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Yeni termofilik bakteri tiirleri bulmak, fenotipik ve genotipik yontemlerle karakterize
etmek amaciyla Ercis ilgesi Hasanabdal Kdyii termal tesislerinden su 6rnekleri alinarak
termofilik bakterilerin izolasyonlar1 gerceklestirildi.

Elde edilen koloniler, morfolojilerine gore ayrilarak, klasik (morfolojik, fizyolojik,
biyokimyasal) ve molekiiler testlerle (16S rDNA, BOX PCR) karakterize edildi. Sekans
analizleri sonucunda bu izolatlarin; Geobacillus pallidus, Bacillus licheniformis,
Brevibacillus brevis, Bacillus pumilus, Brevibacillus borstelensis tirlerinin suslar
oldugu belirlendi.
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In order to identify novel thermophilic species and then characterize them by
phenotypical and genotypical methods, thermophilic bacteria were isolated from water
samples of village Hasanabdal.

The colonies were separated according to their morphological structure and defined by
classic tests such as morphologic, physiologic and biochemical tests, and by molecular
tests such as 16S rDNA, BOX PCR techniques. We have reached the conclusion that
these isolates belong to strain of  Geobacillus pallidus, Bacillus licheniformis,
Brevibacillus brevis, Bacillus pumilus, Brevibacillus borstelensis.
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1.GIRiS

Mikroorganizmalar biyosferin oldukc¢a biiyiik ve 6nemli bir kismin1 olugturmaktadirlar.
Dogal ortamda c¢ok fazla sayida ve ¢esitli organizmanin varligina karsin, biyosfer
tizerindeki prokaryotlar, temel iiye konumunda bulunmaktadirlar. Mikrobiyal hayat,
metabolik olarak esnek, cok yonlii ve ekstrem kosullara kolayca adapte olabilmeleri
sonucunda, yalnizca hava, toprak, gol ve denizlerde degil, kutuplardaki buzullardan,
yanardaglara; alkali ortamlardan, yiiksek asidik ortamlara kadar genis bir yayilim

gostermektedir (Basbiilbiil 2002).

Mikroorganizmalarin, ¢ok degisik ¢evre sartlarina adaptasyon gostererek hayatlarini
devam ettirebilmeleri, bu organizmalarin hem yapisal, hem de hiicresel diizeyde farkl

ozelliklerinin arastirilmasi gerektigini géstermektedir.

Bakterilerin gelisiminde etkin parametrelerden biri olan sicaklik faktorii, organizmalarin
evrimine ve aktivitelerine etki eden ¢evresel faktorlerden en 6nemlisidir. Ayni zamanda
mikroorganizmalarin gelisimleri ile ilgili biitiin proseslerinin, sicaklikliktan etkilenen
kimyasal reaksiyonlara bagli olmasindan dolayi, sicaklik, mikroorganizmalarin
gelisiminde Onemli bir role sahiptir (Tortora et al. 1995; Kristjasson 1989) Bir
mikrobiyal tiiriin gelisim sicakliklar1 mikroorganizmanin yagsam dongiisiindeki evre ve
ortamin besin icerigine gore degisklik gosterir. Bu nedenle, gelisim i¢in gerekli
optimum sicaklik, her hiicresel aktivite icin optimum sicaklik olmayabilir. Bazi
durumlarda, optimum sicaklik, organizmanin maksimum gelisim sicakligina yakin
olabilir. Ciinkii enzim reaksiyon orani sicaklikla birlikte artar. Bu durum, enzimin 1s1 ile
bozuldugu ve hiicrelerin gelisiminin durdugu noktaya kadar devam eder. Bu 6zellikler
dogrultusunda, yapilan calismalar suyun kaynama sicakliginin {izerindeki sicaklik
degerlerinde de mikroorganizmalarin ¢ok 6nemli bir kismmin yasamsal aktiviteye sahip

olduklarii gostermistir (Brock 1967; Kus¢uoglu 1992).

Yiikselen sicaklikla birlikte bakterilerin c¢esitliliginde azalma olmasina karsin,

termofilikler bakterilerin sayisinda artis gozlenmektedir. Bu, termofilik bakterilerin,



hiicre duvarindaki proteinlerin gdstermis oldugu kararlilik, membran yag bilesimleri,
membran proteinlerinin yliksek termostabilitesi, enerji transdiiksiyon enzimlerinin
yiiksek devinim oranlar1 ve enerji transferindeki baglanma iyonlarindaki degisimler,
DNA’sinin pozitif siiper sarmal yap1 gostermesi, Ozellikleriyle agiklanmaktadir (Tolner

et al. 1997; Manier et al. 2001; Sara and Sleytr 2000; Tolner et al. 1997).

Diinya niifus artigina, sanayi ve endiistri gelisimine bagli olarak, c¢evre giderek
kirlenmekte ve diinyadaki dogal sartlar ekstrem sartlara dogru kaymaktadir. Dolayisiyla,
insanlik, son yillarda ekstrem durumlardaki hayat sartlarinin arastirilmasi yolunda
yogun caligmalara girmektedir. (Balows et al. 1991; Chen et al. 2002). Bu baglamda,
ekstrem sicaklik sartlarinda yasamaya adapte olmus termofilik bakterilerin icerdigi
enzimler de gilinlimiiz biyoteknolojik ve endiistriyel calisma alanlarindaki yerini

almistir. (Kurosawa et al. 2005; Nazina ef al. 2005; Mohammed et al. 2006).

Termofilik bakteriler, gida, tekstil, kimya ve farmakoloji endiistrilerinde ve g¢evresel
biyoteknolojide kullanilan, c¢esitli islemlerin meydana getirilmesinde etkin olan ve
ekstrem sartlarda fonksiyonel olabilen 6zel enzimlerin iiretiminde gorev alirlar. Bu
enzimlerden bazilar1 son zamanlarda saflastirilmis ve basarili bir sekilde klonlanip,
mezofilik bakterilerde ifade edilmesi saglanmistir. (Tarak¢ioglu 1979; Aira ef al. 1983;
Eksi 1988; Aguilar 1996; Banerjee et al. 1999; Kiran et al. 2006).

Diinya tizerinde ekstrem mikroorganizmalar ¢ok genis bir yayilim gostermektedir. Bu
mikroorganizmalar icerisinde yer alan Termofilik bakterilere tiim jeotermal alanlarda
rastlanmakta olup bu alanlara kaplicalar ve derin deniz dipleri 6rnek olarak verilebilir.
Dogal jeotermal alanlar diinyada, yer kabugu hareketlerinin goriildiigii tektonik aktif
zon bdlgelerinde bulunur. Cok sayida aragtirmanin gergeklestirildigi jeotermal alanlar;
Izlanda, Yeni Zelanda, Japonya, Italya, Rusya ve Amerika Birlesik Devletlerinde yer
alan Yellowstone uluslararas1 parkidir (Kristjanson and Stetter, 1992; Hjorleifsdottir,
2002). Yiiksek veya diisiik pH’nin sonucu olarak karakteristik bir ylizey kimyasina
sahip olan bu jeotermal alanlar, jeolojik 1s1 kaynagina bagl olarak ikiye ayrilirlar.

Bunlardan birincisi aktif volkanik zon bdélgeleridir ki; bu alanlardaki su sicakligr 500-



3000 metre derinliklerde genellikle 150-350°C olup, ylizeye siirekli olarak volkanik gaz
ile buhar c¢ikis1 s6z konusudur. Bu alanlarda, volkanik gazlarla birlikte yilizeye ulasan
H,S “iin biyolojik ve kimyasal oksidasyonu sonucu olusan siilfiirik asitten dolay1r pH
stirekli asidiktir ( Brock 1978; Kristjanson and Stetter, 1992; Kristjanson et al. 2000;
Skirnisdottir 2000). Digeri ise diisiik sicakliga sahip alanlar olarak adlandirilmakta olup,
volkanik boélgelerin disinda yer alirlar. Buralardaki su sicakligi 500-3000 metre
derinlikte 150°C nin altinda olup ¢ok diisiik miktarlarda H,S igerdigi igin suyun pH’s1
alkali diizeydedir (Kristjanson and Stetter 1992).

Diinyada jeotermal alanlarin yogunlugu goz Oniine alindigi zaman, zengin iilkelerden
birisi de Tiirkiye’dir. Ancak iilkemizin degisik cografi bolgelerinde bulunan termal
kaynaklardaki mikroorganizma florasinin belirlenmesi ve bunlardan endiistride
kullanilabilecek potansiyeli olan tiirlerin saptanmasi iizerine yapilmis olan bilimsel
calisma sayist oldukc¢a sinirlidir (Diilger et al. 2003 ). Termofilik mikroorganizmalarin
tanilanmasinda fenotipik ve genotipik karekterler kullanilmaktadir. Bununla beraber
daha cok morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal testlere dayali ¢alisan konvansiyonel
metodlar, 6zellikle tiir ve tiir alt1 taksonomik gruplarin belirlemesinde yetersiz oldugu
bilinmektedir (Belduz et al. 2003, Ahmet 2006 ). Ayrica, konvensiyonel metotlarin
uzun siireli deneylere, fazla is giiciline, tecriibeli ve yetigsmis arastirmacilara ihtiyag
duymasit ve alinan sonuglarinda alternatif yorumlara acik olmasi, bu yodntemlerin
bilinen dezavantajlarindandir (Miller and Joaquim 1993). Bu nedenle son yillarda
mikroorganizmalarin tanisinda kullanilmak iizere giivenilirligi daha fazla olan
molekiiler teknikler gelistirilmistir (Manceau and Horvais 1997). Bunlardan yag asit
analizleri, SDS-PAGE protein analizi, metabolik enzim profilleri ve genetik profiller

(16-23S rDNA, Rep, Eric ve Box-PCR) sik kullanilan yontemlerdir.

Bu ¢alismada; Tiirkiye’de daha once ¢alisilmamis termal kaynaklardan biri olan Van-
Ercis Hasanabdal kaplicasindan termofilik bakterilerin izolasyonu, fenotipik ve

molekiiler markerler ile karakterizasyonu ve tanilanmas1 amaglanmastir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1-Canh-Cevre iliskileri ve Biyolojik Cevre

Biyosferde degisik habitatlar ve bu habitatlarda yasayan c¢ok cesitli canli tiirleri vardir.
Biyolojik c¢esitlilik deyimi tiim canli organizmalarin yasam alanlarimin cesitliligini
birbirleri ve yasadiklari ortamla olan iligkilerini tanimlamak {izere kullanilmaktadir.
Gliniimiize kadar canlilarin yasam alanlari, onlarin hem c¢esitliligi, hem de yapilari

tizerine 6nemli etkiler olusturmaktadir (Barig 2008).

Giliniimiizde biyosferin 6zellikle farkli bolgeleri (buzullar, kaplicalar, derin denizler) ile
ilgili ¢ok sayida mikrobiyolojik ¢alisma yapilmaktadir (Adigiizel 2006). Ortam
kosullarinin olagandist oldugu bu bélgelerde calismalarin yogunlagsmasiin sebepleri

1S€;

v" Bu ortamlarda yasayan mikroorganizmalarin, 6nemli adaptasyon Ozelliklerine sahip

olmasi,

v Bu ortamlarin heniiz yeterince aragtirilmamig ve bunun sonucu olarak, biyolojik

cesitliligi hakkinda yeterince bilginin bulunmamasi,

v izole edilen mikroorganizmalarin metabolizmalarindaki farkliliklar,

v  Izole edilen mikroorganizmalarin, enzimlerinin veya metabolik {iriinlerinin
endiistriyel, tibbi veya zirai amagla kullanimlarinin bulunmasi gibi sebepler siralanabilir

(Satarayana et al. 2005).



2.2. Bakteriler ve Bakteri Sistematigi

Bakteriler ve bakteri sistematiginden bahsetmeden Once karakterizasyon, tanilama,
sistematik ve taksonomi gibi terminolojik olgulardan bahsetmek yerinde olacaktir.
Karakterizasyon, saf bir prokaryotik kiiltiiriin tiim 06zelliklerinin bir tanimlama
olusturmak amaciyla elde edilmesidir. Tanilamanin ise saf bir kiiltiiriin, iyi karakterize
edilmis ve kabul gérmiis bir tiire dahil edilebilmesidir. Bir izolat1 tanilamak i¢in gerekli
veri miktar1 karakterizasyon i¢in gerekli olandan daha azdir. Bu sebeple tanilama i¢in,
bir organizmay1 digerlerinden kesin olarak ayirabilecek karakterisitkler secilir (Dworkin

et al. 2006).

Canlilarin siniflandirilmas: sistematik veya taksonomi olarak adlandirilir. Bu iki kelime
pratikte birbirinin yerine kullanilmasina ragmen taksonomi daha genel bir ifade tagir.
Taksonomi, siniflandirmanin teorik yapisini1 ve esaslarini ortaya koyarken sistematik,
tiirlerin  belli sistemlerdeki yerlerine yerlestirilmesini gergeklestirir. Sistematik,
taksonomi ile birlikte ekoloji, biyokimya, genetik, molekiiler biyoloji ve mikroskopik

kabulleri ihtiva eder (Aktiimsek and Konuk 2002; Dworkin et al. 2006).

Gliniimiizde tespit edilen canlilarin rRNA sentezi ile ilgili DNA bolgelerinin (rDNA)
baz dizileri karsilastirildiginda, canlilarin {i¢ biiylik grup altinda siniflandirilabilecekleri
tespit edilmistir. Bunlar; Bacteria (6bakteriler, gercek bakteriler), Archea (arkeanlar,
antik bakteriler) ve Eukaryotes (Okaryotlar) olarak isimlendirilmektedir (Woese et al.
1990; Skirnisdottir 2000; Mora and Amann 2001; Hasenekoglu and Yesilyurt 2002;
Hugenholtz 2002). Bu {i¢ temel grubun olusturdugu organizma havuzundan zooloji ve
botanigin klasik teknikleri ile c¢alisilabilen organizmalar1 ¢ikarinca geriye
mikrobiyologlarin c¢alisma alanlarini olusturan organizmalar kalir. Bunlar genellikle
0zel ckipmanlarla (mikroskoplar) goriilebilen kiigiik organizmalar1 igermektedir
(Amann et al. 1995). Bitki ve hayvanlarla mukayese edildiginde, mikroorganizmalarin
morfolojileri saglam bir siniflandirmaya temel olusturmak ve giivenilir tanilama i¢in

oldukea yetersizdir. Bu nedenle bakterilerin tanilanmasi i¢in, mikroskobik morfolojileri,



koloni morfolojileri, endospor olusturup-olusturmadiklari, hareketli olup-olmadiklari,
Gram reaksiyonlar (hiicre duvar yapilari), 1s1, Os, 151k ve pH istekleri, karbon kaynag:
olarak kullanabildigi molekiiller, hiicrenin biyokimyasal yapis1 ve niikleik asitlere dayali
birden fazla tespitte bulunmak gerekmektedir (Schlegel 1985; Amann ef al. 1995; Mora
and Amann 2001; Hasenekoglu and Yesilyurt 2002). Bu 6zelliklerin belirlenebilmesi
icin bakterinin kiiltiire alinabilmesi gerekmektedir. Bazi mikroorganizmalar1 kiiltiire
almak miimkiin olmamaktadir. Bu mikroorganizmalar kiiltiire almadan kendi dogal
ortamlarinda tanilamaya olanak saglayan tekniklerin (in situ hibridizasyon problari)

gelistirilmis ve kullanilmaktadir (Amann et al. 1995).

Bu tespitlerden niikleik asitlere (DNA ve RNA) dayali yontemler genotipik yontemleri,

digerleri ise fenotipik yontemleri olusturmaktadir.

Bakterilerin tan1 amagh karakterizasyonu i¢in, fenotipik ve genotipik karakterlerin her
ikisine ait veriler de kullanilmaktadir. Genotipik ve fenotipik verilerin birbirlerini
destekledigi sonuclar ideal verilerin alindigii gostermektedir. Ilk olarak fenotipik
gozlemler daha sonra bu verilerden faydalanilarak molekiiler incelemeler yapilmaktadir.
Bunlar; mikroskopik 6zellikler (hiicre sekli, biiytikliigii, hareketliligi, flagel olusturup
olusturmadigi, spor olusturup olusturmadigi, hiicresel inkliizyonlar, renk, koloni
morfolojisi, gram boyanma 0zelligi), hiicre bilesenlerinin kimyasal kompozisyonu
(DNA , membran bilesimi, yag asitleri, eter yaglari, alifatik hidrokarbonlar, izoprenoid
kuinonlar, sitokromlar, hiicre duvar1 yapilari ve bilesimi, bakteri antijenleri,
lipopolisakkaritler, mikolik asitler, peptidoglikan, elektroforetik protein analizleri,
poliaminler), metabolizma ile ilgili 6zellikler (temel enerji metabolizmasi, besinsel ve
metabolik karakterler, 6zel besinsel gereksinimler, enzimler, ekolojik parametreler) ve
niikleik asit proplar1 ile belirlenen karakterler (spesifik niikleik asit proplarinin sentezi
veya izolasyonu, hedef niikleik asit ekstraksiyonu, spesifik niikleik asit proplarinin
cogaltilmast ve gdzlemlenmesi, hedef niikleik asitin niikleik asit probu ile
hibridizasyonu ve hibridlerin tespiti) veriler olarak siralanabilmektedir (Woese et al.
1990; Vandamme et al. 1996, Skirnisdottir 2000; Mora and Amann 2001; Hugenholtz
2002; Logan et al. 2002; Martin 2002; Bohannan and Hughes 2003; Chelius and Moore
2004; Coenye et al. 2005; Dworkin et al. 2006; Singh et al. 2006).



Tan1 ve karakterizasyon icin kullanilan yontemler konvensiyonel ve molekiiler
yontemler olarak da smiflandirilabilir (Adigiizel 2006). Molekiiler yontemler,
mikroorganizmalari meydana getiren makromolekiillerin igeriklerine, ¢esitliliklerine ve
oranlarma baglh olarak elde edilen farkliliklar1 esas alarak gelistirilmistir. Molekiiler
yontemler karbonhidratlar, lipitleri, proteinleri ve genetik materyalleri (DNA ve RNA)
calisma materyali olarak kabul etmekte ve bunlardan birinin veya kombinasyonlarinin
kullanimiyla mikroorganizmalarin tan1 ve karakterizasyonu gerceklestirilmektedir.
Ozellikle ribozomal operonlarin (rrn) dizi analizleri organizmalar arasindaki filogenetik
iligkiyi belirlemede tercih edilen bir yontem olmaktadir. Ribozomal operonlar 3 gen
icermektedirler. Bunlardan ilki 16S rRNA’y1 sifreleyen rrs geni, digeri ribozomun 23S
rRNA’y1 sifreleyen rrl geni, Ugilinciisii ise 5S rRNA’y1 sifreleyen gendir. Bu iig
bolgeden ozellikle 16S rRNA bolgesi iizerinde daha yogun caligmalar yapilmaktadir
(Lane et al. 1985; Kane et al. 1993; Vandamme et al. 1996; Woese 2000; Mora and
Amann 2001; Martin 2002; Dworkin et al. 2006).

Serolojik teknikler (Radioimmunoassay, Immunoblot, Enzym-Linked Immunosorbent
Assay, Dot Immunobinding Assay, Agliitinasyon ve Immunofluorescence), niikleik asit
temelli analiz teknikleri (Randomly Amplified Polimorphic Detection = RAPD,
Repetetive Extragenic Palindromic = rep-PCR, Enterobacterial Repetetive Intragenic
Concensus = Eric-PCR, Box-PCR, Spesifik PCR, Restriction Fragment Length
Polymorphism = RFLP, PCR-RFLP, Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis =
ARDRA ve Denaturing Gradient Gel Electrophoresis = DGGE), metabolik enzim
tirtinlerinin belirlenmesi (Biolog), yag asit analizleri (Mikrobial Identification System =
MIS) gibi molekiiler yontemler son yillarda yogun bir sekilde kullanilmaktadir.
Bunlardan MIS ve BIOLOG tamamen bilgisayar kontroliinde olup, rutin testlerin
yapildig1  laboratuarlarda  mikroorganizmanin tam1  ve  karakterizasyonunda
kullanilmaktadir (Vaneechoutte ef al. 1992; Campbell et al. 1997; Muyzer and Smalla
1998; Sahin et al. 2000; Adigiizel 2006; Qiu ef al. 2008; Rusznyak et al. 2008).

Mikroorganizmalarin tanilanmasi ve simniflandirilmasi amaciyla uygulanmakta olan

farkli birgok fenotipik ve genotipik metodun her biri sirasiyla cinsten, tiire, alt tiire,



varyeteye kadar belirli oranlarda filogenetik siniflandirma yapmaya imkan
saglamaktadir. Bununla beraber her yontem uygulamadaki kolaylik, uygulanabilirlik,
ekipman ihtiyaci ve ¢oziilebilirlik seviyesine bagli olarak, baz1 avantaj ve dezavantajlara
sahiptir. Genellikle DNA temelli metotlar, mikrooaganizmalarin tanilanmas1 ve
siniflandirilmalarinda evrensel olarak uygulanabilen, oldukca giivenilir metotlar olup
cins ve tiir seviyesindeki ayrimlar, DNA-DNA hibridizasyon yontemlerine ve artan
oranda da 16S rRNA baz dizilimine bagli modern filogeniye dayanmaktadir
(Vandamme et al. 1996; Rademaker et al. 1997; Daffonchio et al. 1998; Mora and
Amann 2001). Molekiiler teknikler, mikrobiyal ekolojide, bakterilerin, tanilanmasi,
karakterizasyonu ve smiflandirilmasin da biiyiik 6neme sahiptir. (Schloter et al. 2000;

Alp 2003; Singh et al. 2006).

Molekiiler biyolojide ve ozellikle de polimeraz zincir reaksiyonu (Polymerase Chain
Reaction= PCR) teknolojisindeki gelismeler, mikroorganizmalarin genomik analizlerine
bagli olarak belirlenen bir populasyondaki genetik cesitliligin saptanmasinda, izolatlarin
siniflandirilmas: ve karakterizasyonunda biiyiik kolayliklar saglamaktadir. Ozellikle
16S-23S rDNA-PCR, ITS-PCR (Internaly Transcribed Spacer), ARDRA (Amplified
Ribosomal DNA Restriction Analysis), T-RFLPs (Terminal Restriction Fragment
Length Polymorphism), tRNA PCR (Transfer RNA), DGGE (Denaturing Gradient Gel
Electrophoresis) gibi PCR temelli parmak izi yontemlerinin gelistirilmesi ve spesifik
primerlerin  kullanilmasiyla bakterilerin tan1 ve teshisinde biiyiik ilerlemeler
kaydedilmisdir (Adigiizel 2006). Bu da bilgisayar destekli PCR teknolojisi kullanan
protokollerin, bakteriyel patojenlerin populasyon dinamikleri ve ekolojilerinin tespitinde
bizlere onemli bilgiler sunmaktadir. Mikroorganizmalarin genom haritalarinin ortaya
konulmasi onlarin taksonomik iskeletlerinin, populasyon yapilarinin, hastalik risklerinin
tespitinde 6nemli faydalar saglamaktadir (Muyzer and Smalla 1998; Louws et al. 1999,
2001).

Son yillarda birbiriyle olduk¢a yakin akrabaligi bulunan bakterileri izolatlari arasindaki
farkliklarin ortaya konulmasinda, tiim gen bdlgelerinin analizine imkan saglayan,
siiflandirma ve karakterizasyonda oldukca hizli bir yontem olan PCR temelli teknikler

kullanilmaktadir. PCR, DNA veya RNA {izerindeki secilmis bir veya birden fazla



sayida bolgenin in vitro kosullarda oligoniikleotid primerler ve bir DNA polimeraz
(Tag) enzimi kullanilarak PCR aleti yardimiyla gogaltilmasi esasina dayanmaktadir
(Beffa et al. 1996; Miteva et al. 1999; Sahin et al. 2000; Smith et al. 2001). PCR ii¢
farkli basamakli bir reaksiyon serisinden olusmaktadir. Cift zincirli DNA molekiilleri
90°C’nin tlizerindeki sicaklikla muamele edilerek, zincirlerin birbirlerinden ayrilmasi
saglanir (denatiirasyon basamagi). Daha sonra cihaz, primerin hedef bolgeye yapismasi
icin gerekli olan 1s1 derecesine getirilir ki, bu sicaklik (Ty,) degeri hesaplanirken, her bir
A ve T i¢in 2°C, G ve C i¢in 4°C aliir. Ancak Ty, sicakligi bunun 5°C altindadir
(primerin yapismasi). Tag DNA polimeraz, primerin 3 ucuna yeni niikleotidleri
ekleyerek zincirin uzamasimi saglar (uzama basamagi). Bu sayede iki primerin
kisitladig, genellikle 100 ile birkag yiiz baza kadar olan bolge ¢ogaltilmis olur. Tiim bu
asamalar bir PCR dongiisiinii olusturmaktadir. Her dongli sonrast hedef DNA’nin
cogaltilan kismi iki katina ¢ikar (Louws et al. 1999; Sahin et al. 2000; Altas and Midilli
2003; Brown 2006).

PCR teknigi giiniimiizde, temel molekiiler biyolojik arastirmalarda (klonlama, dizi
analizi ve DNA haritalamas1 gibi), klinik tipta (orak hiicre anemisi, kistik fibrozis,
AIDS, losemi tanis1t gibi), analik babalik tayininde, tibbin diger kollarinda, in vitro
sartlarda ¢ogalabilen veya ¢ogalamayan patojen mikroorganizmalarin neden olduklar
hastaliklarin tespitinde, tohum safliginin belirlenmesinde, dogadaki c¢esitli canli
tirlerinin tanisinda, tlirler arasindaki polimorfizmin belirlenmesinde yaygin olarak
kullanilmaktadir (Ar1  1999). Bir mikroorganizmanin detayli tamisinda, o
mikroorganizma genomu iizerinde bulunan bilgiler ¢cok énemli oldugu, son yillarda bu
bilgilerin bakteri sistematigi alanindaki potansiyel uygulamalarin1 gosterir ¢ok sayida
calisma yapilmaktadir (Tenover et al. 1995; Ginard et al. 1997; Muyzer and Smalla
1998; Woese 2000; Mora and Amann 2001; Martin 2002; Adigiizel 2006; Dworkin et
al. 2006; Qiu et al. 2008; Rusznyak et al. 2008).

Son zamanlarda, 16S-23S rDNA genini kodlayan “internal transcrib spacer” gen
bolgelerini hedef alarak, bakteriyel tani, tarama uygulamalari ve bir tiir i¢erisindeki
izolatlarin ayrimina yonelik caligmalarda biiyiik gelismeler kaydedilmistir. Tek bir

mikroorganizma grubunun teshisi ve tanisinda yiiksek hassaslik ve 6zgiilliige sahip olan
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tekniklerin yerini, ribozomal genlere bagl tan1 yontemleri almaktadir. 16S ve/veya 23S
rDNA bdlgelerinin niikleotid dizilerinin belirlenmesiyle, bakterilerin filogenetik
siiflandirilmasi gergeklestirildi (Ginard et al. 1997; Maiddak ef al. 1997, 2001; Muyzer
and Smalla 1998; Woese 2000; Mora and Amann 2001; Martin 2002; Harris and
Hartley 2003; Woese 2004; Adigiizel 2006; Dworkin et al. 2006; Qiu et al. 2008;
Rusznyak et al. 2008).

Farkli mikroorganizmalar arasindaki genetiksel iligkinin ortaya konulmasinda yaygin
olarak genomik parmak izi analiz yontemleri kullanilmaktadir (Palleroni 1993; Singh et
al. 2006). Bu yontemleri birka¢ bashik altinda toplamak miimkiin olmaktadir. Bu
yontemlere ilk 6rnek PCR temelli genomik parmak izi analiz yontemleridir. PCR
temelli parmakizi analiz yontemlerine RAPD-, BOX-, ERIC-, REP-, GTG5- PCR gibi
cok sayida 6rnek vermek miimkiindiir. Bu yontemlerin her biri smirli bir gruptan biitiin
canlilarin akrabaliklarini belirlemeye kadar genis bir kullanim alani bulunmaktadir. Her
arastirict ¢aligmasina, alt yapisinsa ve uygulanabilirligine gére bu ydntem veya

yontemleri kullanmaktadir.

Bu yontemlerden bir diger 6nemli bashigi olan AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism) ise saflastirilan DNA’nin uygun bir veya iki restriksiyon enzimi
kullanarak kesilmesi ve kesilen bu bdlgenin ¢ogaltilmas: esasina dayanir (Stead et al.

1998).

Son olarak deginecegimiz yontem ise, PCR-RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphisms) yontemidir. Bu yontem: PCR ile c¢ogaltilan DNA bdlgelerinin
restriksiyon enzimleriyle kesilip agaroz jelde yiiriitiilerek boyanmasi ve olusan bantlarin
yer ve sayilarinin mukayesesi ile elde edilen cesitlilik esasina dayanir (Yoon et al. 1997;

Stead et al. 1998).

Ozellikle, rRNA gen bélgelerinin dizi cesitliligi tiplendirmek icin 16S PCR ve RFLP
tekniklerinin birlestirilmesi ile ortaya ¢ikan ARDRA (Amplified Ribosomal DNA
Restriction Analysis), bakteri tiirlerinin veya ayni tiire ait izolatlarin ayrilmasinda etkin

bir sekilde kullanilmaktadir (Vaneechoutte et al. 1995; Heyndrickx et al. 1996; Jawad et
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al. 1998; Pramanik et al. 2003; Rahman et al. 2003; Michaud et al. 2004; Goyal 2006;
Krizova et al. 2006; Bonomo et al. 2008; Lawongsa et al. 2008; Rusznyak ef al. 2008).

2.3.Termofilik Bakterilerin Genel Ozellikleri

Termofilik mikroorganizmalar yiiksek sicaklikta biiyiiyebilme yetenegine sahip tek
hiicreli canlilardir (Madigan and Naris 1997). Gergekte, yiiksek sicaklik yasam igin
gerekli birgok makromolekiiliin denatiirasyonuna neden olmasindan dolay1r bircok
mikroorganizma i¢in tehlike olusturur (Cowan 1992). Termofillerin durumu ve orijini
uzun siire tartisma konusu olmustur. 1927 yilinda, Arhenius, termofiliklerin giinesten
gelen radyasyon basinci ile Veniis gezegeninden yeryiiziine geldiklerini ileri stirmiistiir
(Babich and Stotzky 1987). ilk izolasyonu yapilan termofilik organizma, Sulfolobus
acidolcaldarius olup, 75°C’de optimum gelisme gostermektedir (Huber et al. 1992).
Bunun yaninda ilk termofilik Bacillus ise, 1888 yilinda Paris Seine nehrinden, 70°C’de
Miquel tarafindan izole edilmistir. Miquel termofilik bakterileri topraktan, ¢oplerden,

disk1 ve pisliklerden, kanalizasyon ve nehir camurlarindan izole etmistir (Miquel 1888).

Termofiller, aerobik, anaerobik veya fakiiltatif anaerobik olup, genellikle Gram(-)
mikroorganizmalar olarak bilinirler. Hiicre duvarinda glikoprotein ve protein miktari

ylksek oldugundan Gram (-) sonu¢ vermektedir (Tolner et al. 1997).

Termofilik  mikroorganizmalar  yapisal ve  molekiiler olarak  mezofilik
mikroorganizmalara gore farklilik gosterirler. Termofillerin yiliksek sicakliga
adaptasyonunu; membran yag bilesimleri, membran proteinlerinin  yiliksek
termostabilitesi, enerji transdiiksiyon enzimlerinin yiiksek devinim oranlar1 ve enerji
transferindeki baglanma iyonlar1 gibi protonlardansa sodyum iyonlarinin kullanimindaki

degisimler saglamaktadir (Tolner ef al. 1997).

Termofilik canlilarin DNA yapisina bakildiginda, yliksek sicakliktaki DNA’nin

denatiirasyonuna karsi, sitoplazmanin iyon igerigi ve diislik su aktivitesiyle korundugu
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diisiiniilmektedir (Diilger 2003). Bununla birlikte bircok mikroorganizma DNA’s1
negatif sliper sarmal iken, termofiliklerin DNA’sinin pozitif siiper sarmal oldugu
goriiliir. Bu ozellik ve DNA’ya baglanan histon ve benzeri proteinler, DNA’nin

denatiirasyonuna kars1 direng saglar (Kristjansson 1992).

Termofilik bakterilerin protein ve enzim yapilar1 da yiiksek sicakliga dayanikli 6zel
katlanmalar yapmaktadir. Bu proteinler bazi kritik aminoasitlerce zengindir. 1996
yilinda yapilan bir ¢aligmada, termal kararlilig1 artiran en az 13 tane farkl fiziksel ve
kimyasal faktoriin varligi belirlenmistir. Bu faktorlerden 6enmli olanlar; tuz kopriileri,
hidrojen baglar, kisa halkalar, halkalarda bulunan prolin miktar1 fazlaligi ve glisin

miktarmin azlig1 seklindedir. Bu faktorler iizerine ¢esitli caligmalar mevcuttur.

Termofilik ozellik gosteren Thermus aquaticus ve Thermococcus litoralis’den elde
edilen enzim DNA polimeraz olup, PCR reaksiyonlarinda kulanilmaktadir. Bu
mikroorganizmalardan izole edilen enzim yiiksek sicakliga dayanikli olup, DNA c¢ift
zincirini birbirine baglayan zayif hidrojen baglarimi kirabilecek 6zellige sahiptir. Bu
sayede DNA’nin tek zincirini kalip olarak kullanarak polimerizasyon zincir

reaksiyonunu tamamlar (Aguilar 1996).

Bu enzimlerden bazilar1 son zamanlarda saflastirilmis ve basarili bir sekilde klonlanip,
mezofilik bakterilere aktarilmistir. Bu enzimler: Amilazlar, Ksilenazlar, Proteazlar,
Lipazlar, Seliilozlar olup gida, kimya ve farmakoloji endiistrilerinde ve c¢evresel
biyoteknolojide kullanilan enzimlerdir (Aguilar 1996). Bu enzimlerden proteazlar
Ozellikle deterjanlar, deri, et, siit, ilag, bira, fotograf, organik sentez ve atiklara
muamelede kullanilmaktadir (Banerjee ef al. 1999). Amilaz enzimi ise ticari olarak ilk
kullanilan enzim olma 6zelligi tasimaktadir (Aira et al. 1983). Bu enzim kagit ve tekstil
endiistrisinde, nisastanin sivilastirilmasinda, ekmek, glikoz ve fruktoz suruplari ve tutkal

tiretiminde, alkol fermantasyonunda kullanilmaktadir (Kiran et al. 2006).

Termofilik bakteriler etanol ve hidrojen iiretimi i¢in de kullanilmaktadir. 2007 yilinda

Koskinen ve arkadaslarmin Icelandic jeotermal bolgede yaptiklari bir ¢alismayla bu
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bolgeden etanol ve hidrojen iireten AKI5 ve AKI17 sugslarini belirlemislerdir.
Thermoanaerobacter genusuna tiiye bu suslar, sakkarolitik, termofilik, anaerobik
bakteriler olup, yiiksek etanol iiretim kapasitesine sahiptirler. Rusya’da Kamchatka
Peninsu’da bulunan termal kaynaklardan izole edilen C. uzonii’de AKI15 ile yakin
akraba oldugu belirlenmistir. AK15 susuda Thermoanaerobacterium genusunda olup,

%99,2 T. aciditolerans oldugu sanilmaktadir (Kublanov ef al. 2007).

2.4. Temofilik Bakterilerin Habitatlar:

Termofillerin dogal yasam alanlari, termal kaplicalar, volkanik aktiviteye sahip
topraklar ve denizalt1 jeotermal menfezlerdir. Termal bolgelerdeki biyogesitlilik ile ilgili
yapilan ¢alismalarda sicakligin 115°C oldugu alanlarda asir1 termofilik bakteriler izole
edilebilmistir. Bunlar Pyrodictum ve Pyrolobus cinslerine iiyedir. Bununla birlikte
sicakligi 110°C olan petrol alanlarinda da asir1 termofilik organizmalara rastlamak

miimkiindiir (Wharton 2002).

Yeralt1 kaynaklari, volkanik 6zellik tagimayan alanlar ile sicak olan volkanik alanlar
diye ikiye ayrlirlar. Bu termal enerji, bazen yeryiiziinde kaplicalar olarak
goriilebilirken, bazen de volkanik patlamalar seklinde goriilebilir. Volkanik 6zellik
tasimayan alanlarda sicaklik, derinligin her kilometresinde 25°C yiikselir, bu yiizden
termofilik organizmalar derin yeralt1 alanlarinda tireyebilmektedirler (Marteinsson et al.
2001). Pek cok termofilik bakteri, kitasal ve deniz diplerindeki petrol kaynaklarindan
(Greene et al. 1997) ve ayrica sicakligr 113°C’yi gegmeyen diger kaynaklardan izole
edilmistir (Pedersen 2000). Volkanik alanlarda ise, yer kabugundan gelen sicaklik,

volkanik patlamalar ve jeotermal sistemlerdeki su ile yeryiiziine taginir.

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 yeryliziine sicak halde ¢ikan bu sular gectikleri alanlardaki bazi

mineralleri ¢ézerek mineral maddelerce zengin duruma gelirler. Bu sularin ¢ogunun,
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hidrojen, kiikiirt, karbondioksit, diisiik 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 c¢ikmasi sirasinda iginden gectigi kayalara ve

sicakligina gore degismektedir (Inan 2005).

2.5. Bakterilerin Tanisinda Kullanilan Yontemler

A-Morfolojik ve Biyokimyasal Testler

2.5.1. Koloni morfolojisi

Bakteriyal bir koloninin morfolojisi biiyliik oranda sicaklik, pH, atmosfer, yas ve
bulundugu ortama baghdir. Yani standardize edilmis besiyeri ve sartlar altinda koloni
morfolojisi, tanilama i¢in kullanilabilecek karakteristikletri ihtiva eder. Koloni
pigmentasyonu, boyutu, sekli, yiiksekligi, salgi olusturmasi, kokusu, opakligi, kivamu,
kiimelenme  karakteri ve besiyerinin rengini  degistirmesi  organizmalarin

karakterizasyonu bakimindan énemli parametrelerdir.

2.5.2. Hiicresel morfoloji

Hiicre sekli bakteriyolojide olduk¢a Onemli bir ayirt edici ozellik olup tibbi
mikrobiyolojide de fusiform bakteriler, spiriller, vibriolar ve coryneform bakterilerin
tanist1 bakimindan olduk¢a Onemlidir. Hiicre boyu ve c¢api da yine ayirt edici

karakterlerden olup cap boya oranla cogu zaman daha kararli bir veri olusturmaktadir.

2.5.3. Gram boyama

Gram-negatif ve Gram-pozitif bakteri hiicreleri arasindaki farklar oldukg¢a iyi
tanimlanmis oldugundan bakterilerin tanilanmasinda genis Ol¢lide faydalanilan bir
metottur. Yas ve diger faktorlere baglh olarak gram boyanma 6zelliginin degiskenlikler

gosterebildigi orneklere ragmen gram boyama tanilamanin vazgecilmez metotlarindan
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biridir.

2.5.4. Spor olusturma

Sporlarin varligi veya spor olusturabilme, endospor olusumu tanilamaya yardimei bir
karakter oldugundan dolay1r Onemlidir. Klinik O6neme sahip endospor olusturan
bakterilerin yalmizca Bacillus ve Clostridium cinsi bakteriler oldugu diisiiniiliirse
endospor olusumunun ne derece onemli bir karakteristik oldugu daha iyi anlagilir.
Sporun sadece mevcudiyeti degil Clostridium tetani ve Clostridium botulinum da
oldugu gibi hiicre i¢indeki pozisyonu da tanilamada olduk¢a 6nemlidir. Sporlar adi

boyama yontemleri ile boyanamayip 6zel boyama yontemlerinden sonra incelenirler.

2.5.5. Katalaz testi

Mikroorganizmalarin  kiitiirlerinde olusan hidrojen peroksiti parcalayan katalaz
enziminin mevcudiyetinin arastirilmasi easasina dayanir. Aerobik mikroorganizmalarin
bircogunda mevcut olan bu enzim 06zellikle aecrop ve anaerop basillerin birbirinden

ayrilmasinda kullanilir.

2.5.6. Amilaz testi

Amilaz, bir polisakkarit olan nisastay1 hidroliz eden enzim olup mikroorganizmalarin
timiinde mevcut degildir. Bu yoOniiyle yapilacak olan amilaz testi sayesinde
mikroorganizmalarin bu enzime sahip olup olmadiklarinin arastirilmas: tanilama

acisindan onemli olup bu test 6zellikle Bacillus cinsi baketrilerde daha da dnemlidir.

2.5.7. Oksidaz testi

Elektron transferinde bakterilerin sitokrom c proteinine sahip olup olmadiklarin tespit

etmek amaciyla bu test uygulanir. Solunum isleminde sitokrom ¢ proteini (oksidaz c)

gorev almakta ve elektron transfer sisteminde maddeleri birinden digerine indirgeyerek
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hiicresel enerji (ATP) olusumuna neden olmaktadir (Klement e al. 1990;

Narayanasamy 1997; Saygili 2006 ).

2.5.8. Nitrat testi

Obligat aerop bakteriler oksijenin varlinda nitrat kullanarak nitrit ve N2 ye indirgerler.
Ortamda bakteri gelisimi nitrat pozitif, gelismemesi ise negatif olarak degerlendirilir
(Klement et al. 1990). Ayrica bakterilerin gelistigi katmana bakilarak fakiiltatif aerop,

fakiiltatif anaerop seklinde gruplandirilir.

B-Molekiiler Testler

2.5.9. BOX PCR yontemiyle bakterilerin gen profillerinin belirlenmesi

Son yillarda yapilan aragtirmalar sonucunda, prokaryot ve Okaryotlarin biiytik
boliimiiniin genomlarinda bir ¢ok tekrarli repetetive DNA dizisinin bulundugu tespit
edildi. Hiicre boliinmesinde fonksiyonu oldugu diisiiniilen bu diziler, zirai, ¢evresel,
endiistriyel, kliniksel bakterilerin tiir, alttiir, biovar ve hatta patovar seviyesinde tanisi
,simiflandirilmast ve karakterizasyonunda kullanilmakta olup, rep-PCR (Repetetive
Extragenic Palindromic) genomik parmak izi analiz yontemi olarak adlandirilmaktadir.
ilk defa bakteriler iizerinde uygulanan bu teknik, son zamanlarda fungal bitki
patojenlerinin populasyon biyolojilerinin belirlenmesi amaciyla da kullanilmaktadir. Bu
diziler  tekrarli  ekstragenik  polindromik  (REP), enterobakteriyal tekrarl
intergenikkorunmu diziler (ERIC) ve ilk kez gram pozitif bir bakteri olan, Streptococcus
pneumonia da tanilanan box A, box B, box C alt flnitelerinden olu an BOX
elementlerinden ibaret olup , bu yontemlerin tiimiine birden rep-PCR ad verilmektedir
(Rademaker et al. 1998; Stead et al. 1998; Miteva et al. 1999; Smith et al. 2001; Banke
and Mcdonald 2001). Intergenik tekrarli elementler ilk kez E. coli tIs geninin 3' ucunun
analizi esnas nda tan lanm t r (Sharples and Lloyd 1990). Daha sonra yapilan laboratuar
arastirmalarinda bu dizlere Salmonella typhimurium, Yersinia pseudotuberculosis,
Klebsiella pneumoniae and Vibrio cholerae gibi enterobakteriyal tlirlerde de rastlanmis

ve bu elementlere ERIC adi verilmistir. Bu diziler niikleotid agisindan iyi derecede
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korunan bolgeler olmalarina karsin, kromozomlardaki yerleri tiirden tiire farklilik
gostermektedir (Hulton ef al. 1991). Actinomycetes lerin, gram pozitif ve gram negatif
bakterilerin ¢cogunun genomlarinda, siralar biiyilk oranda korunmus olan ¢ok kopyali
tekrarli diziler bulunmakta olup, rep-PCR primerleri bu dizilere gore tasarlanmistir. Bu
diziler, genomda farkli bolgelerde ve her iki oryantasyonda da bulunurlar ve bunlar n
PCR reaksiyonlar ile belirlenebilmesi icin REP ve ERIC elementleri i¢in birbirlerine
ters yonde iki, BOX elementleri icin tek bir primer tasarlanmistir (Versalovic et al.
1991; Lupski ve Weinstock 1992; Versalovic et al. 1994; Koeuth et al 1995;
Rademaker ef al. 1998; Louws et al. 1998; Seurinck et al. 2003; Mkandawire et al.
2004). Bu primerler ve PCR yontemleri kullan larak REP (Repetetive Extragenic
Palindrome), ERIC (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus), ve BOX
elementleri arasinda yerlesmis olan farkli genomik bdlgelerin segici olarak
amplifikasyonu gergeklestirilmekte ve elde edilen profillerin karsilastirilmasi ile ayni
tire ait olan strainler arasindaki farklilik ortaya ¢ikarilmaktadir. rep-PCR yodntemi
ekosistemdeki cesitliligi arastirmada, strainler arasindaki filogenetik iliskiyi ortaya
koymada ve genetiksel olarak birbiriyle yakin olan mikroorganizmalar ayirmada
oldukca etkin ve basit bir yontemdir (Rademaker et al 1998). Temel olarak
bakildiginda ii¢ farkli tekrarli dizi belirlenmistir. Bunlar; 35-40 bp uzunlugundaki
tekrarli ekstrajenik palindromik (REP) dizileri, 124-127 bp lik enterobakteriyal tekrarl
genler arasindaki intergenik korunmus (ERIC) dizileri, ve154 bp lik BOX elementleridir
(Versalovic et al. 1994; Rademaker et al. 1998). Bu elementler, genom etrafindaki
interjenik bolgede veya kromozom iizerindeki oryantasyon bolgesinde goriilebilirler.
ERIC, REP ve BOX PCR metotlar populasyonlardaki genetiksel gesitliligin ortaya
konulmasinda 6nemli bilgiler vermektedir. Bu yontemlerden BOX PCR reaksiyon
sartlarinda olusabilecek inhibitor bilesiklere karst ERIC PCR a gore daha az duyarlidir.
rep PCR hizli bir yontem olup, REP, ERIC ve BOX PCR yontemleri termocycle
sartlarinda ve primerlerindeki farkliliklarin disinda 6zdes yontemlerdir (Louws and

Cuppels 2001).
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2.5.10. 16S rDNA Geninin Klonlanmasi

16S rRNA geni, yapisinda tiim bakteri genomunda olan degismeyen bdolgelerle birlikte,
her bakteri genomunda kendine 6zgii olan degisken bdlgeler bulundurur. Bakteri
teshisinde degisken bolgeler kullaniliyor olup, 16S rRNA geninde 8 adet korunmus
degismeyen bolge ile, 9 adet benzersiz degisken bdlge bulunmaktadir (Gary et al.
1984). Korunmus bolgeler primer ¢ogaltma teknikleri igin biiyiik 6l¢iide uygulanabilir
baslangi¢ bolgeleri saglarken, benzersiz degisken bolgeler de bakteriler aras1 filogenetik
iliskiyi belirlemede kullanilir (Inan 2005). 16S rDNA’nin polimeraz zincir reaksiyonu
yardimiyla 6zel primerler kullanilarak ¢ogaltilmasi ve 16S rDNA’nin baz dizin analizi,
restriksiyon fragmenti uzunluk polimorfizmi ve hibridizasyon 6zellikleri kullanilarak

tiirler arasinda karsilastirma yapilmaktadir (Diilger 2003).

3. MATERYAL ve YONTEM

3. 1. Materyal

3.1.1. Kullanilan alet ve cihazlar

Calisma esnasinda kullandigim alet ve cihazlar:

Santrifiij (Eppendorf, GERMANY, 5414 D, SN 5425-40112)
Sterilizator (Niive, TURKIYE, FN 500, SN 303-3051)
Otoklav (Hirayama, JAPAN, HVE 50, SN 030787253)
Inkiibatér (Niive, TURKIYE, ES 500, SN 03-0591)
Mikroskop (Olympus, JAPAN, B x 50, OD04368)

Steril Kabin (Labcaire, UK, SN TC12-034)
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Calkalayic1 (Thermoshake, Gerhard, GERMANY, SN 4002319)

Magnetik Karistirict (Niive, TURKIYE, MK-418, SN 05-1083)

pH Metre (Hana, PORTUGAL, HI 9321, SN 396202)

Derin Dondurucu (Nuaire, U. S. A, -86 Ultralow Freezer, SN PO7K-476316-PK)
Hassas Terazi (Scaltec, GERMANY, SPB42, SN SPB42-90908239)
Buzdolabi (Argelik, TURKIYE, 8190NF)

Saf Su Cihaz1 (Ateks, 7x35, Eu)

Mini Karistirict (IKA, U.S.A., M51, SN 03017581)

PCR (Corbett Research CG1-96, AUSTRALIA)

Elektroforez Tank1 (Yatay) (OWL B2, U.S.A.)

Elektroforez Akim Saglayici (OWL OSP300-2Q, U.S.A.)

Jel Gorlintiileme Sistemi (DNR Biolmaging Systems MiniBis Pro, ISRAEL)

3.1.2. Cahismada kullanilan ¢ozelti ve besiyerlerinin hazirlamis1

Calisma siiresince kullanilan besiyerleri ve ¢ozeltilerin hazirlanma sekilleri asagida

verilmistir:

Nutrient broth: 13 g nutrient broth igerigi (Oxoid) 1 L steril distile su i¢erisine eklendi.
Besiyeri otoklavda 121 °C de 15 dak. steril edildi.

Nutrient agar: 1 L distile su igerisine 28 g nutrient agar karisimi (Oxoid) ilave edildi.
Besiyeri otoklavda 121°C de 15 dak. steril edildi. 45°C ye kadar sogutulduktan sonra

steril petrilere dokiilerek katilasmaya birakildu.

Lauryl broth (LB): 1 L distile su'ya 10 g pepton, 10 g NaCl ve 5 g yeast extract katild1.
S1v1 besiyeri otoklavda 121°C de 15 dak. steril edildi.

%30'luk Gliserol: 70 ml steril distile su icerisine 30 ml gliserol eklendikten sonra

otoklavda 121°C de 15 dak. steril edilerek hazirlanda.



20

Lugol soliisyonu: 1 g iyot ve 2 g KClI tartildi, toplam hacim steril distile su ile 100 ml'ye

tamamlanarak hazirlandi.

Nitrat besiyeri: 1 L distile suya 10 g pepton (Difco), 5 g NaCl, 2 g KNO; ve 3g agar
katildi ve agar ¢oziliinceye kadar karisim kaynatildi. pH'st NaOH ile 7'ye
ayarlanarak 3'er ml'lik tiiplere aktarilip agizlar1 pamuk tikaglarla kapatildi. Otoklavda
121°C de 15 dak. steril edildi.

%3'liik KOH c¢ozeltisi: 3 g KOH 100 ml steril distile su igerisinde c¢oziilerek

hazirlandi.

%T'lik H,0, c¢ozeltisi: 7 ml H,O,’nin hacmi steril saf su ile 100 ml'ye

tamamlanarak hazirlandi.

Kristal violet: 0,5 g kristal violet (gentian violet), 100ml steril saf su i¢inde ¢dziilerek

hazirlandi.

Malasit yesili: 5 g malasit yesili (oksalat tuzu), 100 ml steril saf su i¢inde ¢oziilerek

hazirlandi.

%0,25 Safranin: 0,25 g safranin, 100ml steril saf su i¢inde ¢oziilerek hazirlandi.

Nutrient strach agar (NAS): 23 g nutrient agar (Difco) ve 10 g %1'lik nisasta 1 L saf su
icerisine konularak otoklavda 121°C de 15 dak steril edildi. Sterilizasyon sonrasi

45°C'ye kadar sogutulan besiyeri steril petrilere dokiildii ve katilasmasi sagland.

STE (50 mM Tris, 150 mM NaCl, 50 mM EDTA, pH: 8) cozeltisi: 1,21 g Tris, 1,75 g
NaCl ve 3,72 g EDTA saf su igerisinde ¢oziildii. | N HCI ile pH 8 olana kadar titre

edildi. Toplam hacim 200 ml'ye tamamlandiktan sonra otoklavda steril edildi.
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5 M NacCl c¢ozeltisi: 29,22 g NaCl' nin 100 ml saf su i¢erisinde ¢dziilmesiyle hazirlandi.
Otoklavda steril edildi.

1XTE (10 mM Tris, ImM EDTA, pH: 8) cozeltisi: 0,24 g Tris ve 0,074 g EDTA saf
su icerisinde ¢oziildii ve pH 8'e ayarlandi. Son hacim 200 ml'ye tamamlanarak

otoklavda steril edildi.

%10'luk SDS cozeltisi: 10 g SDS'min 100 ml saf su icerisinde ¢oziinmesiyle hazirlandi.
Cozelti otoklavda steril edildi ve agz1 iyice kapatilarak, oda sicakliginda muhafaza

edildi.

%10 CTAB (Hexadecyl trimetil-ammonium bromide) 0,7 M NaCl ¢ozeltisi: 80 ml
saf su icerisinde once 4,09 g NaCl ¢oziildii. NaCl tamamen ¢oziindiikten sonra karisima
10 g CTAB ilave edilerek ¢Ozliinmesi saglandi. Toplam hacim 100 ml'ye

tamamlandiktan sonra otoklavda steril edilerek, oda sicakliginda muhafaza edildi.

Fenol: kloroform: izoamilalkol (25:24:1) c¢ozeltisi: 25 ml fenol, 24 ml kloroform ve 1

ml izoamilalkol karistirilarak hazirlandi. -20°C'de muhafaza edildi.

Kloroform: izoamilalkol (24:1) cozeltisi: 24 ml kloroform ve 1 ml izoamilalkol

karistirilarak hazirlandi. -20°C'de muhafaza edildi.

%70'lik Etil alkol: 70 ml saf etil alkoliin hacmi steril distile su ile 100 ml'ye

tamamlandi. -20°C de muhafaza edildi.

Proteinaz K: 1 ml steril distile su igerisinde 20 mg proteinaz K olacak sekilde

hazirlandi. -20°C de muhafaza edildi.
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Bovine serum albumin: 1 ml steril distile su i¢erisinde 20 mg bovine serum albumin

olacak sekilde hazirlandi. -20°C de muhafaza edildi.

5xTBE Tamponu (pH: 8): 54 g Tris, 27,5 g borik asit, 20 ml 0,5 M EDTA 500 ml steril
distile su icerisinde ¢oziindiikten sonra karigimin pH'si 8'e ayarlandi. Toplam hacim

steril distile su ile 1 L'ye tamamland.

S5XTAE Tamponu (pH: 8): 24,2 g Tris, 5,71 ml glasial asetik asit, 10ml 0,5 M EDTA,
500 ml steril distile su icerisinde homojenize edildikten sonra karisimin pH'st 8'e

ayarlandi. Toplam hacim steril distile su ile 1 L'ye tamamlandi.

IXTBE Tamponu: 100 ml 5xTBE' nin hacmi steril distile su 1L'ye

tamamlanarak hazirlandi.

IXTAE Tamponu: 100 ml 5xTAE' nin hacmi steril distile su 1L'ye

tamamlanarak hazirlandi.

Ethidium bromiir ¢ozeltisi: 100 ml distile su icerisinde 1 g ethidium bromiir (10mg/ml)
magnetik karistirict kullanilarak iyice ¢oziildii. Agz1 kapakli bir erlen iginde karanlik

sartlarda, oda sicakliginda muhafaza edildi.

6X yiikleme tamponu: 100 ml i¢in %100'lik gliserolden 40 ml alip, 0,1 g bromfenol
blue ile karistirildi ve hacmi 1x TBE ile 100 ml'ye tamamlandi. Cozelti otoklavda steril

edildikten sonra +4 C de muhafaza edildi.

Gitschier tamponu: 200 ml i¢in; 1 M (NHy4),S04'den 16,6 ml, 1 M Tris-HCl (pH
8,8)'den 67 ml, | M MgCl'den 6,7 ml, 0,5 M EDTA (pH 8,8 )" nin 1:100'lik
diliisyonundan 1,3 ml ve 14,4 ml P-mercapto-ethano Fun ticari soliisyonundan 2,08 ml
alinarak hazirlanan soliisyonun hacmi yaklagik 106 ml steril distile su ile 200 ml'ye

tamamlanarak 1,5 ml lik ependorf tiiplerine paylastirilarak kullanilincaya kadar -20°C'de
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muhafaza edilmistir (Rademaker and Bruijn 1997).

Amfisilinin Hazirlanmasi: Cozelti 1 ml su igerisinde 25 mg sodyum tuzlu amfisilin
bulunacak sekilde hazirlandi. Filtrasyon yontemiyle steril edilerek, kullanilincaya kadar -20

°C'de muhafaza edilmistir.

CaCly’nin Hazirlanmasi: Cozelti 100 mM konsantrasyonda 200 ml olacak sekilde

hazirlandi.

Kullanilan vektor: pGEM®-T Easy Vector kullanilmistir.

Xgal: Bu c¢ozelti 10 ml Dimetilformamide igerisinde 400 mg Xgal ¢ozilerek
hazirlanmistir. Cozelti kullanilincaya kadar etrafi aliiminyum folyo ile kaplanarak -

20°C'de muhafaza edilmistir.

IPTG: Son konsantrasyonu 100 mM olacak sekilde hazirlanarak, filtrasyon yontemiyle steril
edilip kullanilincaya kadar -20°C'de muhafaza edilmistir.

3.1.3. Calismada kullanilan termofilik bakteriler

Bu calismada kullanilan termofilik bakteriler, Van’in Ercis ilgesinin 20 km kuzeyinde
bulunan Hasan Abdal Koyiindeki termal tesisten, steril, agz1 kapakli siselere alinarak
laboratuara getirilen su 6rneklerinden izole edildi.

3.2. Yontemler

3.2.1. Orneklerin alinmasi ve termofilik bakterilerin izolasyonu

Calismada kullanilan su ornekleri, calisma bolgesinde bulunan termal tesisten steril,
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agz1 kapakli siselere alinip kaynakta sicaklik ve pH degerleri tespit edildikten sonra en
kisa siire igerisinde laboratuara getirildi. Bu kaplica sular1 nutrient broth besi yerine
inokiile edildi ve 55-56°C’ye ayarli aerobik ve anaerobik inkiibatdrde 24-48 saat siireyle
inkiibasyona birakilarak, bakterilerin tiremeleri saglandi. Daha sonra nutrient agar
iceren petrilere 3-4 faz ekim yapilarak, birbirinden farkli olabilecegi diisiiniilen
koloniler saflastirilarak uzun siireli muhafaza i¢in, 1.5 ml’ lik ependoflar icerisinde
hazirlanan 500 ml gliserol ve 500 ml Lauren bertonni broth’dan ibaret karisim igerisine
2-3 6ze dolusu mikroorganizma alinip konuldu, vortekslendi. Hazirlanan bu stok
kiltlirler kullanilincaya kadar kodlanarak ( P22, P86, P13, P18, P19, P20, P27, P29,
P17, P28, P33, P4, P15, P14, P16, P9, P56, P57, P58, P59, P60, P3) derin dondurucuda
(-86°C) muhafaza edildi (Pask-Hughes and Williams 1977).

3.2.2. Morfolojik ve biyokimyasal testler

Calisma bolgesinden izole edilen bakterilerin morfolojik ve biyokimyasal 6zellikleri

tespit edildi. Ayn1 kosullar saglanmak kaydiyla her bir test 3 kez tekrarlandi.

A. Morfolojik testler

Hiicre morfolojisi: Stoklardan alinan saf bakteri strainleri, ¢izgi ekimle tek koloni
diisecek sekilde NA besiyerine aktarildiktan sonra 55-56°C de 24-48 saat siireyle
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonucu gelisen kolonilerden preparat hazirlanarak,
kristal violet ile basit boyama yapildi, 1 dakika bekleme periyodundan sonra boyanin
fazlas1 suyla atildi. Kurutulan preparat mikroskopta immersiyon objektifiyle incelendi

(Saygil1 2007; Adigiizel 2006).

Koloni morfolojisi: Saflastirilan bakteriler c¢izgi ekim yontemiyle nutrient agar
besiyerine ekilerek, 56°C de 24-48 saat siireyle inkiibasyona birakildiktan sonra koloni

ozellikleri incelendi (Adigiizel 2006).
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Hareket testi: Nutrient agar besiyerine ekilerek, 55-56°C’de bir gece inkiibasyona
birakilan bakteri kiiltiirlerinden bir 6ze dolusu alinarak igerisinde steril deiyonize suyun
bulundugu cam tiiplere aktarildi ve karisim homojenize edildikten sonra, bu
siispansiyonlardan pastor pipeti ile lamel {izerine bir damla birakildi. Damla ¢ukur lam

izerine gevrilerek bakterilerin hareketlilik durumu incelendi (Saygili1 2006).

Endospor testi: Saf bakteri strainleri stoklardan alinarak, ¢izgi ekimle nutrient agar
besiyerine aktarildiktan sonra 56°C de 24-48 saat siireyle {iremeye birakildi. Inkiibasyon
sonucu gelisen kolonilerden preparat hazirlandi, 20 kez alevden gegirildi ve iizerleri
tamamen boyayla kaplanacak sekilde malasit yesiliyle boyanarak, 10 dakika
inkiibasyona birakildi. Soguk su ile 10 sn muamele edildikten sonra, %0,25'lik safranin
ile preparatin yiizeyi kapland1 ve 15 sn beklendi. Boyanin fazlas1 sudan gegirilerek
atildiktan sonra preparat kurutuldu ve mikroskopta immersiyon mercegiyle incelendi.
Hiicrenin pembe olarak boyanan kisimlar1 vejetatif, yesil olarak boyanan kisimlar ise

endospor bolgelerini gostermektedir (Temiz 1996).

B. Biyokimyasal testler

Gram reaksiyon testi: Bu testle, bakteri strainlerinin hiicre duvarlarindaki farkliligin
belirlenmesi amacglanmaktadir. Bu dogrultuda steril lam iizerine, %3’likk KOH
¢Ozeltisinden bir iki damla damlatildi, ardindan 6ze ile alinan bakteri KOH ¢ozeltisi ile
5-10 saniye karistirildiktan sonra 6ze yukariya dogru kaldirildi. Eger mikroorganizma
gram negatif Ozellikte ise hiicre duvarindaki peptidoglikan tabakasi tek kath
oldugundan, teikoik asit icermediginden dolayr KOH ile kolayca parcalandi ve
sitoplazmasi ile onun igerisindeki DNA’s1 serbest hale gegti. Bunun sonucunda da iplik
seklinde, viskoz bir uzama goriildii. Gram pozitif bakterilerde peptidoglikan katmani
kalin oldugundan ve teikoik ve teikronik asit i¢cerdiginden dolayr KOH ile reaksiyona
girmedi ve Oze yukari dogru kaldirildiginda sulu bir hal aldigindan uzama

gozlemlenmedi. Bu sonug negatif bir reaksiyon olarak degerlendirildi (Saygili 2006).
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Katalaz testi: Elde edilen strainlerin katalaz enzimine sahip olup olmadiklar1 bu testle
tespit edilir. Aerobik veya fakiiltative olan mikroorganizmalarda bu enzim vardir.
Katalaz enzimi, solunum sonucunda meydana gelen hidrojen peroksiti (H,O;) su ve
oksijen gazina donistiliriir. Bu nedenle test i¢in 48 saatlik bakteri kiiltiiriinden bir 6ze
dolusu alindi ve iizerine 1 damla H,O, ilave edilerek, kabarcik olusturup
olusturmadiklarina bakildi. Kabarcik olusturma durumu pozitiflik, olusturmama durumu

ise negatiflik olarak degerlendirildi (Adigtizel 2006).

Oksidaz testi: Elektron transferinde bakterilerin sitokrom-c proteinine sahip olup
olmadiklarini tespit etmek amaciyla bu test uygulanir. Solunum isleminde sitokrom c
proteini (oksidaz c) gorev almakta ve elektron transfer sisteminde maddeleri birinden
digerine indirgeyerek hiicresel enerji (ATP) olusumuna neden olmaktadir. Test i¢in %1
tetra methyl-p-phenylendiamine dihydrochloride igeren diskler kullanilmaktadir.
Oncelikle bu diskler 1 damla dH20 ile doyuruldu ve sonra 24-48 saatlik bakteri ilave
edildi. Bakteride sitokrom c proteini varsa bu diskte kodlu olan substratiyla reaksiyona
girerek mavimsi mor bir renk olusumuna neden olur. Bu durum pozitif olarak
degerlendirildi. Renk degisiminin goriilmemesi ise negatiflik olarak not edildi (Adigiizel

2006).

Nitrat testi: Obligat acrop bakteriler oksijenin varliginda nitrati kullanarak nitrit ve
Ny’ye indirgerler. Besi yeri icin; 5 g NaCl, 10 g pepton, 2 g KNOs ve 3 g agar (Difco)
kaynatilarak, 1 L distile deiyonize su igerisinde iyice ¢dziildii ve pH’s1t NaOH ile 7’e
ayarlandi. 121°C’de 15 dak siireyle otoklavlanan besiyerinden 3’er ml alinarak, 10
ml’lik steril test tliplerine aktarildi ve donduktan sonra test edilecek strainler saplama
ekim yontemiyle besi yerine bulastirildi ve iizerleri otoklavlanarak, sicakligi 50°C’ye
diistiriilen %3’liik su agar1 kapatildi. Daha sonra tiiplerin agizlar1 kontaminasyonu
onlemek amaciyla pamuk tikagla kapatilarak, 55-69°C’de 2 gece inkiibasyona birakildi.
Ortamda bakteri gelisimi nitrat pozitif, gelismemesi ise negatif olarak degerlendirildi
(Klement et al. 1990). Ayrica bakterilerin gelistigi katmana bagl olarak fakiiltatif aerop,
fakdiltatif anaerop diye gruplandirildi.



27

Nisasta hidroliz testi: Bakterilerin, nisasta molekiiliinii parcalayarak biyolojik enerjiye
dontistiirmede kullanilan amilaz enzimini igerip icermediklerini tespit etmek amaciyla
bu test gergeklestirildi. NAS besiyerine bakteriler nokta veya ¢izgi ekimle kontamine
edildi. 2-3 giinliik bir inkiibasyon sonrasinda bakteri kolonisinin etrafinda goriilen renk
acikligr amilaz + olarak degerlendirildi. Sonucun ¢iplak gozle fark edilememesi
durumunda ise, lugol soliisyonundan (1g iyot, 2g KCI, 100 ml dH,O) 5 ml kadar
petrilere dokiildii ve mavi renk verenler negatif, mavi renk vermeyip ekim c¢izgileri
etrafinda agik renk olusturanlar ise pozitif olarak degerlendirildi (Saygili, 2006;
Narayanasamy 1997).

3.2.3. Molekiiler testler

3.2.3.1. Bakteri hiicresinden genomik DNA'larin izolasyonu: Arastirmada kullanilan
bakteri strainlerinin DNA izolasyonu asagidaki yonteme gore yapilmistir (Adigilizel

2006).

1. DNA's1 izole edilecek olan bakteriler NA besiyerine 3 faz halinde ekildi, petriler 56

°C ye ayarl inkiibatdrde 24 saat siireyle inkiibasyona birakildi.

2. Steril edilmis, agz1 kapakli 1,5 ml'lik ependorflara 1000 ul STE (hiicre duvarim
parcalayarak hiicre igeriginin serbest hale gelmesini saglar) tamponu konularak

igerisine 2-3 6ze dolusu bakteri ilave edildi.

3. Tipler 2500 rpm'de vortekslenerek homojenize olmalart saglandi.

4. Vortekslenen tlipler 12 000 rpm'de 5 dakika siireyle santrifiijlendikten sonra iist faz
mikropipetle aliarak atildi ve pelletin {lizerine tekrar 1000 mikrolitre STE tamponu
eklenerek, 5 dak. 12 000 rpm'de santrifiijlendi. Bu islem iist faz berrak olana kadar
tekrarlandi.
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5. Santriflij sonrasi, olusan iist faz atilip pellet iizerine 500 mikrolitre STE tamponu
ilave edildikten sonra mikropipetle dikkatlice alinip vermek suretiyle tamponun

pelletle iyice karismasi saglandi.

6. Tiipler 75°C'ye ayarli su banyosunda 40 dakika siireyle inkiibe edildi.

7. Su banyosundan cikartilarak 50 mikrolitre %]10'luk SDS (proteinler arasindaki
distilfit baglarin1 parcalar) ve 7 mikrolitre proteinaz K (proteinleri parcalar) ilave

edildi ve 40°C’ye ayarli su banyosunda 40 dakika siireyle inkiibe edildi.

8. Inkiibasyon sonrast tiiplere ortamdaki tuz konsantrasyonu 0,75-0,8 olacak sekilde 5 M
NacCl ve 0,1 hacim %10 CTAB/0,7 M NaCl (DNA'yi polisakkaritlerden ve ortamdaki
diger bilesiklerden arindirir) eklendi.

9. Tiipler 65°C'ye ayarli su banyosunda 15 dakika inkiibe edildi.

10. Esit hacimde 25:24:1 fenol:kloroform:izoamilalkol (genellikle, niikleik asitlerden
proteinlerin uzaklastirilmasinda kullanilir. Kloroform, proteinleri denatiire ederek,
stv1 ve organik fazlarin ayrigsmasini saglar. Izoamilalkol ise ekstraksiyon esnasinda
meydana gelebilecek kopilirmeyi engeller) ilave edilen tiipler 15 dakika oda

sicakliginda hematoloji ¢alkalayicisinda karistirildi.

11. Tipler 16 000 rpm'de 15 dak. santrifiijlendikten sonra olusan iist faz yeni steril
ependorf tiiplere aktarildi. Her bir tiipe 0,1 hacim %10 CTAB / 0,7 M NaCl (ortamda

bulunabilecek polisakkarit kalintilarini elimine etmede kullanilir) ilave edildi.
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12. 65°C' ye ayarl1 su banyosunda tiipler 15 dak. bekletildi.

13. Tiplere esit hacimde 24:1 kloroform:izoamilalkol eklendi ve tiipler 15 dak. oda

sicakliginda, hematoloji ¢alkalayicisinda ¢alkalandi.

14. Tipler 16 000 rpm'de 15 dak santrifiij edildi. Santrifiij sonrast olusan iist faz yeni

steril bir ependorfa alind.

15. Uzerine 0,6 hacim izopropanol (DNA' yi baglayarak, iplik¢ikler halinde ¢ékmesini
saglar) eklendi.

16. Tipler -20°C'de 1 saat siireyle bekletildi.

17. Buzdolabindan ¢ikartilan tiipler 15 000 rpm de 15 dakika santrifiijlendi.

18. Uzerine -20°C'de bekletilen %70 lik etanolden (DNA'yr yikamak amaciyla
kullanilir) 500-600 mikrolitre eklendi ve 15 000 rpm de 15 dakika siireyle

santrifiijlendikten sonra iist faz yavasca dokiildii.

19. Peletin iizerine yeniden %70 lik etanolden 500-600 mikrolitre eklenerek, 15 000 rpm
de 15 dak santrifiijlendi. Ust faz dikkatlice dokiildii ve tiipler agz1 agik bir sekilde etil
alkoliin ugmasi, DNA'nin kuruyarak seffaf bir goriiniim almasi amaciyla 2 saat siireyle

oda sicakliginda bekletildi.

20. Tamamen kuruduktan sonra, DNA'lar 50 mikrolitre TE i¢inde oda sicakliginda 30
dakika bekletilerek, iyice ¢oziinmesi saglandi ve iizerine 3 mikrolitre RNAz ilave

edildi.

21. Kullanilincaya kadar -86°C de muhafaza edildi.
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3.2.3.2.DNA konsantrasyon tespiti ve ¢calisma soliisyonlarinin hazirlanmasi

DNA miktar1, 260 nm dalga boyunda spektrofotometrede absorbans 6l¢limii yapilarak
belirlenirken, elde edilen genetiksel iiriiniin protein kirliligi tasiyip tagimadigi ise 280
nm’de Ol¢iim yapilarak tespit edildi. Kuvarts kiivet igerisine 998 pl TE ¢ozeltisi
konuldu. 260 nm’ye ayarh spektrofotometrede absorbansi oOlgiilerek elde edilen deger
kor olarak kaydedildi. Ardindan kiivete 2 pl DNA ilave edildi. Karistmin homojen
olmasi saglandiktan sonra 260 nm’de absorbansi dl¢iildii. Okunan bu degerden kore ait
deger ¢ikarilarak DNA’nin absorbans degeri bulundu. Yukarida yapilan islemlerin
aynist 280 nm i¢in de tekrarlandi. Ao ve Ajgo degerlerine bakilarak Ajgo/Azso = 1-1.7

olan 6rnekler ¢alisma soliisyonu hazirlamak i¢in kullanildi.

DNA Konsantrasyonu (pg/ml)=Assx 500 (Seyrelme Faktorii)x50 (DNA igin sabit

deger) formiilii kullanilarak stok soliisyonun DNA konsantrasyonu belirlendi.

3.2.3.3 Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

a) 16S rDNA bdélgesinin PCR yardimiyla ¢ogaltilmasi

Primer calisma konsantrasyonu (uM/ml): Primer konsantrasyonu, (nmol)/0,1 (100
uM/ml) formiilii kullanilarak liyofilize halde bulunan primerleri ¢6zmek icin gerekli
olan 1 X TE buffer miktar1 belirlendi ve 100 uM/ml lik stok hazirlandi. Bundan da C1 x
V1 = C2 x V2 formiilii kullanilarak, 5 uM/ml'lik primer ¢alisma soliisyonu hazirlandi ve

PCR c¢alismasinda kullanilmak iizere -20°C'de muhafaza edildi.

Master mix'in hazirlanmasi: PCR"1 yapilacak her bir 6rnek i¢in; 3 pl 10x PCR
tamponu (100 mM Tris — HC1, 500 mM KCI, 15 mM MgCl,, %0,01 jelatin pH: 8,3),
0,6 ul ANTP (deoksiniikleotidtrifosfatlar: dATP, dGTP, dCTP, dTTP — 10 mM), 2 pnl
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primer UNI 16S-L (forward ATTCTAGAGTTTGATCATGGCTCA), 2 ul primer UNI
16S-R (reverse ATGGTACCGTGTGACGGGCGGTGTGTA), 1,5 ul BSA, 1,2 pul
MgCl,, 0,4 pl 5 unit/ul Taq DNA polimeraz ve 17,3 pl steril distile su ile 28 ul'lik
reaksiyon karigimi hazirlandi. Karigima son olarak 2 ul kalip DNA (50 ng/ul) eklenerek
son hacim 30 pl' ye tamamlandi. Master mix ve kalip DNA igeren ependorf tiiplerinde

ki buharlasmay1 6nlemek amaciyla 15 pl mineral oil ilave edildi.

PCR programi: Hazirlanan 6rnekler, 95°C de 2 dakika denetiirasyon ile, bunu takiben
36 dongii olacak sekilde 94°C de 1 dakika denatiirasyon, 48°C de 1 dakika baglanma ve
72°C de 2 dakika uzama basamaklari ve son olarak 72°C de 5 dakika uzama
basamagindan olusacak sekilde programlanan PCR cihazina yerlestirildi. Segilen

programda hedef bolgelerin ¢ogaltilmasi yapildi.

16S rDNA PCR iiriinlerinin elektroforezi: 2,25 gr agaroz iizerine 150 ml 1X TBE
tamponu ilave edildi. Karisim mikrodalga firinda i1yice ¢dziliniinceye kadar kaynatildi.
50°C’ye kadar sogutulan agaroz jel, igerisine tarak yerlestirilmis olan elektroforez jel
kiivetine dokiildii. 15-20 dak beklenerek jelin donmasi saglandi. Donan jelden taraklar
dikkatlice ¢ikarildi ve icerinde 0,5xTBE tamponu bulunan elektroforez tankinin igine
yerlestirildi. Jeldeki ilk ¢ukura , bant uzunlugu 50-100-200-300-400-500-750-1000-
1400-1500-2000-3000-4000-6000-8000-10000 olan PCR marker (Sigma D-7058)’dan
12 pl yiiklendi.Diger gukurlara ise her bir 6rnek i¢in 3 pl 6X yiikleme tamponu, 27 pl
PCR iiriinii karistirilarak pipetlendi.

Elektroforez jel diizenegi 70 volta ayarlanarak ornekler 2,5 saat yiiriitildi. Yiirtitme
isleminden sonra jel, igerisinde etidium bromiir soliisyonu bulunan bir kaba alinarak 1
saat inkiibe edildi. Jel lizerinde bulunan ve ethidium bromiir ile boyanan DNA bantlari
jel dokiimantasyon sistemi ile goriintiilendi ve bilgisayar ortaminda (Biolab, Quantity
One Imaging and Analysis PDQest 2-D Gel Analysis Software, User Guide for Version
4.1 Windows) analiz edildi.
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b) BOX PCR yontemiyle bakterilerin gen profillerinin belirlenmesi

1. 200 ml Gitschier Buffer (Rademaker and Bruijn, 1997).hazirlamak ic¢in; 1 M
(NH4),SO4’den 16,6 ml, 1 M Tris-HCI (pH 8,8)’den 67 ml, 1 M MgCl’den 6,7 ml, 0,5
M EDTA (pH 8,8)’'min 1:100’lik diliisyonundan 1,3 ml ve 14.4 ml B-mercapto-
ethanol’un ticari soliisyonundan 2,08 ml alinarak hazirlanan soliisyonun hacmi yaklasik
106 ml steril distile su ile 200 ml’ye tamamlanarak 1,5 ml lik ependorf tiiplere
paylastirilarak kullanilincaya kadar —20°C’de muhafaza edilmistir.

2. Primer konsantrasyonu (nmol)/0,1 (100 uM/ml) formiilii kullanilarak liyofilize
halde bulunan primerleri ¢o6zmek icin gerekli olan 1XTE buffer miktar1 belirlendi ve
100 uM/ml lik stok hazirlandi. Bundan da C;xV,=C,xV, formiilii kullanilarak, 5
uM/ml’lik primer ¢alisma soliisyonu hazirlandi ve PCR ¢aligmasinda kullanilmak tizere

—20°C’de muhafaza edildi.

3. 1 ml steril distile su igerisinde 20 mg bovine serum albumin olacak sekilde

hazirlandi. —20°C’de muhafaza edildi.

4. Ornekler Thermal cycler (Eppendorf Mastercycler Gradient Authorized Thermal
Cycle) cihazina konarak, denatiirasyon basamaginda 95°C de 7 dakika ve takip eden
denatiirasyon 94°C de 1 dakika, baglama basamaginda 53°C de 1 dakika ve uzama
basamaginda 65°C de 8 dakika olmak {izere, bu toplam 35 tekrar olacak sekilde ve son
tekrarda uzama basamaginda 65°C de 16 dakika olacak sekilde programlanmis ve

istenen DNA bolgeleri ¢ogaltilmistir.

BOX PCR iiriinlerinin elektroforezi: 2,25 g agaroz iizerine 150 ml 0.5XTAE
tamponu ilave edildi. Karisim mikrodalga firinda iyice ¢oziiniinceye kadar kaynatildi.
50°C’ye kadar sogutulan agarose jel, igerisine tarak yerlestirilmis olan elektroforez jel

kiivetine dokiildii. 15-20 dak beklenerek jelin donmasi saglandi. Donan jelden taraklar
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dikkatlice cikarildi ve igerinde 0.5xTAE tamponu bulunan elektroforez tankinin igine
yerlestirildi. Jeldeki ilk g¢ukura, bant uzunlugu 50-100-200-300-400-500-750-1000-
1400-1500-2000-3000-4000-6000-8000-10000 olan PCR marker (Sigma D-7058)’dan
12 ul yiiklendi. Diger cukurlara ise her bir 6rnek i¢in 3 pul 6X yiikleme tamponu, 27 ul
PCR iiriinti karistirilarak pipetlendi.

Elektroforez jel diizenegi 40 volta ayarlanarak ornekler 5 saat yiiriitiildii. Yiiriitme
isleminden sonra jel, igerisinde etidium bromiir sollisyonu bulunan bir kaba alinarak 1
saat inkiibe edildi. Jel {izerinde bulunan ve ethidium bromiir ile boyanan DNA bantlar1
jel dokiimantasyon sistemi ile goriintiilendi ve bilgisayar ortaminda (Biolab, Quantity
One Imaging and Analysis PDQest 2-D Gel Analysis Software, User Guide for Version
4.1 Windows) analiz edildi.

Sonuclarin istatistiki olarak degerlendirilmesi: Denemeler ii¢ tekerriirlii olarak
yapilmis ve elde edilen degerler SPSS 11.0 istatistik programi kullanilarak Jaccard’in
yakin komsuluk metodu kullanilarak analiz edilmistir (Y1ildiz 1991).

3.2.3.4 16S rDNA Geninin Klonlanmasi, Sekans Analizi ve Gen Bankasindaki

Verilerle Karsilastirilmasi

16S-23S rDNA PCR reaksiyonu ile c¢ogaltilan 16S rDNA genleri, pGEM-T Easy
Klonlama Kiti (Promega, A1360) kullanilarak, pGEM-T Easy klonlama vektoriine
firmanin 6ngordiigii konsantrasyonlar ve sartlar gergeklestirilerek klonlandi. Klonlanma
sonucunda olusan kolonilerden rekombinant plazmitler, Maniatis ve arkadaslarinin
(1982) gelistirdigi plazmit izolasyon yontemine gore izole edildiler. Daha sonra izole
edilen bu plazmitlerin hangilerinin istenilen parcayi tasidigi belirlendi ve dogrulugu
teyit edilen klonlarin baz dizin analizi, baz dizini otomatik dizi analizatorleri araciligryla
Gliney Kore’de bulunan Macrogen firmasi tarafindan belirlendi. Elde edilen yaklasik
1398 - 1412 bp wuzunlugundaki 16S rDNA dizileri Gen Bankasinda
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/blast.cgi) var olan  diger  bakteriyal dizilerle
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karsilastirilarak aralarindaki benzerlik oranlar1 tespit edilerek gen bankasi kabul

numaralart alindi.

.ARASTIRMA BULGULARI

Bu calismada, Van’in Ergis ilgesinin 20 km uzaginda bulunan Hasan Abdal
kaplicasindan alinan su orneklerinden toplam 22 termofilik bakteri izole edilerek

bunlarn tiir tayinleri yapilmaya c¢alisildi.

4.1. Termofilik Bakterilerin Klasik Fenotipik Ozellikleri

Izole edilen suslarin hiicre sekli, koloni rengi, hareket 6zelligi ve endospor olusturup
olusturamama gibi morfolojik Ozelliklerine ait sonucglar Cizelge 4.1°de verilmistir.
Hareket ve endospor testileri sonucunda incelenen tiim mikroorganizmalarin hareketli
ve endospor pozitif olduklart tespit edilmistir. Basit boyama sonucu hazirlanan
preparatlarin mikroskobik incelenmeleri sonucunda tiim suslarin ¢ubuk seklinde bir
goriinlime sahip oldugu belirlenmistir. Ayrica NA besiyerine ekilen bakterilerin

tamaminin krem renkte kolonilere sahip olduklar1 gériilmiistiir.



Cizelge 4.1 Hasan Abdal Kaplicasindan izole edilen Termofilik bakterilerin klasik fenotipik 6zellikleri

35

NaCl’de Ureme

Bakteri Gram Katalaz Oksidaz Hareket 02 Nitrat Amilaz | Endospor Koloni Hiicre
Kodu Testi Testi Testi Testi Gereksinimi Testi Testi Testi Rengi Sekli %2 %4 %5 %6 0,7 0,8 %9 %10
P22 + + + + Fakiiltatif + - + Krem Cubuk + + + + + + - -
P86 + + + + Fakiiltatif + - + Krem Cubuk + + + + + + , ,
P13 + + + + Fakiiltatif + + + Krem Cubuk + + + + + + - -
P18 + + + + Fakiiltatif + - + Krem Cubuk + + + + + + . .
P19 + + + + Fakiiltatif + - + Krem Gubuk + + + + + + - -
P20 + + + + Fakiiltatif + - + Krem Cubuk + + + + + + , ,
P27 + + + + Fakiiltatif + - + Krem Cubuk + + + + + + - -
P29 + + + + Fakiiltatif + - + Krem Cubuk + + + + + + . .
P17 + + + + Fakiiltatif + - + Krem Gubuk + + + + + + - -
P28 + + + + Fakiiltatif + - + Krem Cubuk + + + + + + , ,
P33 + + + + Fakiiltatif + - + Krem Cubuk + + + + + + - -
P4 + + + + Fakiiltatif + - + Krem Cubuk + + + + + + . .
P15 + + + + Fakiiltatif + - + Krem Gubuk + + + + + + - -
Pl4 + + + + Fakiiltatif + - + Krem Cubuk + + + + + + , ,
P16 + + + + Fakiiltatif + - + Krem Cubuk + + + + + + - -
P9 + + + + Fakiiltatif + - + Krem Cubuk + + + + + + . .
P56 + + + + Fakiiltatif + - + Krem Gubuk + + + + + + - -
P57 + + + + Fakiiltatif + - + Krem Cubuk + + + + + + , ,
P58 + + + + Fakiiltatif + - + Krem Cubuk + + + + + + - -
P59 + + + + Fakiiltatif + - + Krem Cubuk + + + + + + . .
P60 + + + + Fakiiltatif + - + Krem Gubuk + + + + + + - -
P35 + + + + Fakiiltatif + - + Krem Cubuk + + + + + + , ,
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Cizelge 4.2. Hasan Abdal Kaplicasindan izole edilen Termofilik bakterilerin klasik fenotipik dzellikleri

Farkli pH Degerlerinde Ureme

Farkli Sicaklik Degerlerinde Ureme

Bakteri Kodu
5,0 5,5 6,5 7,0 7,5 8,0 8,5 9,0 9,5 11,5 30°C 40 °C 56 °C 60 °C 65 °C 70 °C
P22 - - - - + + + + + - - - + + - -
P86 - - - - + + + + + - - + + + - -
P13 - - + + + + + + + - + + + + - -
P18 - - - - + + + + + - + + + + - -
P19 - - + + + + + + - - + + + + - -
P20 - - + + + + + + - - + + + + - -
P27 - - + + + + + + + - + + + + - -
P29 - - + + + + + + + - - + + + - -
P17 - - + + + + + + + - + + + + - -
P28 - - + + + + + + + - + + + + - -
P33 - - + + + + + + + - + + + + - -
P4 - - + + + + + + + - - + + + - -
P15 - - - + + + + - - - + + + + - -
P14 - - + + + + + - - - - + + + - -
P16 - - - + + + + + + - - + + + - -
P9 - - - + + + + - - - - + + + - -
P56 - - + + + + + + + - - + + + - -
P57 - - + + + + + + + - - + + + - -
P58 - - + + + + + + - - + + + + - -
P59 - - + + + + + + + - + + + + - -
P60 - - - - + + + + + - + + + + - -
P35 - - + + + + + + + - + + + + - -
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Farkli sicaklik degerlerinde (30, 40, 56, 60, 65 ve70°C) yapilan ¢alismalar sonucunda,
test mikroorganizmalarinin optimum bilylime sicakliginin 56°C oldugu, 65-75°C de

biiyiime aktivitesi gosteremedikleri gézlenmistir (Cizelge 4.2.).

Yapilan pH ve tuzluluk testleri sonucunda, tiim bakteriler i¢in optimum pH araligi
degerleri 7,5-8,5 ve tuz konsantrasyonlar1 degerleri ise %2-8 olarak belirlenmistir

(Cizelge 4.2.).

Yapilan analizler sonucunda tiim bakterilerin Gram, katalaz, oksidaz, hareket, nitrat,
endospor Ozellikleri yoniinden pozitif, oksijen gereksinimleri bakimindan fakiiltatif

anaerop olduklar1 belirlenmistir (Cizelge 4.1.).

Amilaz testinde ise P13 kodlu bakterinin amilaz pozitif, digerlerinin ise amilaz negatif

olduklar1 saptanmistir (Cizelge 4.1.).

4.2. Termofilik Bakterilerin Baz1 Genetiksel Ozellikleri:

4.2.1. BOX PCR Amplifikasyon Sonuclar:

Test edilen termofilik bakteri suslarinin BOX PCR sonuglari sekil 4.1.°te verilmistir. Bu
sonuglara gore; P22°nin 4500, 2000, 1500, 1100, 750, 700, 500, 450, 350 bg
uzunlugunda 9 bant, P86’nin 4500, 2000, 1500, 1100, 800, 750, 600, 450, 350 bg
uzunlugunda 9 bant, P59’ nin 4800, 2500, 1800, 1300, 1000, 800, 700, 550, 450, 380 b¢
uzunlugunda 10 bant, P57°nin 4800, 2500, 1800, 1300, 1000, 800, 700, 550, 450, 380
b¢ uzunlugunda 10 bant, P58’in 4800, 2500, 1800, 1300, 1000, 800, 700, 550, 450, 380
b¢ uzunlugunda 10 bant, P56’un 4800, 2400, 1000, 900, 800, 700, 600, 550, 450 bg
uzunlugunda 9 bant, P60°1n 4800, 1850, 1300, 950, 750, 700, 550, 450 b¢ uzunlugunda
8 bant, P14’iin 1800, 1200, 980, 700, 600, 500 b¢ uzunlugunda 6 bant, P15’in 1800,
1200, 980, 700, 600, 500 b¢ uzunlugunda 6 bant, P16’nin 1600,1300 970, 700, 650,
600, 500 b¢ uzunlugunda 7 bant, P4’tin 4700, 1700, 1200, 800, 700, 550, 480, 380, 350
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b¢ uzunlugunda 9 bant verdigi, P13’iin 2000, 1800, 1500, 1450, 950, 800, 750, 550,
450, 380 bg¢ uzunlugunda 10 bant, P18’in 2010, 1800, 1500, 1430, 950, 800, 730, 550,
450, 380 b¢ uzunlugunda 10 bant verdigi, P19’un 2010, 1800, 1500, 1450, 950, 800,
750, 550, 450, 380 b¢ uzunlugunda 10 bant, P20’nin 2000, 1800, 1500, 1450, 950, 800,
750, 550, 450, 380, b¢ uzunlugunda 10 bant, P27’nin 2050, 1800, 1500, 1300, 950, 800,
750, 550, 450, 380 b¢ uzunlugunda 10 bant verdigi, P29’un 2000, 1800, 1500, 1450,
950, 800, 750, 550, 450, 380 b¢ uzunlugunda 10 bant verdigi, P17’nin 2000, 1800,
1500, 1450, 950, 800, 750, 550, 450, 380 b¢ uzunlugunda 10 bant verdigi, P28’in 2000,
1800, 1500, 1450, 950, 800, 750, 550, 450, 380 b¢ uzunlugunda 10 bant, P35’in 1200,
800, 700, 680, 480 b¢ uzunlugunda 5 bant, P9’un ise 1600, 1550, 1350, 1300, 1200,
1000, 900, 700, 680 b¢ uzunlugunda 9 bant verdigi belirlenmistir (Sekil 4.1.).

T g =

. d

Sekil 4.1. Termofilik bakterilerin BOX PCR elektroforez sonuglari: M: Marker, Hatl: P22,
Hat2: P86, Hat3: P4, Hat4: P13, Hat5: P18, Hat6: P19, Hat7: P20, Hat8: P27, Hat9: P29, Hat10:
P17, Hatl1: P28, Hatl2: P33, Hatl3: P59, Hatl4: P57, Hatl5: P58, Hatl6: P56, Hatl7: P60,
Hat18: P14, Hat19: P15, Hat20: P16, Hat21: P9, Hat22: P35

4.2.2.BOX PCR Sonuclarina Gore Cluster Analizi

BOX PCR cluster analizi sonucunda, test edilen bakterilerin toplam 5 gruba ayrildig:
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gozlenmistir. Birinci grup ti¢ (P14, P15, P16), ikinci grup dokuz (P17, P27, P29, P18,
P19, P28, P20, P13, P33), iigiincii grup sekiz (P4, P86, P22, P56, P57, P58, P59, P60),
dordiincii (P35) ve besinci (P9) gruplar ise birer alt grupla temsil edilmistir. Bundan
yararlanarak her bir kiimeyi temsil eden 6rnekler segilerek dizin analizleri i¢in klonlama

islemine gecilmistir (Sekil 4.2.).
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Sekil 4.2. Termofilik Bakterilerin BOX PCR Cluster Analiz Sonuglari

4.2.3.16S rDNA PCR amplifikasyon sonuglari

Yapilan klasik testler sonucunda Bacillus cinsine ait olduklar1 tespit edilen test
mikroorganizmalarinin  16S-23S rDNA PCR analiz verileri incelendiginde tiim

izolatlarin 1400-1500 bg arasinda bant verdigi gozlemlenmistir (Sekil 4.3. ve Sekil 4.4.).
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4.2.4 izolatlarin 16S rDNA Genlerinin Baz Dizileri

Hasanabdal kaplicasindan izole edilen 22 izolattan, BOX-PCR cluster analiz sonucuna
gore her gruptan secilen toplam 7 adet bakterininl6S rDNA genlerinin baz dizileri
belirlendi ve belirlenen 16S rDNA gen dizileri, Genbank’ta var olan diger bakteriyal
16S rDNA gen dizileri ile karsilastirildi. Karsilastirmalar sonucunda, 3 izolatin (P4, P22
ve P86) Geobacillus pallidus, sirasiyla birer izolatin (P13, P14, P9 ve P35) Bacillus
licheniformis, Brevibacillus brevis, B. pumilus ve Br. borstelensis oldugu tespit
edilmistir. Bu izolatlarin 16S rDNA gen dizilerinin gen bankasindaki dizilerle olan
benzerlik oranlari, kabul numaralar1 ve gen bankasina girilen niikleotit sayilar1 Cizelge

4.3 de verilmistir.

Cizelge 4.3. Izole edilen bakterilerden elde edilen 16S rDNA gen dizileri ile gen
bankasindaki 16S rDNA gen dizilerinin karsilastirilmasi.

Sequence

Test Gen Bankasi Niikleotid Sayis1* ]ienzerlik** En Yakin Filogenetik
P22 FJ417405 1409 99% Geobacillus pallidus
P86 Fl417407 1413 99% Geobacillus pallidus

P4 FJ417401 1413 99% Geobacillus pallidus
P13 FJ417403 1412 99% Bacillus licheniformis
P14 Fl417404 1398 99% Brevibacillus brevis

P9 Fl417402 1410 99% Bacillus pumilus
P35 FJ417406 1398 99% Brevibacillus

borstelensis

* Eslestirme i¢in kullanilan 16S rDNA niikleotid say1st
*E En yakin filogenetik tiiriin 16S rDNA dizisi ile benzerlik orani
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M F22P8s P4 P3 P18 P19 P20 P27 P20 P17 P35

Sekil 4.3. Termofilik bakterilerin 16S rDNA PCR elektroforez sonuglari: M: marker; 1. Hat:
P22, 2. Hat: P86, 3. Hat: P4, 4. Hat: P13, 5 Hat: P18, 6. Hat: P19, 7. Hat: P20, 8. Hat: P27, 9.
Hat: P29, 10. Hat: P17, 11. Hat: P35 olup tamami 1400-1500 b¢ uzunlugunda tek bant vermistir.

Sekil 4.4. Termofilik bakterilerin 16S rDNA PCR elektroforez sonuglari: M: marker; 1. Hat:
P28, 2. Hat: P33, 3. Hat: P47, 4. Hat: P59, 5.Hat: P57, 6. Hat: P58, 7. Hat: P56, 8. Hat: P60, 9.
Hat: P14, 10. Hat: P15, 11. Hat: P16 olup tamami 1400-1500 bg¢ uzunlugunda tek bant vermistir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Gliniimiizde yasadigimiz biyosferin 6nemli bir pargasini mikroorganizmalar olusturuyor
olup, bu canlilardan hastalik etmeni olanlar ve besin {iretenlerin disinda kalanlarin hala
tanimlanamamis oldugu bildirilmektedir. Ancak mikrobiyal diinyada her gegen giin yeni
tirler izole edilmektedir ve yasam devam ettikce de yeni tiirler aragtirilmaya devam
edecektir. Ulkemizde taksonomik, filogenetik ve endiistriyel enzimlerin izolasyonlar1 ve

uygulama alanlarinin tespitine yonelik bir¢ok ¢alisma mevcutdur.

Gilinlimiizde bakteri teshisinde molekiiler tekniklerle yapilan calismalar olduk¢a 6nem
kazanmigtir. Tir tayini ¢aligmalarinda, klasik metodlar sonucu bulunan bulgularin

desteklenmesi sonucun giivenilirligi agisindan 6nemlidir.

Bu ¢alismada Van iline bagli Ercis ilgesine 20 km uzaklikta bulunan Hasanabdal
Koyiinde bulunan Hasanabdal termal kaplicalarindan toplam 20 bakteri straini izole
edilmistir. Izole edilen bakteriyal strainlerin Mikrobiyal Tam Sistemi ile tanimlanmasi
sonucunda 5 farkli strain belirlenmistir. Izole edilen termofilik bakteriler Bacillus ve
Bacillus genusundan yeni ayrilan Geobacillus genusu tyeleridir. Bacillus ve
Geobacillus genusu iiyesi mikroorganizmalar morfolojik, fenotipik ve genetiksel olarak

birbirinden farkli 6zellik gostermektedir.

Nazina ve arkadaslar1 Rusya, Kazakistan ve Cin’de bulunan petrol bolgelerinde olusan
sulardan, termofilik, hareketli, endospor olusturan, aerobik veya fakiiltatif anaerob 5 sus
elde etmislerdir. 16S rRNA ve DNA-DNA hibridizasyon caligsmalar1 sonuglarinda bu
izolatlar1 yeni bir cins i¢indeki iki farkl: tiir olarak belirlemislerdir. Bunlar1 Geobacillus
uzenensis, ve Geobacillus subteraneus seklinde isimlendirmislerdir. Bununla birlikte,
onceden Bacillus thermoleovorans, Bacillus thermocatenulatus, Bacillus kaustophilus,
Bacillus thermoglucosidasis ve Bacillus thermodenitrificans olarak bilinen tiirlerinde bu
yeni cinse dahil edilmesini teklif etmislerdir. Nazina ve arkadaslar1t Geobacillus cinsinin

genel Ozelliklerini su sekilde belirtmistir; cubuk seklinde, endospor olusturabilen,
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hareketli yada hareketsiz, gram (+) olup bazen gram (-) Orneklerine rastlanabilen,
terminal veya subterminal endosporlu, kemoorganotrof, aerobik yada fakiiltatif anaerob,
zorunlu termofilik, gelisim sicakligi 35-75°C arasinda olup, optimum 55-65°C arasinda,
noétrofilik, pH aralig1 6-8,5 arast olup, optimum 6,2-7,5 arasinda, katalaz (+), genus
tiyelerinin 16S rRNA gen dizisi benzerlik oram1 % 96,5 ‘den fazla olan ve dogada

yaygin olarak bulunan bir genus olarak belirtmislerdir.

Bacillus genusu lyeleri ile Geobacillus genusu iiyelerinde benzerlik orani oldukga
fazladir. (2006) yilinda Fattah ve arkadaslarinin yapmis oldugu calismada Misir’in
Toshki ¢oliinden yaz aylarinda yeni bir bakteri tirii izole etmislerdir. Gram(+),
endospor forma sahip, 40-70°C arasinda biiyiiyebilen, 65°C optimum sicakliga sahip,
glikoz, arabinoz ve fruktozu karbon kaynagi gibi kullanirken, yag, jelatin, kazein ve
nisastayida hidrolize edebilir 6zellikteki susu, 16S rDNA dizi analizi ile tanimladilar ve
sonrasinda lipaz genini T/A klonlama vektorii ile E.coli’ye expresse ettiler. Yaptiklar
bu calismalardan sonra susun % 98 oraninda G.thermoleovorans oldugunu belirttiler.
Benzer uygulamalarla yapilan bir baska calismada da B.thermoleovorans 1D-1 lipaz
geninde G.thermoleovorans Thoshki lipaz geniyle % 87 benzerlik gosterdigi ortaya
cikmustir (Lee ef al. 2001).

Yaptigimiz calismada oncelikle izole ettigimiz suglarimizin tani1 ve karakterizasyonu
icin morfolojik ve fizyolojik 6zelliklerini tespit edip, bunlardan sonra sadece morfolojik
ve fenotipik karakterler dikkate alinarak yapilan siniflandirmanin kesin ve tam bir tani
sonucu vermeyecegini diisiinerek, bu caligmalara ek olarak genotipik ydntemleri

uygulamaya ¢alistik (Guillorit- Rondeav et al. 1996; Schena 2000).

(2004) yilinda Agr1 ve Balikesir’ de Beldiiz ve arkadaglarinin yaptiklar1 bir ¢alismada,
camur ve sicak su drneklerinden izole ettikleri termofilik bakteri strainlerinin morfolojik
ve biyokimyasal yontemlerle tanisin1 yapmislardir. Bu tani sonucunda strainlerin krem
koloni rengine sahip, cubuk formda, endospor olusturan, haraketli, fakiiltatif anaerob,
gram (+), katalaz (+) ve amilaz (+) oldugu sonucuna varmislardir. Yapilan morfolojik

testler sonucunda strainlerin Anoxybacillus genusunda oldugunu ancak bunlarin bu
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genusa ait yeni bir tiir oldugu kanisima varmislardir. Fakat yaptiklar1 c¢alismanin
giivenilirligi acisindan morfolojik testlerin yetersizligine inanip, molekiiler testler

yaparak sonuglarini desteklemigler ve iki yeni tiiriin teshisini yapmislardir.

Benzer sekilde (2003) yilinda Basbiilbiil’iin Aydin bolgesi jeotermal sularinda yapmis
olduklar1 calisma sonucunda, elindeki suslarin yalnizca fenotipik ve morfolojik
ozelliklerini incelemis ve bu 6rneklerin ikisini Bacillus stearothermophilus, diger ikisini
de Bacillus sp. olarak tanilamistir. Ancak calismanin sonucunda molekiiler testlerle

calismanin desteklenmesi gerektigini bildirmistir.

Son yillarda bakteriyal strainlerin familya, cins ve tiir diizeyinde tespitinde genomik
profilleme yontemi (PCR) yaygin olarak kullanilmakta olup, bu ydntemlerden 16S
rRNA ve 16S-23S rDNA baz dizi analizi yontemi oOzellikle Kkiiltiire edilmemis
mikroorganizmalarin siniflandirilmasinda bilim diinyasina 6nemli avantajlar saglamigtir
(Adigiizel 2006). Bu calismada mikroorganizmlarin tan1 ve kakarterizasyonlari i¢in 16S
rRNA dizi analizi, BOX PCR ve 16S gen bdlgesinin klonlanmasi ile sekans analizi

yontemleri kullanilmisgtir.

Bakterilerde 16S rRNA bdlgesi korunmus bolge olarak kabul edilmektedir (Lane vd.,
1985) ve 16S rRNA gen dizisi agisindan % 95°den fazla benzerlik bulunan bakterilerin
ayni cinse ait tiirler oldugu kabul edilmektedir (Ludwig et al. 1998).

16S rRNA PCR yontemi, genomik DNA iizerindeki rRNA ve tRNA genleri ve bu
genler arasindaki intergenik bolgelerin amplifikasyonu esasina dayanmaktadir.
rRNA’nin her bir bakteri tiiriinde bulunduracagi kopya sayisi ve ihtiva ettigi baz
sayilariin farkl oldugu kabul edilmekte ve mikroorganizmlarin tani ve arastirilmasinda

yaygin bir yontem olarak kullanilmaktadir (Lee et al. 1997; Donmez 2004).

Bu ¢aligmada PCR’ de ¢ogaltilan 16S rRNA genlerinin elektroforez jelinde yiiriitiilmesi

sonucunda tiim suslarin 1400-1500 bp arasina tek bant verdikleri goriilmiistiir.
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Sonrasinda bu bolge PGEMT vektoriiyle E.coli” de klonlanip baz dizisi ortaya
c¢ikarilmis ve morfolojik olarak benzer 6zellikler gosteren S17, S27, S29, S18, S19, S28,
S20, S3, S33 izolatlarinin %97 oraninda benzer olup, Bacillus licheniformis suslari
oldugu belirlenmistir. Ayni sekilde S14, S15, S16 suslarmin % 97 oraninda
Brevibacillus brevis, S4, S86, S22, S56, S57, S58 suglarinin aymi oranda Geobacillus
pallidus, S35’in %97 oraninda Brevibacillus borstelensis ve S9’un da Bacillus pumilus

oldugu sonucuna varildu.

Benzer bir ¢aligma (2008) yilinda Mohammed ve arkadaglari tarafindan yapilmistir.
Aragtirmacilar Tunus’un Sfax bolgesinde bulunan yiiksek termal 6zellik gosteren petrol
alanlarinda CS5 strainin izole etmislerdir. Yaptiklar1 morfolojik analizler sonucunda bu
susun gram(+), aerobik, termofilik, % 2-3 NaCl’ de yasayabilen, 25-70°C gelisim
gosteriyor olup, optimum sicakligi 50°C olan, karbonu enerji kaynagi olarak
kullanabilen bir sus oldugunu belirlemislerdir. Fenotipik 6zellikleri bakimindan
Geobacillus genusunun lyesi olduguna karar verdikleri susun 16S rRNA gen dizi
analizi sonucunda %99 oraninda Geobacillus pallidus oldugu sonucuna varmislardir.
Yapilan bu ¢alisma bizim yaptigimiz ¢alisma ile benzer olup, molekiiler ¢aligmanin

destekledigini gostermistir.

Yine (2004) yilinda Goto ve arkadaslari’ nin molekiiler tanimlama {izerine yaptiklari bir
calismanin sonucunda DSM 6472 no’lu kodun susun genotipik olarak ve
kemotaksonomik olarak Brevibacillus genusu 6zelliklerini gosterdigini belirlemislerdir.
Ancak sonrasinda yaptiklar1 16S rDNA dizi analizi sonucunda bu susun % 95,4-98,8
aras1 degerde Brevibacillus brevis olacagini belirttiler ve son olarakta DNA-DNA

hibridizasyonu ile sonuglarini desteklemislerdir (Goto et al. 2004).

(2008) yilinda Haghighat ve arkadaglarinin Tahran rafinelerinde yaptiklari bir caligmada
elde ettikleri gram (+) Ozellik gosteren izolatlarin morfolojik ve biyokimyasal
Ozelliklerine bakmislar ve sonrasinda elde ettikleri verileri Bergey’s Manuel’in
taksonomik siniflandirmasiyla karsilastirmislardir. Son olarakta eldeki verileri 16S

rRNA dizi analizi ile desteklemislerdir. Sonu¢ olarak bu suslarin %99 Bacillus
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licheniformis ve Bacillus subtilis oldugunu belirlediler.

16S rRNA dizi analizi molekiiler yontemi bir¢ok calismada basarili ve dogru sonuglar
vermistir. Ancak (2004) yilinda Mirada ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir ¢alismada
termofilik Petrotoga mobilis, P.sibirica, P.mioterma ve P.olearia ile METR' susu
karsilastirilmistir. Her birinin 16S rRNA gen dizi analizi yapilmis ve bunun sonucunda
bu susun % 97,6’dan fazla Petrotoga tiirlerine benzedigi sonucuna ulasilmistir. Ancak
sonrasinda yapmis olduklari DNA-DNA hibridizasyon c¢aligmasi sonucunda bu
benzerligin %70’ den daha az seviyede oldugunu belirtmislerdir. Molekiiler

caligmalarda boyle bir 6rneklede karsilagilmistir (Miranda 2004).

Yapmis oldugumuz c¢aligmada fenotipik ozellikler, 16S rRNA PCR sonucu, BOX
sonucu ve 16S bdlgesi klonlanmasi1 sonucunda gen bank’dan gelen sekans analizleri
birbirini desteklemistir. Bunun sonucunda ti¢ bakteri susunun Brevibacillus brevis, alti
bakteri susunun Geobacillus pallidus, birinin Bacillus pumilus, Bacillus licheniformis

ve yine birinin Brevibacillus borstelensis oldugu sonucuna varilmistir.

Izole edilen bu bakteriler endiistri ve biyoteknolojide oldukga biiyiik 5neme sahip olup,
bu izolatlardan elde edilecek enzimler, daha farkli aragtirmalarda ve pek c¢ok enzim
calismalarinda kullanilabilir.  Endiistriyel agidan oneme sahip enzimleri tasiyan
termofilik  bakterilerin  bilime kazandirilmasi, diinya literatiirlindeki bakteri

koleksiyonuna yeni tiirler eklemesi acisindan énemlidir.
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EK 1: FJ417405 kodlu izolatin 16S rRNA geninin baz sirasi

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381

gagtttgatc
gaccgaaggg
ctgccctgcea
ccgcatggtt
attagctagt
gtgaccggcc
aatcttccgce
ggatcgtaaa
acggtacctg
tggcaagcgt
gaaatctcgc
ggggagcgga
cgaaggcggce
ggattagata
caccctttag
ctgaaactca
aagcaacgcg
ttccecttte
atgttgggtt
ggcactctaa
catgcccctt
accgcgaggt
gcctgcatga
ccgggtcettg

atggctcagg
agcttgctcc
gactgggata
ttcggttgaa
tggtgaggta
acactgggac
aatggacgaa
gctctgttgt
acgaggaagc
tgtccggaat
ggctcaaccg
attccacgtg
tctctggcececce
ccctggtagt
tgctgcagca
aaggaattga
aagaacctta
ggggacaggg
aagtcccgca
ggtgactgcc
atgacctggg
ggagcgaatc
agccggaatc
tacacaccgc

acgaacgctg
tttaggttag
acttcgggaa
aggtggcatt
acggctcacc
tgagacacgg
agtctgacgg
cagggaagaa
cacggctaac
tggcgtaaag
cgagcggcca
tagcggtgaa
tgtaactgac
ccacgccgta
aacgcattaa
cggggacccg
ccaggtcttg
tgacaggtgg
acgagcgcaa
ggctaaaagt
ctacacacgt
ccaaaaaacc
gctagtaatc
ccgtcacac

gcggcgtgcec
cggcggacgg
accggagcta
agctgtcact
aaggcgacga
cccagactcc
agcaacgccg
caagtaccgt
tacgtgccag
cgcgcgcagyg
ttggaaactg
atgcgtagag
gctgaggcgc
aacgatgagt
gcactccgcc
cacaagcggt
acatcccctg
tgcatggttg
cccttgacct
cggaggaagg
gctacaatgg
actctcagtt
gcggatcagce

taatacatgc
gtgagtaaca
ataccggata
gcaggatggg
tgcgtagccg
tacgggaggc
cgtgagcgaa
tcgaacaggg
cagccgceggt
cggttcctta
gggaacttga
atgtggagga
gaaagcgtgg
gctaagtgtt
tggggagtac
ggagcatgtg
acaaccctag
tcgtcagcetce
tagttgccag
tggggatgac
gtggtacaaa
cggattgcag
atgccgcggt

aagtcgagcg
cgtgggcaac
acaccgaaaa
cccgcggegce
acctgagagg
agcagtaggg
gaaggtcttc
cggtaccttg
aatacgtagg
agtctgatgt
gtgcaggaga
acaccagtgg
ggagcgaaca
agagggtatc
ggccgcaagyg
gtttaattcg
agatagggcg
gtgtcgtgag
cattcagttg
gtcaaatcat
gggcagcgaa
gctgcaactc
gaatacgttc
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EK 2 : FJ417407 kodlu izolatin 16S rRNA geninin baz sirasi

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381

gagtttgatc
gaccgaaggyg
ctgccctgca
ccgcatggtt
cattagctag
ggtgaccggc
gaatcttccg
cggatcgtaa
gacggtacct
gtggcaagcg
gatgtgaaat
aggagagggyg
cagtggcgaa
gaacaggatt
tatccaccct
aaggctgaaa
ttcgaagcaa
ggcgttcccce
tgagatgttg
gttgggcact
tcatcatgcc
cgaaaccgcg
actcgcctgce
gttcccgggt

atggctcagg
agcttgctcc
gactgggata
ttcggttgaa
ttggtgaggt
cacactggga
caatggacga
agctctgttg
gacgaggaag
ttgtccggaa
ctcgecggctce
agcggaattc
ggcggctctce
agataccctg
ttagtgctgc
ctcaaaggaa
cgcgaagaac
tttcggggac
ggttaagtcc
ctaaggtgac
ccttatgacc
aggtggagcg
atgaagccgg
cttgtacaca

acgaacgctg
tttaggttag
acttcgggaa
aggcggcttt
aacggctcac
ctgagacacg
aagtctgacg
tcagggaaga
ccacggctaa
ttattgggcg
aaccgcgagce
cacgtgtagc
tggcctgtaa
gtagtcacgc
agcaaacgca
ttgacgggga
cttaccaggt
agggtgacag
cgcaacgagc
tgccggctaa
tgggctacac
aatcccaaaa
aatcgctagt
ccgcccgtcea

gcggcgtgcecc
cggcggacgg
accggagcta
tagctgtcac
caaggcgacg
gcccagactc
gagcaacgcc
acaagtaccg
ctacgtgcca
taaagcgcgc
ggccattgga
ggtgaaatgc
ctgacgctga
cgtaaacgat
ttaagcactc
cccgcacaag
cttgacatcc
gtggtgcatg
gcaacccttg
aagtcggagg
acgtgctaca
aaccactctc
aatcgcggat
cac

taatacatgc
gtgagtaaca
ataccggata
tgcaggatgg
atgcgtagcc
ctacgggagg
gcgtgagcga
ttcgaacagg
gcagccgcegg
gcaggcggtt
aactggggga
gtagagatgt
ggcgcgaaag
gagtgctaag
cgcctgggga
cggtggagca
cctgacaacc
gttgtcgtca
accttagttg
agggtgggga

atgggtggta
agttcggatt

cagcatgccg

aagtcgagcg
cgtgggcaac
acaccgaaaa
gcccgeggeg
gacctgagag
cagcagtagg
agaaggtctt
gcggtacctt
taatacgtag
ccttaagtct
acttgagtgc
ggaggaacac
cgtggggagce
tgttagaggg
gtacggccgce
tgtggtttaa
ctagagatag
gctcgtgtcg
ccagcattca
tgacgtcaaa
caaagggcag
gcaggctgca
cggtgaatac
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EK 3: FJ417401 kodlu izolatin 16S rRNA geninin baz sirasi

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381

gagtttgatc
gaccgaaggg
ctgccctgcea
ccgcatggtt
cattagctag
ggtgaccggc
gaatcttccg
cggatcgtaa
gacggtacct
gtggcaagcg
gatgtgaaat
ggagagggga
agtggcgagg
aacaggatta
tatccaccct
aaggctgaaa
ttcgaagcaa
ggcgttcccce
tgagatgttg
gttgggcact
tcatcatgcc
cgaaaccgcg
actcgcctgce
gttcccgggt

atggctcagg
agcttgctcc
gactgggata
ttcggttgaa
ttggtgaggt
cacactggga
caatggacga
agctctgttg
gacgaggaag
ttgtccggaa
ctcgcggctce
gcggaattcc
gcggctctcet
gataccctgg
ttagtgctgce
ctcaaaggaa
cgcgaagaac
tttcggggac
ggttaagtcc
ctaaggtgac
ccttatgacc
aggtggagcg
atgaagccgg
cttgtacaca

acgaacgctg
tttaggttag
acttcgggaa
aggcggcttt
aacggctcac
ctgagacacg
aagtctgacg
tcagggaaga
ccacggctaa
ttattgggcg
aaccgcgagce
acgtgtagcg
ggcctgtaac
tagtccacgc
agcaaacgca
ttgacgggga
cttaccaggt
agggtgacag
tgcaacgagc
tgccggctaa
tgggctacac
aatcccaaaa
aatcgctagt
ccgcccgtcea

gcggcgtgcc
cggcggacgg
accggagcta
tagctgtcac
caaggcgacg
gcccagactc
gagcaacgcc
acaagtaccg
ctacgtgcca
taaagcgcgc
ggccattgga
gtgaaatgcg
tgacgctgag
cgtaaacgat
ttaagcactc
cccgcacaag
cttgacatcc
gtggtgcatg
gcaacccttg
aagtcggagg
acgtgctaca
aaccactctc
aatcgcggat
cac

taatacatgc
gtgagtaaca
ataccggata
tgcaggatgg
atgcgtagcc
ctacgggagg
gcgtgagcga
ttcgaacagg
gcagccgegyg
gcaggcggtt
aactggggaa
tagagatgtg
gcgcgaaagc
gagtgctaag
cgcctgggga
cggtggagca
cctgacaacc
gttgtcgtca
accttagttg
aaggtgggga

atgggtggta
agttcggatt

cagcatgccg

aagtcgagcg
cgtgggcaac
acaccgaaaa
gcccgceggceg
gacctgagag
cagcagtagg
agaaggtctt
gcggtacctt
taatacgtag
ccttaagtct
cttgagtgca
gaggaacacc
gtggggagcg
tgttagaggg
gtacggccgce
tgtggtttaa
ctagagatag
gctcgtgtcg
ccagcattca
tgacgtcaaa
caaagggcag
gcaggctgca
cggtgaatac



61

EK 4: FJ417403 kodlu izolatin 16S rRNA geninin baz sirasi

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381

agagtttgat
ggaccgacgg
cctgcctgta
accgcatggt
gcattagcta
gggtgatcgg
ggaatcttcc
tcggatcgta
tgacggtacc
ggtggcaagc
tgatgtgaaa
agaagaggag
cagtggcgaa
gaacaggatt
gtttccgceccce
caagactgaa
attcgaagca
gggcttcccce
gagatgttgg
ttgggcactc
catcatgccc
gaagccgcga
cccgactgcg
ttccecgggcece

catggctcag
gagcttgctc
agactgggat
tcaatcataa
gttggtgagg
ccacactggg
gcaatggacg
aaactctgtt
taaccagaaa
gttgtccgga
gcccccggcet
agtggaattc
ggcgactctc
agataccctg
tttagtgctg
actcaaagga
acgcgaagaa
ttcgggggca
gttaagtccc
taaggtgact
cttatgacct
ggctaagcca
tgaagctgga
ttgtacacac

gacgaacgct
ccttaggtca
aactccggga
aaggtggcectt
taacggctca
actgagacac
aaagtctgac
gttagggaag
gccacggcta
attattgggc
caaccgggga
cacgtgtagc
tggtctgtaa
gtagtccacg
cagcaaacgc
attgacgggg
ccttaccagg
gagtgacagg
gcaacgagcg
gccggtgaca
gggctacaca
atcccacaaa
atcgctagta
cgcccgtceac

ggcggcgtgce
gcggcggacyg
aaccggggcet
ttagctacca
ccaaggcgac
ggcccagact
ggagcaacgc
aacaagtacc
actacgtgcc
gtaaagcgcg
gggtcattgg
ggtgaaatgc
ctgacgctga
ccgtaaacga
attaagcact
gcccgcacaa
tcttgacatc
tggtgcatgg
caacccttga
aaccggagga
cgtgctacaa
tctgttctca
atcgcggatc
ac

ctaatacatg
ggtgagtaac
aataccggat
cttacagatg
gatgcgtagc
cctacgggag
cgcatgagtg
gttcgaatag
agcagccgcg
cgcaggcggt
aaactgggga
gtagagatgt
ggcgcgaaag
tgagtgctaa
ccgcetgggg
gcggtggagce
ctctgacaac
ttgtcgtcag
tcttagttgce
aggtggggat
tgggcagaac
gttcggatcg
agcatgccgc

caagtcgagc
acgtgggtaa
gcttgattga
gacccgcggce
cgacctgaga
gcagcagtag
atgaaggttt
ggcggtacct
gtaatacgta
ttcttaagtc
acttgagtgc
ggaggaacac
cgtggggagce
gtgttagagg
agtacggtcg
atgtggttta
cctagagata
ctcgtgtcegt
cagcattcag
gacgtcaaat
aaagggcagc
cagtctgcaa
ggtgaatacg
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EK 5: FJ417402 kodlu izolatin 16S rRNA geninin baz sirasi

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381

agagtttgat
ggacagaagg
cctgcctgta
accgcatggt
cattagctag
ggtgatcggce
gaatcttccg
cggatcgtaa
acggtaccta
tggcaagcgt
atgtgaaagc
aagaggagag
gtggcgaagg
acaggattag
ttccgececcect
agactgaaac
tcgaagcaac
gctttccectt
gatgttgggt
gggcactcta
tcatgcccct
gaccgcaagg
cgactgcgtg
cccgggcectt

catggctcag
gagcttgctc
agactgggat
tcaaggatga
ttggtggggt
cacactggga
caatggacga
agctctgttg
accagaaagc
tgtccggaat
ccccggcetcea
tggaattcca
cgactctctg
ataccctggt
tagtgctgca
tcaaaggaat
gcgaagaacc
cggggacaga
taagtcccgce
aggtgactgc
tatgacctgg
tttagccaat
aagctggaat
gtacacaccg

gacgaacgct
ccggatgtta
aactccggga
aagacggttt
aatggctcac
ctgagacacg
aagtctgacg
ttagggaaga
cacggctaac
tattgggcgt
accggggagyg
cgtgtagcgg
gtctgtaact
agtccacgcc
gctaacgcat
tgacgggggce
ttaccaggtc
gtgacaggtg
aacgagcgca
cggtgacaaa
gctacacacg
cccataaatc
cgctagtaat
cccgtcacac

ggcggcgtge
gcggcggacyg
aaccggagct
cggctgtcac
caaggcgacg
gcccagactc
gagcaacgcc
acaagtgcga
tacgtgccag
aaagggctcg
gtcattggaa
tgaaatgcgt
gacgctgagg
gtaaacgatg
taagcactcc
ccgcacaagc
ttgacatcct
gtgcatggtt
acccttgatc
ccggaggaag
tgctacaatg
tgttctcagt
cgcggatcag

ctaatacatg
ggtgagtaac
aataccggat
ttacagatgg
atgcgtagcc
ctacgggagg
gcgtgagtga
gagtaactgc
cagccgcggt
caggcggttt
actgggaaac
agagatgtgg
agcgaaagcg
agtgctaagt
gcctggggag
ggtggagcat
ctgacaaccc
gtcgtcagcet
ttagttgcca
gtggggatga
gacagaacaa
tcggatcgca
catgccgcgg

caagtcgagc
acgtgggtaa
agttccttga
acccgcggcg
gacctgagag
cagcagtagg
tgaaggtttt
tcgcaccttg
aatacgtagg
cttaagtctg
ttgagtgcag
aggaacacca
tggggagcga
gttagggggt
tacggtcgca
gtggtttaat
tagagatagg
cgtgtcgtga
gcatttagtt
cgtcaaatca
agggctgcga
gtctgcaact
tgaatacgtt
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EK 6: FJ417406 kodlu izolatin 16S rRNA geninin baz sirasi

1 agagtttgat catggctcag gacgaacgct ggcggcgtgc ctaatacatg caagtcgagc

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381

gagtcccttce
ctcgggataa
gagacggaaa
ggtggggtaa
cactgggact
atggacgaaa
ttctgttgtc
cgagaaagcc
gtccggaatt
cggggctcaa
gtattccacg
gctttctggt
accctggtag
gtgccgcagce
aaaggaattg
gaagaacctt
gggcagcggt
agtcccgcaa
gagactgccg
tgacctgggc
atgccaatct
gtcggaatcg
acacaccgcc

gggggctagce
catggggaaa
ggtggcgcaa
cggcctacca
gagacacggc
gtctgatgga
agagacgaac
acggctaact
attgggcgta
cccecggtteg
tgtagcggtg
ctgtaactga
tccacgcegt
taacgcaata
acgggggcecc
accaggtctt
gacaggtggt
cgagcgcaac
tcgacaagac
tacacacgtg
cttaaaacca
ctagtaatcg
cgtcacac

ggcggacggg
ctcatgctaa

gctaccactt
aggcgacgat
ccagactcct
gcaacgccgc
aagtaccgtt
acgtgccagc
aagcgcgcgce
catcggaaac
aaatgcgtag
cgctgaggcg
aaacgatgag
agcactccgce
gcacaagcgg
gacatcccgce
gcatggttgt
ccttatcttt
ggaggaaggc
ctacaatggc
gtctcagttc
cggatcagca

tgagtaacac
taccggatag
acggatgggc
gcgtagccga
acgggaggca
gtgaacgatg
cgaacagggc
agccgcggta
aggcggctat
tgtgtagctt
agatgtggag
cgaaagcgtg
tgctaggtgt
ctggggagta
tggagcatgt
tgaccgtcct
cgtcagctcg
agttgccagc
ggggatgacg
tggtacaacg
ggattgcagg
tgccgeggtyg

gtaggcaacc
ggtcttctct
ctgcggcgca
cctgagaggg
gcagtaggga
aaggtcttcg
ggtaccttga
atacgtaggt
gtaagtctgg
gagtgcagaa
gaacaccagt
gggagcaaac
tgggggtttce
cgctcgcaag
ggtttaattc
agagataggg
tgtcgtgaga
attcagttgg
tcaaatcatc
ggaagctagc
ctgcaactcg
aatacgttcc

tgcccgtaag
cgcatgagag
ttagctagtt
tgaccggcca
attttccaca
gattgtaaag
cggtacctga
ggcaagcgtt
tgttaaagcc
gaggaaagcg
ggcgaaggcg
aggattagat
aataccctca
agtgaaactc
gaagcaacgc
cttcccecttceg
tgttgggtta
gcactctaga
atgcccctta
tcgcgagagt
cctgcatgaa
cgggccttgt
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EK 7: FJ417404 kodlu izolatin 16S rRNA geninin baz sirasi

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381

agagtttgat
gggggttttc
accgggataa
gaaaaggaaa
ggtggggtaa
cactgggact
atggacgaaa
ttctgttgtc
cgagaaagcc
gtccggaatt
cggggctcaa
gtattccacg
gctttctggt
accctggtag
gtgccgcagce
aaaggaattg
gaagaacctt
gggcagcggt
agtcccgcaa
gagactgccg
tgacctgggc
acgccaatct
gtcggaatcg
acacaccgcc

catggctcag
gaaccctagc
catagggaaa
gatggcgttt
cggcctacca
gagacacggc
gtctgatgga
agggacgaat
acggctaact
attgggcgta
ccccggtteg
tgtagcggtg
ctgtaactga
tccacgcegt
taacgcaata
acgggggcecc
accaggtctt
gacaggtggt
cgagcgcaac
tcgacaagac
tacacacgtg
cttaaaacca
ctagtaatcg
cgtcacac

gacgaacgct
ggcggacggg
cttatgctaa
gctatcactg
aggcgacgat
ccagactcct
gcaacgccgc
aagtatcgtt
acgtgccagc
aagcgcgcgce
catcggaaac
aaatgcgtag
cgctgaggcg
aaacgatgag
agcactccgc
gcacaagcgg
gacatcccgc
gcatggttgt
ccttatcttt
ggaggaaggc
ctacaatggt
atctcagttc
cggatcagca

ggcggcgtge
tgagtaacac
taccggatag
ggagatgggc
gcgtagccga
acgggaggca
gtgaacgatg
cgaacagggc
agccgcggta
aggcggctat
tgtgtagctt
agatgtggag
cgaaagcgtg
tgctaggtgt
ctggggagta
tggagcacgt
tgaccgctct
cgtcagctcg
agttgccagc
ggggatgacg
tggtacaacg
ggattgtagg
tgccgeggtyg

ctaatacatg
gtaggcaacc
gtttttggat
ctgcggcgca
cctgagaggg
gcagtaggga
aaggtcttcg
ggtaccttga
atacgtaggt
gtaagtctgg
gagtgcagaa
gaacaccagt
gggagcaaac
tgggggtttce
cgctcgcaag
ggtttaattc
ggagacagag
tgtcgtgaga
attcagttgg
tcaaatcatc
ggatgctacc
ctgcaactcg
aatacgttcc

caagtcgagc
tgcctctcag
cgcatgatct
ttagctagtt
tgaccggcca
attttccaca
gattgtaaag
cggtacctga
ggcaagcgtt
tgttaaagcc
gaggaaagcg
ggcgaaggcg
aggattagat
aataccctca
agtgaaactc
gaagcaacgc
cttcccecttceg
tgttgggtta
gcactctaga
atgcccctta
tcgcgagagg
cctacatgaa
cgggccttgt



65

OZGECMIS

1983 yilinda Elazig ilinde dogdu. Ilkokulu Manisa’da, orta ve lise dgrenimini ise
Van’da tamamladi. 2002 yilinda girdigi Van Yiiziincii Y1l Universitesi Fen Edebiyat
Fakiiltesi Biyoloji Boliimii’'nden biyolog olarak mezun oldu. 2006 yilinda Atatiirk
Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii’nde yiiksek lisans Ogrenimine basladi. Subat
2006°da Yiiziincii Y1l Universitesi Egitim Fakiiltesi’nde arastirma gérevlisi kadrosuna
atandi. Halen ayni {niversitenin Egitim Fakiiltesi’'nde arastirma gorevlisi olarak

calismaktadir.



