72. TH1 16S rRNA HV Bolgesinin Baz sirasi

GACCGAACGAGCCTTGCTCTTGTTTGGTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAAC
CTGCCCGCAAGACCGGGATAACTCCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAACACCAAAGAC
CGCATGGTCTTTGGTTGAAAGGCGGCCTTCGGCTGCCACTTGCGGATGGGCCCGCGGCGCA
TTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGGCCTGAGAGGGT
GACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAG

Ek 73. TH2 16S rRNA HV Bolgesinin Baz sirasi

GACCGAACGAGAGCTTGCTCTTGTTTGGTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAA
CCTGCCCGCAAGACCGGGATAACTCCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAACACCAAAGA
CCGCATGGTCTTTGGTTGAAAGGCGGCCTTCGGCTGCCACTTGCGGATGGGCCCGCGGCGC
ATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGGCCTGAGAGGG
TGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAG

Ek 74. TH6 16S rRNA HV Bolgesinin Baz sirasi

GACCGAATGGGAGCTTGCTCTTGTTCGGTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAA
CCTGCCCGCAAGACCGGGATAACTCCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAACACCGAAGA
CCGCATGGTCTTTGGTTGAAAGGCGGCGCAAGCTGCCACTTGCGGATGGGCCCGCGGCGCA
TTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGGCCTGAGAGGGT
GACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAG

Ek 75. TH7 16S rRNA HV Bolgesinin Baz sirasi

GACCGAACGGAAGCTTGCTTCTGTTCGGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAA
CCTGCCCGTAAGACCGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAACACCGAAGA
CCGCATGATCTTCGGTTGAAAGGTGGCTTTTGCTACCACTTACGGATGGGCCCGCGGCGCA
TTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGGCCTGAGAGGGT
GACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAG

Ek 76. DF20 16S rRNA HV Bolgesinin Baz sirasi

GACCGAATGGGAGCTTGCTCTTGTTCGGTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAA
CCTGCCCGCAAGACCGGGATAACTCCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAACACCGAAGA
CCGCATGGTCTTTGGTTGAAAGGCGGCGCAAGCTGCCACTTGCGGATGGGCCCGCGGCGCA
TTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGGCCTGAGAGGGT
GACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAG
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EK 77. DF20 izolatimin recN Geninin Baz Sirasi

TTCATTTGTTGATCGGCGGGCGCGGCTCCGCTGAATTTGTCCGCTTCGGAGCAGAAAAGGC
GGAAATCGAAGGGCTGTTTTTGCTTGATGATGACCGCCATCCGTGCTGGCAAAAATGCGCG
GACGTTGGCATCGACGCGAGCGATGGCATGATCGTATTGCGCCGCGATATTTTAGCTAACG
GAAAAAGCATTTGCCGCATCAATGGCAAGTTGGTCACCACGGCGGTGCTGCGCGACATTGG
GGCGACGCTCGTCGACATTCACGGACAGCATGAACATCAAGAGCTGATGGATCCGTCCCGC
CACTTGCCGCTTTTAGATGAGTTCTGCGGCCTAGAGGCGGCAGAGGCGCTCGCCCGCTACC
GCGCCGTTTATGAGCGGTATGAAGCGCTCGGAAACAAATTGAAAAAGCTGAGCGAAAACGA
GCAGCAAATGGCGCACCGGCTCGATTTGCTGACGTTTCAGCTGCGCGAAATCGAGCAGGCG
GCGCTCGAGCCGGGCGAGGACGAGCGGCTGATGGAAGAAAAAGTGCGCATCGTCAATTTCC
AAAAAATTTATACGGCGCTGCAGAAAAGCTACGAGGCGCTGGCTGGCGATGGGCGCGGGCT
TGATTCGATCGGGGAGGCGATGCGCCATCTCGACGACGTCGCGGGCATGGACGCAGCGCTC
AAAGAAGCGCACGAAACAACGGCGAACTGCTATTATTTGCTCGAGGAAGTGATGTACAAGC
TGCGCGACCAAATCGAGGAGATGGAGTACGATCCGGCGCGGCTTGACGTCATCGAAAGCCG
CCTCGCGGAAATCGGTCAGCTCAAACGGAAATACGGAGCGACGATCGCCGAAGAAATCGAG
ACGATCGAAAACCGCGAAACGCATGTGCATGAACTGAAGCAACAACTTGCGGCGGTGGCGG
ACGAGTTGCTCGCCGAGGCGAAAAACGTCACTGCTGTTCGGCAAACGTACGCCCGGCGTCT
GATTGAGCGCATTCACCAAGAGTTGAAAGATTTGTACATGGACAAAACGAAATTTGACATC
ATGTTTGCCAAGCGCGAAGGTCCGCTTGACGCCCCTTTGGTCGACGGCGTGCCGGTCAAGT
TCCAGGAAGACGGCATCGATGTCGTCGAATTTTACATTTCGACGAACGTCGGCGAGCCGTT
AAAACCGCTCGCCAAAGTCGCTTCCGGCGGCGAGCTGTCGCGCATCATGCTGGCGTTGAAA
ACGATTTTTTCCAAACATCAAGGGGTGACGTCGATTGTTTTTGATGAGGTCGACACAGGCG
TCAGCGGCCGCGTCGCCCAGGCGATGGCGGAAAAAATTTACCGCATCGCCAGCCAATCGCA
AGTGCTTTGCATTTCCCA
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EKk 78. TF1 izolatinin recN Geninin Baz Sirasi

TTCATTTGTTGATCGGCGGACGCGGCTCCGCTGAATTTGTCCGCTTTGGAGCGGAAAAGGC
GGAAATCGAAGGGCTGTTTTTGCTTGATGATGACCGCCATCCGTGCTGGCAAAAATGCGCA
GACGTTGGCATCGACGCCAGCGACGGCATGATCGTGTTGCGCCGCGATATTTTCGCCAACG
GCAAAAGCGTCTGCCGCATTAACGGCAAGCTCGTCACGACGGCGGTGCTGCGCGACATCGG
GGCGACGCTTGTTGATATTCACGGCCAGCATGAACATCAAGAACTGATGGATCCGTCCCGC
CATCTGCCGCTTTTAGACGAGTTCGGCGGCCTAGAGGCGGCAGAGGCGCTTGCTCGCTACC
GCGCCGTCTACGAGCGGTATGAGGAGCTCGGAAACAAATTGAAAAAGCTGAGCGAAAATGA
ACAGCAAATGGCGCACCGGCTTGATTTGCTGACGTTTCAGCTGCGTGAAATCGAGCAGGCG
GCGCTTGAGCCGGGCGAGGACGAGCGGCTGATGGAGGAAAAAGTTCGCATCGTCAATTTTC
AAAAAATTTATACCGCGCTGCAGAAAAGCTATGAGGCCCTCTCCGGAGAGGGACGCGGGCT
TGATTCCATCGGGGAGGCGATGCGCCATCTCGATGACGTCGCAGGCATGGATGCAGCGCTC
AAAGATGCGCATGAAACGACGGCGAACTGCTACTATTTGCTCGAGGAAGTCATGTACAAGC
TGCGCGATCAAATTGAGGAGATGGAATACGACCCAGAGCGGCTCGATGCCATTGAAAGCCG
TCTCGCGGAAATCGGGCAGCTCAAACGAAAATACGGGGCGACAATCGCCGATATTTTGCAC
TATGCCGAGGTGATCGCCGAGGAAATCGAGACAATCGAAAATCGCGAAACGCATGTGCATG
AGCTTAAGCAGCAGCTCGCTCTGGTGACGGACGAGTTGCTCACGGAGGCGAAAAACGTCAC
CGCTGTTCGGCAAACATATGCCCGGCGCCTGATTGAGCGCATTCATCAAGAACTGAAAGAC
TTGTACATGGACAAAACGAAATTTGACATCGTATTTGCCAAGCGCGAAGGATCGCTTGACG
CCCCCTTGGTCGACGGCGTGCCGGTTAGGTTCCAAGAAGACGGCATCGATGTCGTCGAGTT
TTACATTTCGACGAACGTCGGCGAGCCGTTAAAACCGCTCGTCAAAGTCGCTTCCGGCGGC
GAGCTGTCGCGCATTATGCTGGCGTTGAAAACGATTTTTTCCAAACATCAAGGAGTGACGT
CGATTGTTTTTGATGAGGTCGACACCGGTGTCAGCGGACGCGTCGCCCAGGCAATGGCGGA
AAAAATTTACCGCATCGCCAGCCAGTCGCAAGTGCTTTGCATTTCCCA
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EK 79. TF11 izolatimin recN Geninin Baz Siras:

TTCATTTGCTCATCGGCGGGCGCGGTTCGTCTGAGTTCGTCCGTTTCGGCGCTAGAAGGCC
GAAATCGAAGGGCTGTTTTTGATGATGACGACCGCCATCCATGCTGCCAAAAATGTGCGGG
ATTGGCGTTGATGTCAGCGATGGGATGGTGGTGCTCCGCCGCGACATTTTGGCGAGCGGCA
AAAGCATCTGCCGCATCAACGGCAAGCTCGTCACCACCGCCGTGCTGCGCGACATCGGTTC
GACGCTCGTCGATATTCACGGTCAGCATGAGCATCAAGAGCTGATGGATCCATCCCGCCAT
CTGCCGCTTCTCGATGAGTTTGGCGGCGCGGAAACGGCGGCGGCGCTGGCGCGTTATCGCG
CTCTGTATGAAGAGCGTGAAGCGTTGGTAAAAAAGTTGAAAAAGCTGAGTGAAAATGAGCA
GCAAATGGCGCATCGGCTCGATTTGCTGACGTTTCANCTGCGCGAAATCGAACAAGCCGGG
CTCGAGATTGGCGAAGACGAGCGGCTGATGGAAGAAAAAGTTAGGATTTTGAATTTTCAAA
AAATTTATCAAGCCATTCAGCATAGCTACGAAGCGCTCGCCGGCGAAGGACGCGGCTTGGA
TTCGGTCGGCCAGGCGATGGGCCATCTCGAGGACGTCGCCGCGATGGACGCGGAACTTAAA
GAGGCGCATGAAATGGTGGCCAACAGCTACTATTTGCTCGAGGAAGTCATGTATAGGCTGC
GCGACCAACTTGAGGAGCTTGAATACGACCCGATGCGGCTTGACGCCATTGAAAGCCGCCT
CGCGGAAATCCAGCAATTAAAACGGAAGTACGGAGCGACGATCGCCGATATTTTGCAGTAT
GCCGAAGCGATCGCCGAAGAAATCGAGACGATTGAAAACCGCGACATGCATGTGCACGACC
TCGAGCGGCAGCTTGCCGACGTGACCGGCAAATTGCTTGCCGAGGCGAAAAAGGTGACCAG
CATCCGCCAGGCGTACGCCCGGCAGCTGATTGAGCGCATTCAGCAAGAATTGAAAGATTTG
TACATGGAAAAAACGCAGTTTGACATCGTCTTCGCCAAACGCGAAGGCCCGCTCGACGCCC
CACTGGTCGACGGCGTGCCGGTCAAATTTGCGGAAGACGGCATCGATGTTGTCGAATTTTA
CCTGTCGACGAACGTCGGCGAGCCGCTGAAGCCGCTTGCCAAAACTGCTTCAGGCGGCGAG
CTGTCGCGCATTATGCTCGCATTGAAGACGATTTTTTCGAAACACCAAGGTGTGACATCAA
TTATTTTTGATGAAGTCGACACCGGCGTCAGCGGCCGGGTCGCCCAGGCGATCGCCGAAAA
AATTTACCGCATCGCCAGCCAGTCGCAAGTGCTTTGCATTTCCCA
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EKk 80. TF12 izolatinin recN Geninin Baz Sirasi

TTCATTTGTTGATCGGCGGGCGCGGCTCCGCTGAATTTGTCCGCTTTGGAGCAGAAAAGGC
GGAAATCGAAGGGCTGTTTTTGCTTGATGACGCCCGCCATCCGTGCTGGCAAAAATGCGCG
GACGTTGGCATCGACGCCAGCGACGGCATGATCGTGTTGCGCCGCGACATTTTGGCCAACG
GCAAAAGCGTCTGCCGCATTAACGGCAAGCTCGTCACCACGGCGGTGCTGCGCGACATTGG
GGCGACGCTTGTTGATATTCACGGCCAGCATGAACATCAAGAGCTGATGGATCCATCCCGC
CATCTGCCGCTTTTAGACGAGTTCGGCGGCCTAGAGGCGGCAGAGGCGCTTGCCCGCTACC
GCACCGTTTATGAGCGGTATGAAGCGCTCGGAAACAAATTGAAAAAGCTGAGCGAAAACGA
GCAGCAAATGGCGCACCGGCTCGATTTGCTGACGTTTCAGCTGCGCGAAATCAAACAGGCG
GCGCTCGAGCCGGGCGAGGACGAGCGGCTGATGGAAGAAAAGGTGCGCATCGTCAATTTCC
AAAAAATTTATACGGCGCTGCAGAAAAGCTACGAGGCGCTGGCTGGCGATGGGCGCGGGCT
TGATTCGATCGGGGAGGCGATGCGCCATCTCGACGACGTCGCGGGCATGGATGCGGCGCTC
AAAGAAGCGCACGAAACGACGGCGAACTGCTACTATTTGCTCGAGGAAGTGATGTACAAGC
TGCGCGACCAAATCGAGGAGATGGAGTACGATCCGGCGCGGCTTGACGTCATCGAAAGCCG
CCTCGCGGAAATCGGTCTGCTCAAACGGAAATACGGAGCGACGATCGCCGATATTTTGCAC
TATGCCGAGACGATCGCCGAGGAAATCGAGACAATCGAAAATCGTGAAACGCATGTGCATG
AGCTTAAGCAGCAGCTCGCTCTGGTGACGGACGAGTTGCTTACGGAGGCGAAAAACGTCAC
CGCTGTTCGGCAAACATATGCCCGGCGTCTGATTGAGCGCATTCATCAAGAACTGAAAGAC
TTATACATGGACAAAACGAAATTTGACATCGTATTTGCCAAGCGCGAAGGTCCGCTTGACG
CCCCTTTGGTCGACGGCGTGCCGGTCAAGTTCCAGGAAGACGGCATCGATGTCGTCGAATT
TTACATTTCGACGAACGTCGGCGAGCCGTTAAAACCGCTCGTCAAAGTCGCTTCCGGCGGC
GAGCTGTCGCGCATTATGCTGGCGTTGAAAACGATTTTTTCCAAACATCAAGGAGTGACGT
CGATTGTTTTTGATGAGGTCGACACCGGCGTCAGCGGACGCGTCGCCCAGGCGATGGCGGA
AAAAATTTACCGCATCGCCAGCCAATCGCAAGTGCTTTGCATTTCCCA
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EKk 81. TF13 izolatinin recN Geninin Baz Sirasi

TTCATTTGTTGATCGGCGGGCGCGGCTCCGCTGAATTTGTCCGCTTCGGAGCAGAAAAGGC
GGAAATCGAAGGGCTGTTTTTGCTTGATGATGACCGCCATCCGTGCTGGCAAAAATGCGCG
GACGTTGGCATCGACGCGAGCGATGGCATGATCGTATTGCGCCGCGATATTTTAGCTAACG
GAAAAAGCATTTGCCGCATCAATGGCAAGTTGGTCACCACGGCGGTGCTGCGCGACATTGG
GGCGACGCTCGTCGACATTCACGGACAGCATGAACATCAAGAGCTGATGGATCCGTCCCGC
CACTTGCCGCTTTTAGATGAGTTCTGCGGCCTAGAGGCGGCAGAGGCGCTCGCCCGCTACC
GCGCCGTTTATGAGCGGTATGAAGCGCTCGGAAACAAATTGAAAAAGCTGAGCGAAAACGA
GCAGCAAATGGCGCACCGGCTCGATTTGCTGACGTTTCAGCTGCGCGAAATCGAGCAGGCG
GCGCTCGAGCCGGGCGAGGACGAGCGGCTGATGGAAGAAAAAAGTGCGCATCGTCAATTTC
CAAAAAATTTATACGGCGCTGCAGAAAAGCTACGANGCGCTGGCTGGCGATGGGCGCGGGC
TTGATTCGATCGGGGAGGCGATGCGCCATCTCGACGACGTCGCGGGCATGGACGCAGCGCT
CAAAGAAGCGCACGAAACAACGGCGAACTGCTATTATTTGCTCGAGGAAGTGATGTACAAG
CTGCGCGACCAAATCGAGGAGATGGAGTACGATCCGGCGCGGCTTGACGTCATCGAAAGCC
GCCTCGCGGAAATCGGTCAGCTCAAACGGAAATACGGAGCGACGATCGCCGACATTTTGCA
CTATGCCGAAACGATCGCCGAAGAAATCGAGACGATCGAAAACCGCGAAACGCATGTGCAT
GAACTGAAGCAACAACTTGCGGCGGTGACGGACGAGTTGCTCGCCGAGGCGAAAAACGTCA
CCGCTGTTCGGCAAACGTACGCCCGGCGTCTGATTGAGCGCATTCACCAAGAGTTGAAAGA
TTTGTACATGGACAAAACGAAATTTGACATCATGTTTGCCAAGCGCGAAGGTCCGCTTGAC
GCCCCTTTGGTCGACGGCGTGCCGGTCAAGTTCCAGGAAGACGGCATCGATGTCGTCGGAT
TTTACATTTCGACGAACGTCGGCGAGCCGTTAAAACCGCTCGCCAAAGTCGCTTCCGGCGG
CGAGCTGTCGCGCATCATGCTGGCGTTGAAAACGATTTTTTCCAAACATCAAGGGGTGACG
TCGATTGTTTTTGATGAGGTCGACACAGGCGTCAGCGGCCGCGTCGCCCAGGCGATGGCGG
AAAAAATTTACCGCATCGCCAGCCAATCGCAAGTGCTTTGCATTTCCCA
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EKk 82. TF14 izolatinin recN Geninin Baz Siras:

TTCATTTGTTGATCGGCGGGCGCGGCTCCGCTGAATTTGTCCGCTTTGGAGCAGAAAAGGC
GGAAATCGAAGGGCTGTTTTTGCTTGATGACGCCCGCCATCCGTGCTGGCAAAAATGCGCG
GACGTTGGCATCGACGCGAGCGATGGCATGATCGTATTGCGCCGCGATATTTTAGCTAACG
GAAAAAGCATTTGCCGCATCAATGGCAAGTTGGTCACCACGGCGGTGCTGCGCGACATTGG
GGCGACGCTCGTCGACATTCACGGACAGCATGAACATCAAGAGCTGATGGATCCGTCCCGC
CACTTGCCGCTTTTAGATGAGTTCTGCGGCCTAGAGGCGGCAGAGGCGCTCGCCCGCTACC
GCACCGTTTATGAGCGGTATGAAGCGCTCGGAAACAAATTGAAAAAGCTGAGCGAAAACGA
GCAGCAAATGGCGCACCGGCTCGATTTGCTGACGTTTCAGCTGCGCGAAATCGAGCAGGCG
GCGCTCGAGCCGGGCGAGGACGAGCGGCTGATGGAAGAAAAAGTGCGCATCGTCAATTTCC
AAAAAATTTATACGGCGCTGCAGAAAAGCTACGAGGCGCTGGCTGGCGATGGGCGCGGGCT
TGATTCGATCGGGGAGGCGATGCGCCATCTCGACGACGTCGCGGGCATGGACGCAGCGCTC
AAAGAAGCGCACGAAACAACGGCGAACTGCTATTATTTGCTCGAGGAAGTGATGTACAAGC
TGCGCGACCAAATCGAGGAGATGGAGTACGATCCGGCGCGGCTTGACGTCATCGAAAGCCG
CCTCGCGGAAATCGGTCAGCTCAAACGGAAATACGGAGCGACGATCGCCGACATTTTGCAC
TATGCCGAAACGATCGCCGAAGAAATCGAGACGATCGAAAACCGAGAAACGCATGTGCATG
AACTGAAGCAACAACTTGCGGCGGTGACGGACGAGTTGCTCGCCGAGGCGAAAAACGTCAC
CGCTGTTCGGCAAACGTACGCCCGGCGTCTGATTGAGCGCATTCACCAAGAGTTGAAAGAT
TTGTACATGGACAAAACGAAATTTGACATCATGTTTGCCAAGCGCGAAGGTCCGCTTGACG
CCCCTTTGGTCGACGGCGTGCCGGTCAAGTTCCAGGAAGACGGCATCGATGTCGTCGAATT
TTACATTTCGACGAACGTCGGCGAGCCGTTAAAACCGCTCGCCAAAGTCGCTTCCGGCGGC
GAGCTGTCGCGCATCATGCTGGCGTTGAAAACGATTTTTTCCAAACATCAAGGGGTGACGT
CGATTGTTTTTGATGAGGTCGACACAGGCGTCAGCGGCCGCGTCGCCCAGGCGATGGCGGA
AAAAATTTACCGCATCGCCAGCCAATCGCAAGTGCTTTGCATTTCCCA
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EKk 83. TF16 izolatinin recN Geninin Baz Sirasi

TTCATTTGTTGATCGGCGGGCGCGGCTCCGCTGAATTTGTCCGCTTCGGAGCAGAAAAGGC
GGAAATCGAAGGGCTGTTTTTGCTTGATGATGACCGCCATCCGTGCTGGCAAAAATGCGCG
GACGTTGGCATCGACGCGAGCGATGGCATGATCGTATTGCGCCGCGATATTTTAGCTAACG
GAAAAAGCATTTGCCGCATCAATGGCAAGTTGGTCACCACGGCGGTGCTGCGCGACATTGG
GGCGACGCTCGTCGACATTCACGGACAGCATGAACATCAAGAGCTGATGGATCCGTCCCGC
CACTTGCCGCTTTTAGATGAATTCTGCGGCCTAGAGGCGGCAGAGGCGCTCGCCCGCTACC
GCGCCGTTTATGAGCGGTATGAAGCGCTCGGAAACAAATTGAAAAAGCTGAGCGAAAACGA
GCAGCAAATGGCGCACCGGCTCGATTTGCTGACGTTTCAGCTGCGCGAAATCGAGCAGGCG
GCGCTCGAGCCGGGCGAGGACGAGCGGCTGATGGAAGAAAAAGTGCGCATCGTCAATTTCC
AAAAAATTTATACGGCGCTGCAGAAAAGCTACGAGGCGCTGGCTGGCGATGGGCGCGGGCT
TGATTCGATCGGGGAGGCGATGCGCCATCTCGACGACGTCGCGGGCATGGACGCAGCGCTC
AAAGAAGCGCACGAAACAACGGCGAACTGCTATTATTTGCTCGAGGAAGTGATGTACAAGC
TGCGCGACCAAATCGAGGAGATGGAGTACGATCCGGCGCGGCTTGACGTCATCGAAAGCCG
CCTCGCGGAAATCGGTCAGCTCAAACGGAAATACGGAGCGACGATCGCCGACATTTTGCAC
TATGCCGAAACGATCGCCGAAGAAATCGAGACGATCGAAAACCGCGAAACGCATGTGCATG
AACTGAAGCAACAACTTGCGGCGGTGACGGACGAGTTGCTCGCCGAGGCGAAAAACGTCAC
CGCTGTTCGGCAAACGTACGCCCGGCGTCTGATTGAGCGCATTCACCAAGAGTTGAAAGAT
TTGTACATGGACAAAACGAAATTTGACATCATGTTTGCCAAGCGCGAAGGTCCGCTTGACG
CCCCTTTGGTCGACGGCGTGCCGGTCAAGTTCCAGGAAGACGGCATCGATGTCGTCGAATT
TTACATTTCGACGAACGTCGGCGAGCCGTTAAAACCGCTCGCCAAAGTCGCTTCCGGCGGC
GAGCTGTCGCGCATCATGCTGGCGTTGAAAACGATTTTTTCCAAACATCAAGGGGTGACGT
CGATTGTTTTTGATGAGGTCGACACAGGCGTCAGCGGCCGCGTCGCCCAGGCGATGGCGGA
AAAAATTTACCGCATCGCCAGCCAATCGCAAGTGCTTTGCATTTCCCA
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EKk 84. TF17 izolatimin recN Geninin Baz Siras:

TTCATTTGTTGATCGGCGGGCGCGGCTCCGCTGAATTTGTCCGCTTCGGAGCAGAAAAGGC
GGAAATCGAAGGGCTGTTTTTGCTTGATGATGACCGCCATCCGTGCTGGCAAAAATGCGCG
GACGTTGGCATCGACGCGAGCGATGGCATGATCGTATTGCGCCGCGATATTTTAGCTAACG
GAAAAAGCATTTGCCGCATCAATGGCAAGTTGGTCACCACGGCGGTGCTGCGCGACATTGG
GGCGACGCTCGTCGACATTCACGGACAGCATGAACATCAAGAGCTGATGGATCCGTCCCGC
CACTTGCCGCTTTTAGATGAGTTCTGCGGCCTAGAGGCGGCAGAGGCGCTCGCCCGCTACC
GCGCCGTTTATGAGCGGTATGAAGCGCTCGGAAACAAATTGAAAAAGCTGAGCGAAAACGA
GCAGCAAATGGCGCACCGGCTCGATTTGCTGACGTTTCAGCTGCGCGAAATCGAGCAGGCG
GCGCTCGAGCCGGGCGAGGACGAGCGGCTGATGGAAGAAAAAGTGCGCATCGTCAATTTCC
AAAAAATTTATACGGCGCTGCAGAAAAGCTACGAGGCGCTGGCTGGCGATGGGCGCGGGCT
TGATTCGATCGGGGTGGCGATGCGCCATCTCGACGACGTCGCGGGCATGGACGCAGCGCTC
AAAGAAGCGCACGAAACAACGGCGAACTGCTATTATTTGCTCGAGGAAGTGATGAACAAGC
TGCGCGACCAAATCGAGGAGATGGAGTACGATCCGGCGCGGCTTGACGTCATCGAAAGCCG
CCTCGCGGAAATCGGTCAGCTCAAACGGAAATACGGAGCGACGATCGCCGACATTTTGCAC
TATGCCGAAACGATCGCCGAAGAAATCGAGACGATCGAAAACCGCGAAACGCATGTGCATG
AACTGAAGCAACAACTTGCGGCGGTGACGGACGAGTTGCTCGCCGAGGCGAAAAACGTCAC
CGCTGTTCGGCAAACGTACGCCCGGCGTCTGATTGAGCGCATTCACCAAGAGTTGAAGGAT
TTGTACATGGACAAAACGAAATTTGACATCATGTTTGCCAAGCGCGAAGGTCCGCTTGACG
CCCCTTTGGTCGACGGCGTGCCGGTCAAGTTCCAGGAAGACGGCATCGATGTCGTCGAATT
TTACATTTCGACGAACGTCGGCGAGCCGTTAAAACCGCTCGCCAAAGTCGCTTCCGGCGGC
GAGCTGTCGCGCATCATGCTGGCGTTGAAAACGATTTTTTCCAAACATCAAGGGGTGACGT
CGATTGTTTTTGATGAGGTCGACACAGGCGTCAGCGGCCGCGTCGCCCAGGCGATGGCGGA
AAAAATTTACCGCATCGCCAGCCAATCGCAAGTGCTTTGCATTTCCCA
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Ek 85. TH1 izolatimin recN Geninin Baz Sirasi

TTCATCTATTGATCGGCGGGCGCGGTTCCGCCGAATTTGTCCGTTTCGGCGCGGAAAAGGC
AGAAATCGAAGGGCTGTTTTTGCTTGATGATGACCGCTACCCATGTTGCCAAAAGTGCGCT
GAGGTCGGCATCGATGTGAGCGAAGGAATGGTCGTTTTGCGCCGCGACATTTTGGCTAACG
GCAAAAGCGTCTGCCGCATTAACGGCAAGCTGGTGACAACCGCCATATTGCGGGAAGTTGG
AGCGACGCTTGTCGATATTCACGGTCAGCATGAACATCAAGAGCTGATGGATCCATCGCGT
CATTTACCGTTTCTTGATGAATTCGGCGGTGCGGAGATGGCGGAGGCGCTCGCACGCTACC
GCGCTGTCTATGAACAGCATGAAGCGTTGGTGAAAAAATTAAAAAAGCTGAGTGAAAATGA
ACAGCAAATGGCGCATCGACTTGATTTATTGACATTTCAGCTGCGCGAAATCGAACAGGCC
ACACTCGAGCTCGGAGAAGACGAACGGCTGATGAAAGAAAAAGTGCGCATTGTCAACTTTC
AAAAGATATACAGTGCCATCCAAAAAAGCTATGAAGCGCTCTCCGGTGAAGGACGCGGCCT
TGATTCGATCGGGGAAGCGATGGGCCACCTCGATGATGTCGCCGCCATGGATGCTGCGCTG
AAGGAGGCGTACGAAACAGTTGCCAACAGCTACTACTTGCTTGAAGAAGTGATGTACAAGC
TGCGCGACCAGCTCGAGGAGCTTGAGTATGACCCAGCGCGGCTTGACGCCATCGAAAGCCG
CCTCGCTGAAATCCAGCAGTTAAAACGAAAATACGGCGCAACGATCGCTGATATTTTGCAA
TATGCTGAGGCGATTGCTGAGGAAATCGAGACGATTGAAAACCGTGAGACCCATGTGCATG
AACTTGAGCGACAGCTTGCAGCAGTGACAAGCGATTTGCTGATGGAGGCGGAAAACGTGAC
CAACGTTCGCCGCACTTACGCCCGGGAGCTGATTGAACGCATTCACCAAGAGTTAAAAGAT
TTGTACATGGAGAAGACGCAGTTTGACATCATCTTTGCGAAACGTGAAGGACCACTCGATG
CTCCATTGGTTGATGGCGTGCCGGTTAAGTTTCACGAAGATGGCATCGACGTCGTTGAGTT
TTATATTTCGACGAACGTCGGCGAGCCGTTGAAACCGCTCGCTAAAGTTGCTTCGGGCGGT
GGATTGTCACGGATTATGTTAGCGTTGAAAACGATTTTTTCCAAACATCAAGGGGTGACGT
CGATTATTTTCGACGAGGTGGATACAGGCGTCAGCGGTCGTGTTGCCCAAGCGATCGCCGA
AAAAATTTACCGCATTGCCAGCGGTTCACAAGTGCTTTGCATTTCCCA
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Ek 86. TH2 izolatimin recN Geninin Baz Sirasi

TTCATCTATTGATCGGCGGGCGCGGTTCCGCCGAATTTGTCCGTTTCGGCGCGGAAAAGGC
AGAAATCGAAGGGCTGTTTTTGCTTGATGATGACCGCCACCCATGTTGCCAAAAGTGCGCT
GAGGTCGGCATCGATGTGAGCGAAGGAATGGTCGTTTTGCGCCGCGACATTTTGGCTAACG
GCAAAAGCGTCTGCCGCATTAACGGCAAGCTGGTGACAACCGCCATATTGCGGGAAGTTGG
AGCGACGCTTGTCGATATTCACGGTCAGCATGAACATCAAGAGCTGATGGATCCATCGCGT
CATTTACCGCTTCTTGATGAATTCGGCGGTGCGGAGATGGCGGAGGCGCTCGCACGCTACC
GCGCTGTCTATGAACAGCATGAAGCGTTGGTGAAAAAATTAAAAAAGCTGAGTGAAAATGA
ACAGCAAATGGCGCATCGACTTGATTTATTGACATTTCAGCTGCGCGAAATCGAACAGGCC
ACACTCGAGCTCGGAGAAGACGAACGGCTGATGGAAGAAAAAGTGCGCATTGTCAACTTTC
AAAAGATATACAGTGCCATCCAAAAAAGCTATGAAGCGCTCTCCGGTGAAGGACGCGGCCT
TGATTCGATCGGGGAAGCGATGGGCCACCTCGATGATGTCGCCGCCATGGATGCTGCGCTG
AAGGAGGCGTACGAAACAGTTGCCAACAGCTACTACTTGCTTGAAGAAGTGATGTACAAGC
TGCGCGACCAGCTCGAGGAGCTTGAGTATGACCCAGCGCGGCTTGACGCCATCGAAAGCCG
CCTCGCTGAAATCCAGCAGTTAAAACGAAAATACGGCGCAACGATCGCTGATATTTTGCAA
TATGCTGAGGCGATTGCTGAGGAAATCGAGACGATTGAAAACCGTGAGACCCATGTGCATG
AACTTGAGCGACAGCTTGCAGCAGTGACAAGCGATTTGCTGATGGAGGCGGAAAACGTGAC
CAACGTTCGCCGCACTTACGCCCGGGAGCTGATTGAACGCATTCACCAAGAGTTAAAAGAT
TTGTACATGGAGAAGACGCAGTTTGACATCATCTTTGCGAAACGTGAGGGACCACTCGATG
CTCCATTGGTTGATGGCGTGCCGGTTAAGTTTCACGAAGATGGCATCGACGTCGTTGAGTT
TTATATTTCGACGAACGTCGGCGAGCCGTTGAAACCGCTCGCTAAAGTTGCTTCGGGCGGT
GAATTGTCACGGATTATGTTAGCGTTGAAAACGATTTTTTCCAAACATCAAGGGGTGACGT
CGATTATTTTCGACGAGGTGGATACAGGCGTCAGCGGTCGTGTTGCCCAAGCGATCGCCGA
AAAAATTTACCGCATTGCCAGCGGTTCACAAGTGCTTTGCATTTCCCA
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Ek 87. TH6 izolatimin recN Geninin Baz Sirasi

TTCATTTGTTGATCGGCGGGCGCGGCTCCGCTGAATTTGTCCGCTTCGGAGCAGAAAAGGC
GGAAATCGAAGGGCTGTTTTTGCTTGATGATGACCGCCATCCGTGCTGGCAAAAATGCGCG
GACGTTGGCATCGACGCGAGCGATGGCATGATCGTATTGCGCCGCGATATTTTAGCTAACG
GAAAAAGCATTTGCCGCATCAATGGCAAGTTGGTCACCACGGCGGTGCTGCGCGACATTGG
GGCGACGCTCGTCGACATTCACGGACAGCATGAACATCAAGAGCTGATGGATCCGTCCCGC
CACTTGCCGCTTTTAGATGAGTTCTGCGGCCTAGAGGCGGCAGAGGCGCTCGCCCGCTACC
GCGCCGTTTATGAGCGGTATGAAGCGCTCGGAAACAAATTGAAAAAGCTGAGCGAAAACGA
GCAGCAAATGGCGCACCGGCTCGATTTGCTGACGTTTCAGCTGCGCGAAATCGAGCAGGCG
GCGCTCGAGCCGGGCGAGGACGAGCGGCTGATGGAAGAAAAAAGTGCGCATCGTCAATTTC
CAAAAAATTTATACGGCGCTGCAGAAAAGCTACGANGCGCTGGCTGGCGATGGGCGCGGGC
TTGATTCGATCGGGGAGGCGATGCGCCATCTCGACGACGTCGCGGGCATGGACGCAGCGCT
CAAAGAAGCGCACGAAACAACGGCGAACTGCTATTATTTGCTCGAGGAAGTGATGTACAAG
CTGCGCGACCAAATCGAGGAGATGGAGTACGATCCGGCGCGGCTTGACGTCATCGAAAGCC
GCCTCGCGGAAATCGGTCAGCTCAAACGGAAATACGGAGCGACGATCGCCGACATTTTGCA
CTATGCCGAAACGATCGCCGAAGAAATCGAGACGATCGAAAACCGCGAAACGCATGTGCAT
GAACTGAAGCAACAACTTGCGGCGGTGACGGACGAGTTGCTCGCCGAGGCGAAAAACGTCA
CCGCTGTTCGGCAAACGTACGCCCGGCGTCTGATTGAGCGCATTCACCAAGAGTTGAAAGA
TTTGTACATGGACAAAACGAAATTTGACATCATGTTTGCCAAGCGCGAAGGTCCGCTTGAC
GCCCCTTTGGTCGACGGCGTGCCGGTCAAGTTCCAGGAAGACGGCATCGATGTCGTCGGAT
TTTACATTTCGACGAACGTCGGCGAGCCGTTAAAACCGCTCGCCAAAGTCGCTTCCGGCGG
CGAGCTGTCGCGCATCATGCTGGCGTTGAAAACGATTTTTTCCAAACATCAAGGGGTGACG
TCGATTGTTTTTGATGAGGTCGACACAGGCGTCAGCGGCCGCGTCGCCCAGGCGATGGCGG
AAAAAATTTACCGCATCGCCAGCCAATCGCAAGTGCTTTGCATTTCCCA
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Ek 88. TH7 izolatimin recN Geninin Baz Sirasi

TCGATGCTCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATTGGAGAAGACAAGGCGGAAATA
GAGGGGCTTTTTTTGCTAGAAAATGAAAACCATCCATGTTATGACAAATGCGCCGAAGTCG
GCATTGACATTAGTGAAGGCATGGTTGTTTTGCGCCGTGAAATTTTCGCAACTGGAAAAAG
CGTATGCCGCGTAAATGGAAAATTAGTGACGACGGCTATATTGCGCGATATCGGTTCTACG
CTTGTCGATATTCACGGTCAACATGAACATCAAGAATTAATGAATCCATCTCGTCATCTTC
CGCTACTTGATGAATACGGCGGAGCGGAAATTGCGGAGGCTCTTGAGGAATATCGCGCCGT
TTATGAGAAATATGAACAATTGCGAAAGAAACTAAAAAAATTAAATGAAAATGAGCAACAA
ATGGCGCACCGCCTTGATTTATTAACATTTCAGCTAGATGAAATTCAAAAAGCGAATTTAC
AGCCAAACGAAGATGAGCAGTTGATGGAAGAAAAAGTAAAAATTATGAACTTCCAAAAGAT
TTACGAGGCGCTTAAACATAGTTATGAGGCATTATCCGGCGAACAGCGCGGTCTTGACTGG
ATTGGTTTGGCCATGAGCCATTTAGATGATGTCGCTTCTATTGACCCGGCATTAAAAGAAG
CGTATGAAACGATTGCGAATAGTTATTATTTATTGGAGGATATTACGTATAAATTGCGCGA
TGAACTCGAACAATTGGAATATGATCCAGCCCGCCTCGATTTTATTGAAAGCCGCCTTAGT
GAAATCAACCAATTAAAACGAAAATACGGATCGACCATCGAAGATATTTTGCAATATGCAG
AAAAAATTACAGAAGAAATCGATACGATTCAGCATCGCGAAACCCATATTCATGAACTGCA
AAAAGAATTGAAATCGGTGACGGAAGATTTATTAATCGAAGCCAAAAATGTGACGAATGTT
CGCAAAAAGTACGCGAAAATGTTAATTGACCATATTCATCAAGAATTAAAAGAGCTGTATA
TGGAAAAAACACAATTTGATATCGTGTTTATGAAACGGGAAGGATCGCTTGATGCACCGCT
GCTTGACGGTGTACCAGTGAAATTTCATGAAGATGGCGTCGATGATGCGGAATTTTATATT
TCCACATACGTTGGCGAACCGTTAAAACCGTTAGCGAAAATTGCCTCTGGCGGGGAATTGT
CACGCATTATGCTTGCATTAAAAAGCATATTTTCCAAACATCGAGGGGTTACATCGATCAT
TTTTGATGAAGTGGATACGGGAGTTAGCGGCCGGGTTGCACAGGCGATTGCCGAAAAAATT
TACCGCATCTCCATCGATTCGCAAGTGCTTTGTATTTCCCA

Ek 89. PDF1 izolatimin rpoB Geninin Baz Sirasi

ACATCGGATTAATTAACTCGCTTTCCACATATGCAAAAGTCAATAAGTTTGGTTTTATTGA
AACTCCTTATCGTCGAGTCGATCCTGAAACAGGAAAAGTAACAAATCAAATTGACTATTTA
ACGGCAGACGAGGAAGATAATTATGTCGTTGCCCAAGCGAACGTTCCGATTGCGGAAGATG
GAACATTTTTAGAAGAAAACGTTGTTGCTCGCTTCCGTGGTGAAAACATCGTTGTTAAGCG
AGATCGTGTCGACTATGTAGACGTTTCTCCAAAACAAGTTGTGTCGGTGGCGACAGCGTGC
ATTCCGTTCTTAGAAAACGATGACTCGAACCGTGCGCTTATGGGTCCTAACATG

Ek 90. PDF2 izolatinin rpoB Geninin Baz Siras

ACATCGGATTAATTAACTCGCTTTCCACATATGCAAAAGTCAATAAGTTTGGTTTTATTGA
AACTCCTTATCGTCGAGTCGATCCTGAAACAGGAAAAGTAACAAATCGAATTGACTATTTA
ACGGCAGACGAGGAAGATAATTATGTCGTTGCCCAAGCGAACGTTCCGATTGCGGAAGATG
GAACATTTTTAGAAGAAAACGTTGTTGCTCGCTTCCGTGGTGAAAACATCGTTGTTAAGCG
AGATCGTGTCGACTATGTAGACGTTTCTCCAAAACAAGTTGTGTCGGTGGCGACAGCGTGC
ATTCCGTTCTTAGAAAACGATGACTCGAACCGTGCGCTTATGGGTCCCAACATG
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Ek 91. PDF3 izolatimin rpoB Geninin Baz Sirasi

ACATCGGATTAATTAACTCGCTTTCCACATATGCGAAAGTGAATAAATTTGGTTTTATTGA
AACTCCTTATCGCCGAGTCGATCCTGAAACAGGGAAAGTAACGAATCAAATTGACTATTTA
ACGGCGGATGAGGAAGATAATTACGTCGTTGCCCAAGCGAACGTTCCGATTGCGGAAGATG
GAACATTTTTAGAAGAAAACGTTGTTGCTCGCTTCCGTGGTGAAAATATCGTTGTTAAACG
CGATCGTGTGGATTATGTAGACGTTTCTCCAAAACAAGTTGTGTCGGTAGCGACAGCGTGC
ATTCCGTTTTTAGAAAACGATGACTCAAACCGTGCGCTTATGGGTCCCAACATG

Ek 92. PDF15 izolatinin rpoB Geninin Baz Sirasi

ACATCGGATTAATTAACTCGCTTTCCACATATGCAAAAGTCAATAAGTTTGGTTTTATTGA
AACTCCTTATCGTCGAGTCGATCCTGAAACAGGAAAAGTAACAAATCAAATTGACTATTTA
ACGGCAGACGAGGAAGATAATTATGTCGTTGCCCAAGCGAACGTTCCGATTGCGGAAGATG
GAACATTTTTAGAAGAAAACGTTGTTGCTCGCTTCCGTGGTGAAAACATCGTTGTTAAGCG
AGATCGTGTCGACTATGTAGACGTTTCTCCAAAACAAGTTGTGTCGGTGGCGACAGCGTGC
ATTCCGTTCTTAGAAAACGATGACTCGAACCGTGCGCTTATGGGTCCGAACATG

Ek 93. DF16 izolatinin rpoB Geninin Baz Sirasi

ACATCGGATTAATTAACTCGCTTTCCACATATGCAAAAGTCAATAAGTTTGGTTTTATTGA
AACTCCTTATCGTCGAGTCGATCCTGAAACAGGAAAAGTAACAAATCAAATTGACTATTTA
ACGGCAGACGAGGAAGATAATTATGTCGTTGCCCAAGCGAACGTTCCGATTGCGGAAGATG
GAACATTTTTAGAAGAAAACGTTGTTGCTCGCTTCCGTGGTGAAAACATCGTTGTTAAGCG
AGATCGTGTCGACTATGTAGACGTTTCTCCAAAACAAGTTGTGTCGGTGGCGACAGCGTGC
ATTCCGTTCTTAGAAAACGATGACTCGAACCGTGCGCTTATGGGTCCGAACATG

Ek 94. PDF18 izolatinin rpoB Geninin Baz Sirasi

ACATCGGATTAATTAACTCGCTTTCCACATATGCGAAAGTGAATAAATTTGGTTTTATTGA
AACTCCTTATCGCCGAGTCGATCCTGAAACAGGGAAAGTAACGAATCAAATTGACTATTTA
ACGGCGGATGAGGAAGATAATTACGTCGTTGCCCAAGCGAACGTTCCGATTGCGGAAGATG
GAACATTTTTAGAAGAAAACGTTGTTGCTCGCTTCCGTGGTGAAAATATCGTTGTTAAACG
CGATCGTGTGGATTATGTAGACGTTTCTCCAAAACAAGTTGTGTCGGTAGCGACAGCGTGC
ATTCCGTTTTTAGAAAACGATGACTCAAACCGTGCGCTTATGGGTCCAAACATG

Ek 95. PDF21 izolatinin rpoB Geninin Baz Sirasi

ACATCGGATTAATTAACTCGCTTTCCACATATGCGAAAGTGAATAAATTTGGTTTTATTGA
AACTCCTTATCGCCGAGTCGATCCTGAAACAGGGAAAGTAACGAATCAAATTGACTATTTA
ACGGCGGATGAGGAAGATAATTACGTCGTTGCCCAAGCGAACGTTCCGATTGCGGAAGATG
GAACATTTTTAGAAGAAAACGTTGTTGCTCGCTTCCGTGGTGAAAATATCGTTGTTAAGCG
CGATCGTGTGGATTATGTAGACGTTTCTCCAAAACAAGTTGTGTCGGTAGCGACAGCGTGC
ATTCCGTTTTTAGAAAACGATGACTCAAACCGTGCGCTTATGGGTCCCAACATG
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Ek 96. PDF38 izolatinin rpoB Geninin Baz Sirasi

ACATCGGATTAATTAACTCGCTTTCCACATATGCGAAAGTGAATAAATTTGGTTTTATTGA
AACTCCTTATCGCCGAGTCGATCCTGAAACAGGGAAAGTAACGAATCAAATTGACTATTTA
ACGGCGGATGAGGAAGATAATTACGTCGTTGCCCAAGCGAACGTTCCGATTGCGGAAGATG
GAACATTTTTAGAAGAAAACGTTGTTGCTCGCTTCCGTGGTGAAAATATCGTTGTTAAACG
CGATCGTGTGGATTATGTAGACGTTTCTCCAAAACAAGTTGTGTCGGTAGCGACAGCGTGC
ATTCCGTTTTTAGAAAACGATGACTCAAACCGTGCGCTTATGGGTACAAACATG

Ek 97. TF1 izolatinin rpoB Geninin Baz Sirasi

GAACCCATTGGCCGAACTGACGCACAAGCGGCGTCTGTCCGCGCTTGGCCCTGGCGGATTG
ACACGTGAGCGCGCTGGGTTTGAGGTGCGCGACGTTCACTATTCGCACTACGGGCGGATGT
GTCCGATTGAAACGCCGGAAGGTCCGAACATCGGACCCATCAACTCGCTGTCCACTTACGC
GAAAGTGAACAAGTTCGGCTTTATTGAAACGCCATACCGGCGCGTCGATCCGGAAACAGGG
CGGGTGACGGACCAAATCGATTATTTGACAGCCGATGAAGAGGACAATTACGTTGTAGCGC
AGGCGAACGTACCGCTTGCGGAGGACGGCACGTTCCTTGAAGAAAACGTTGTCGCCCGTTT
CCGCGGCGAGAACATCGTCGTCAAGCGCGATCGCGTCGACTACATGGACGTTTCGCCGAAG
CAAGTCGTCTCGGCAGCGACGGCGTGCATCCCATTTTTGGAAAACGACGACTCGAACCGCG
CGCTGATGGGTCCAAACATGCAAC

Ek 98. TF11 Izolatinin rpoB Geninin Baz Sirasi

GAACCCGCTCGCTGAACTGACGCATAAGCGCCGCGTTCTGCGCTTGGCCCCGGCGGATTGA
CGCGCGAGCAGCCGGGTTTGAAGTGCGCGACGTTCACTATTCGCACTACGGGCGGTGTGTC
CGATCGAGACGCCGGAAGGGCCGAACATCGGGCTCATCAACTCGCTGTCCACTTACGCGAA
AGTGAACAAGTTTGGTTTTATTGAAACGCCATACCGGCGCGTCGATCCGGAAACAGGTCGG
GTAACGGACCAAATCGATTATTTGACAGCCGATGAAGAGGACAATTACGTTGTAGCGCAGG
CGAACGTACCGCTTGCGGAGGACGGCACGTTCCTTGAAGAAAACGTCATCGCCCGTTTCCG
CGGCGAGAACATCGTCGTCAAGCGCGATCGCGTCGACTATATGGACGTGTCGCCGAAGCAA
GTTGTCTCGGCGGCGACGGCGTGCATCCCGTTTTTGGAAAATGACGACTCGAACCGCGCCT
TGATGGGGGCGAACATGCAGC

Ek 99. TF12 izolatinin rpoB Geninin Baz Sirasi

GAACCCGCTCGCTGAGCTGACGCACAAGCGCCGCCTGTCCGCGCTCGGCCCTGGCCATTGA
CGCCGACGCGCTGGTTTTGAGGTGTAACGTCGTTATTCGCACTATGGGCGGTGTGTCCGAT
CGAATGCCGGAAGGTCCGAACATCGGGTCATCAACTCGCTGTCCACTTACGTAAGGTGAAC
AAGTTCGGCTTTATTGAAACGCTTACCGGCGCGTCGATCCGGAAACGGGACGGGTGACGGA
CCACATCGATTATTTGACAGCTGATGAAGAGGACAATTACGTTGTAGCGCAGGCGAAATAC
CGCTTGCGGAGGACGGCACGTTCCTTGAAGAAAACGTATCGCCCGTTTCCGCGGCGAGAAT
ATCGTCGTTAAGCGCGACCGCGTCGACTACATGGACGTTTCGCCGAAGCAAGTCGTCTCGG
CAGCGACGGCGTGCATCCCATTTTTGGAAAACGACGACTCGAACCGCGCGCTGATGGGTCC
CAACATGCAAC
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Ek 100. TF13 izolatinin rpoB Geninin Baz Sirasi

GAACCCGCTCGCTGAGCTGACGCACAAGCGCCGCCTGTCCGCGCTCGGCCCTGGCGGATTG
ACGCGCGAGCGCGCTGGTTTTGAGGTGCGCGACGTCCATTATTCGCACTAAGGCGGATGTG
TCCGATCGAAACGCCGGAAGGTCCGAACATCGGGCTCATCAACTCGCTGTCCACTTACGCG
AAGGTGAACAAGTTCGGCTTTATTGAAACGCCGTACCGGCGCGTCGATCCGGAAACGGGAC
GGGTGACGGACCACATCGATTATTTGACAGCTGATGAAGAGGACAATTACGTTGTAGCGCA
GGCGAACGTACCGCTTGCGGAGGACGGCACGTTCCTTGAAGAAAACGTTGTCGCCCGTTTC
CGCGGCGAGAATATCGTCGTTAAGCGCGACCGCGTCGACTACATGGACGTTTCGCCGAAGC
AAGTCGTCTCGGCAGCGACGGCGTGCATCCCATTTTTGGAAAACGACGACTCAAACCGCGC
CTTGATGGGTACCAACATGCAAC

Ek 101. TF14 izolatinin rpoB Geninin Baz Sirasi

GAACCCGCTCGCTGAGCTGACGCACAAGCGCCGCCTGTCCGCGCTCGGCCCTGGCGGATTG
ACGCGCGAGCGCGCTGGTTTTGAGGTGCGCGACGTCCATTATTCGCACTATGGGCGGATGT
GTCCGATCGAAACGCCGGAAGGTCCGAACATCGGGCTCATCAACTCGCTGTCCACTTACGC
GAAGGTGAACAAGTTCGGCTTTATTGAAACGCCGTACCGGCGCGTCGATCCGGAAACGGGA
CGGGTGACGGACCACATCGATTATTTGACAGCTGATGAAGAGGACAATTACGTTGTAGCGC
AGGCGAACGTATCGCTTGCGGAGGACGGCACGTTCCTTGAAGAAAACGTTGTCGCCCGTTT
CCGCGGCGAGAATATCGTCGTTAAGCGCGACCGCGTCGACTACATGGACGTTTCGCCGAAG
CAAGTCGTCTCGGCAGCGACGGCGTGCATCCCATTTTTGGAAAACGACGACTCAAACCGCG
CCTTGATGGGTCCGAACATGCAAC

Ek 102. TF15 izolatinin rpoB Geninin Baz Sirasi

ACATCGGTTTGATCAACTCGCTTTCACATATGCGAAAGTGAATAAATTTGGTTTTATTGAA
ACTCCTTATCGCCGAGTCGATCCTGAAACAGGGAAAGTAACGAATCAAATTGACTATTTAA
CGGCGGATGAGGAAGATAATTACGTCGTTGCCCAAGCGAACGTTCCGATTGCGGAAGATGG
AACATTTTTAGAAGAAAACGTTGTTGCTCGCTTCCGTGGTGAAAATATCGTTGTTAAGCGC
GATCGTGTGGATTATGTAGACGTTTCTCCAAAACAAGTTGTGTCGGTAGCGACAGCGTGCA
TTCCGTTTTTAGAAAACGATGGCTCAAACCGTGCGCTTATGGGTACCAACATG

Ek 103. TF16 izolatinin rpoB Geninin Baz Sirasi

GAACCCGCTCGCTGAGCTGACGCACAAGCGCCGCCTGTCCGCGCTCGGCCCTGGCGGATTG
ACGCGCGAGCGCGCTGGTTTTGAGGTGCGCGACGTCCATTATTCGCACTATGGGCGGATGT
GTCCGATCGAAACGCCGGAAGGTCCGAACATCGGGCTCATCAACTCGCTGTCCACTTACGC
GAAGGTGAGCAAGTTCGGCTTTATTGAAACGCCGTACCGGCGCGTCGATCCGGAAACGGGA
CGGGTGACGGACCACATCGATTATTTGACAGCTGATGAAGAGGACAATTACGTTGTAGCGC
AGGCAAACGTACCGCTTGCGGAGGACGGCACGTTCCTTGAAGAAAACGTTGTCGCCCGTTT
CCGCGGCGAGAATATCGTCGTTAAGCGCGACCGCGTCGACTATATGGACGTTTCGCCGAAG
CAAGTCGTTTCGGCGGCGACGGCATGCATTCCGTTTTTGGAAAACGACGACTCAAACCGCG
CCTTGATGGGTCCAAACATGCAAC
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Ek 104. TF17 izolatinin rpoB Geninin Baz Sirasi

GAACCCGACGCAGAGCTGACGCACAAGCGCCGCCTGTCCGCGCTCGGCCCTGGCGGATTGA
CGCGCGAGCGCGCTGGTTTTGAGGTGCGCGACGTCCATTATTCGCACTATGGGCGGATGTG
TCCGATCGAAACGCCGGAAGGTCCGAACATCGGGCTCATCAACTCGCTGTCCACTTACGCG
AAGGTGAACAAGTTCGGCTTTATTGAAACGCCGTACCGGCGCGTCGATCCGGAAACGGGAC
GGGTGACGGACCACATCGATTATTTGACAGCTGATGAAGAGGACAATTACGTTGTAGCGCA
GGCGAACGTACCGCTTGCGGAGGACGGCACGTTCCTTGAAGAAAACGTTGTCGCCCGTTTC
CGCGGCGAGAATATCGTCGTTAAGCGCGACCGCGTCGACTACATGGACGTTTCGCCGAAGC
AAGTCGTCTCGGCAGCGACGGCGTGCATCCCATTTTTGGAAAACGACGACTCAAACCGCGC
CTTGATGGGTCCCAACATGCAAC

Ek 105. TH1 Izolatinin rpoB Geninin Baz Sirasi

GAACCCATTGGCTGAGTTGACGCATAAACGCCGTCTTTCTGCGCTTGGTCCTGGCGGATTG
ACGCGGGAGCGCGCCGGATTTGAAGTGCGTGACGTTCACTATTCTCACTATGGACGGATGT
GCCCGATCGAGACGCCAGAAGGTCCGAACATCGGGTTGATTAACTCACTGTCTACCTACGC
GAAAGTAAACAAATTCGGCTTTATTGAAACACCATACCGACGCGTCGATCCGGAGACAGGG
AAAGTTACGGATCAAATTGATTATTTAACGGCCGACGAGGAAGACAACTATGTCGTGGCGC
AAGCGAACGTGCCGCTTGCGGAAGATGGAACGTTCCTTGAGGAAAACGTCATCGCTCGTTT
CCGCGGTGAAAACATTGTCGTCAAACGCGACCGCGTCGACTATATGGACGTTTCGCCAAAG
CAAGTTGTTTCTGCAGCAACGGCATGTATTCCGTTTTTGGAAAACGACGACTCGAACCGCG
CCTTGATGGGTCCCAACATGCAAC

Ek 106. TH2 izolatinin rpoB Geninin Baz Sirasi

GAACCCATTGGCTGAGTTGACGCATAAACGCCGTCTTTCTGCGCTTGGTCCTGGCGGATTG
ACGCGGGAGCGCGCCGGATTTGAAGTGCGTGACGTTCACTATTCTCACTATGGACGGATGT
GTCCGATCGAGACGCCAGAAGGTCCGAACATCGGGTTGATTAACTCACTGTCTACCTACGC
GAAAGTAAACAAATTCGGCTTTATTGAAACACCATACCGACGCGTCGATCCGGAGACAGGG
AAAGTTACGGATCAAATTGATTATTTAACGGCCGACGAGGAAGACAACTATGTCGTGGCGC
AAGCGAACGTGCCGCTTGCGGAAGATGGAACGTTCCTTGAGGAAAACGTCATCGCTCGTTT
CCGCGGTGAAAACATTGTCGTCAAACGCGACCGCGTCGACTATATGGACGTTTCGCCAAAG
CAAGTTGTTTCTGCAGCAACGGCATGTATTCCGTTTTTGGAAAACGACGACTCGAACCGCG
CCTTGATGGGTCCTAACATGCAAC

Ek 107. TH4 izolatinin rpoB Geninin Baz Sirasi

ACATCGGATTAATTAACTCGCTTTCCACATATGCGAAAGTGAATAAATTTGGTTTTATTGA
AACTCCTTATCGCCGAGTCGATCCTGAAACAGGGAAAGTAACGAATCAAATTGACTATTTA
ACGGCGGATGAGGAAGATAATTACGTCGTTGCCCAAGCGAACGTTCCGATTGCGGAAGATG
GAACATTTTTAGAAGAAAACGTTGTTGCTCGCTTCCGTGGTGAAAATATCGTTGTTAAACG
CGATCGTGTGGATTATGTAGACGTTTCTCCAAAACAAGTTGTGTCGGTAGCGACAGCGTGC
ATTCCGTTTTTAGAAAACGATGACTCAAACCGTGCGCTTATGGGTCCCAACATG
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Ek 108. TH5 Izolatinin rpoB Geninin Baz Sirasi

ACATCGGATTAATTAACTCGCTTTCCACATATGCAAAAGTCAATAAGTTTGGTTTTATTGA
AACTCCTTATCGTCGAGTCGATCCTGAAACAGGAAAAGTAACAAATCAAATTGACTATTTA
ACGGCAGACGAGGAAGATAATTATGTCGTTGCCCAAGCGAACGTTCCGATTGCGGAAGATG
GAACATTTTTAGAAGAAAACGTTGTTGCTCGCTTCCGTGGTGAAAACATCGTTGTTAAGCG
AGATCGTGTCGACTATGTAGACGTTTCTCCAAAACAAGTTGTGTCGGTGGCGACAGCGTGC
ATTCCGTTCTTAGAAAACGATGACTCGAACCGTGCGCTTATGGGTGCTAACATG

Ek 109. TH6 izolatinin rpoB Geninin Baz Sirasi

GAACCCGCTCGCTGAGCTGACGCACAAGCGCCGCCTGTCCGCGCTCGGCCCTGGCGGATTG
ACGCGCGAGCGCGCTGGTTTTGAGGTGCGCGACGTCCATTATTCGCACTATGGGCGGATGT
GTCCGATCGAAACGCCGGAAGGTCCGAACATCGGGCTCATCAAGCGCTGTCCACTTACGCG
AAGGTGAACAAGTTCGGCTTTATTGAAACGCCGTACCGGCGCGTCGATCCGGAAACGGGAC
GGGTGACGGACCACATCGATTATTTGACAGCTGATGAAGAGGACAATTACGTTGTAGCGCA
GGCGAACGTACCGCTTGCGGAGGACGGCACGTTCCTTGAAGAAAACGTTGTCGCCCGTTTC
CGCGGCGAGAATATCGTCGTTAAGCGCGACCGCGTCGACTACATGGACGTTTCGCCGAAGC
AAGTCGTCTCGGCAGCGACGGCGTGCATCCCATTTTTGGAAAACGACGACTCAAACCGCGC
CTTGATGGGTACCAACATGCAAC

Ek 110. TH7 izolatinin rpoB Geninin Baz Sirasi

GAACCCGCTTGCTGAATTGACACATAAACGCCGTCTTTCTGCGTTAGGACCAGGTGGTTTA
ACTCGTGAACGCGCAGGTTTCGAGGTGCGTGACGTTCACTATTCACACTATGGACGAATGT
GTCCGATTGAAACGCCTGAAGGTCCAAACATTGGGTTGATCAACTCACTATCTACGTATGC
AAAAGTGAATAAATTTGGTTTTATCGAAACACCGTATCGACGTGTCGATCCGGAGACAGGA
AGAGTTACCGATCAAATTGATTATTTAACAGCCGATGAAGAAGATAACTATGTCGTAGCGC
AAGCGAACGTCCCTCTAGCGGAAGATGGAACGTTCTTAGAAGAAAATGTGGTTGCTCGTTT
CCGCGGGGAAAACATTGTCGTAAAACGCGACCGTGTCGACTATATGGACGTATCGCCAAAA
CAAGTTGTATCGGCAGCGACAGCCTGCATTCCGTTTTTGGAAAACGTCGACTCGAACCGCG
CGCTTATGGGTACCAACATGCAAC

Ek 111. DF20 izolatinin rpoB Geninin Baz Sirasi

GAACCCGCTCGCTGAGCTGACGCACAAGCGCCGCCTGTCCGCGCTCGGCCCTGGCGGATTG
ACGCGCGAGCGCGCTGGTTTTGAGGTGCGCGACGTCCATTATTCGCACTATGGGCGGATGT
GTCCGATCGAAACGCCGGAAGGTCCGAACATCGGGCTCATCAACTCGCTGTCCACTTACGC
GAAGGTGAACAAGTTCGGCTTTATTGAAACGCCGTACCGGCGCGTCGATCCGGAAACGGGA
CGGGTGACGGACCACATCGATTATTTGACAGCTGATGAAGAGGACAATTACGTTGTAGCGC
AGGCGAACGTACCGCTTGCGGAGGACGGCACGTTCCTTGAAGAAAACGTTGTCGCCCGTTT
CCGCGGCGAGAATATCGTCGTTAAGCGCGACCGCGTCGACTACATGGACGTTTCGCCGAAG
CAAGTCGTCTCGGCAGCGACGGCGTGCATCCCATTTTTGGAAAACGACGACTCAAACCGCG
CCTTGATGGGTACCAACATGCAAC
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Ek 112. D1021 izolatimin rpoB Geninin Baz Sirasi

ACATCGGTTTGATCAACTCGCTTTCGACATATGCGAAAGTTAATAAATTTGGCTTTATTGA
AACGCCTTACCGTCGCGTTGATCCTGAAACAGGAAAAGTAACAAATCAAATTGACTATTTA
ACGGCAGACGAGGAAGATAATTATGTCGTTGCCCAAGCGAACGTTCCGATTGCGGAAGATG
GAACATTTTTAGAAGAAAACGTTGTTGCTCGCTTCCGTGGTGAAAACATCGTTGTTAAGCG
AGATCGTGTCGACTATGTAGACGTTTCTCCAAAACAAGTTGTGTCGGTGGCGACAGCGTGC
ATTCCGTTCTTAGAAAGCGATGACTCGAACCGTGCGCTTATGGGTACCAACATG

Ek 113. D1041 izolatinin rpoB Geninin Baz Sirasi

ACATCGGATTAATTAACTCGCTTTCCACATATGCGAAAGTGAATAAATTTGGTTTTATTGA
AACTCCTTATCGCCGAGTCGATCCTGAAACAGGGAAAGTAACGAATCAAATTGGCTATTTA
ACGGCGGATGAGGAAGATAATTACGTCGTTGCCCAAGCGAACGTTCCGATTGCGGAAGATG
GAACATTTTTAGAAGAAAACGTTGTTGCTCGCTTCCGTGGTGAAAATATCGTTGTTAAACG
CGATCGTGTGGATTATGTAGACGTTTCTCCAAAACAAGTTGTGTCGGTAGCGACAGCGTGC
ATTCCGTTTTTAGAAAACGATGACTCAAACCGTGCGCTTATGGGTACCAACATG

Ek 114. D1042 izolatinin rpoB Geninin Baz Sirasi

ACATCGGATTAATTAACTCGCTTTCCACATATGCGAAAGTGAATAAATTTGGTTTTATTGA
AACTCCTTATCGCCGAGTCGATCCTGAAACAGGGAAAGTAACGAATCAAATTGACTATTTA
ACGGCGGATGAGGAAGATAATTACGTCGTTGCCCAAGCGAACGTTCCGATTGCGGAAGATG
GAACATTTTTAGAAGAAAACGTTGTTGCTCGCTTCCGTGGTGAAAATATCGTTGTTAAGCG
CGATCGTGTGGATTATGTAGACGTTTCTCCAAAACAAGTTGTGTCGGTAGCGACAGCGTGC
ATTCCGTTTTTAGAAAACGATGACTCAAACCGTGCGTTTATGGGTCCAAACATG



OZGECMIS

1980 yilinda Trabzon’da dogdu. {lkdgrenimini Trabzon’da, Orta ve Lise 6grenimini
Kirikkale’de tamamladiktan sonra 1996-1997 o6gretim yilinda K.T.U Fen-Edebiyat
Fakiiltesi Biyoloji Bolimiinde Lisans 6grenimine basladi. 2001 yilinda bu boélimden
biyolog unvani ile mezun oldu. Ayni y1l Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Anabilim Dalinda
yiiksek lisans egitimine basladi ve 2005 yilinda yiiksek lisans egitimini tamamladiktan
sonra aynt yil Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Anabilim Dalinda doktora egitimine
basladi. Halen K.T.U Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimiinde Arastirma Gérevlisi olarak
calismaktadir.
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