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TOPRAKTAN iZOLE EDIiLEN BACILLUS TURLERININ
BiYOKALSIFIKASYON OZELLIKLERININ BELIRLENMESI

Fatma EROGLU
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Yiiksek Lisans Tezi, Haziran 2016
Damisman: Dog. Dr. Fatma OZTURK KUP

OZET

Calismada tireaz aktivitesine sahip Bacillus tiirlerinin topraktan izolasyonu, morfolojik
ve molekiiler tanimlanmalar1 ve kire¢ biriktirme (biyokalsifikasyon) ozelliklerinin
belirlenmesi amaglanmstir. Insaat alanlarindan alinan toprak ve ¢imento drneklerinden
Bacillus ve Staphylococcus tiirlerine ait toplam 14 bakteri izole edilmistir. Izolatlarin
tanimlanmas1 16S rRNA dizi analizi ile yapilmistir. Yapilan tanimlama sonucuna gore 3
izolatin Staphylococcus pasteuri, 11 izolatin ise Bacillus cinsine ait oldugu
belirlenmistir. Izolatlarin iireaz aktiviteleri fenol-hipoklorid metoduna gore
gerceklestirilmistir. CaCO3 birikimi katt ve sivi besiyerinde belirlenmistir. CaCOj

kristalleri taramali elektron mikroskobu (SEM) ile incelenmistir.

Bacillus ve Stahyplococcus tiirlerine ait izolatlarin iireaz enzim aktiviteleri kontrol
grubu Sporosarcina pasteurii karsilastirlmistir. Karsilastirma sonucunda F1, F2 ve F3
olarak kodlanan Staphylococcus pasteuri tiirlerinin spesifik iireaz aktivitesi sirasiyla
9,2848 +0,00, 9,0933+0,00 ve 9,0859 U/mg olarak tespit edilmistir. Bacillus cinsine ait
olan tiirler arasinda en yiiksek aktiviteye sahip olan tiir 8,50999+0,00 U/mg degeri ile
F10 (Bacillus mycoides) izolati olarak belirlenmistir. Bacillus tiirleri igerisinde en diisiik
spesifik aktiviteye sahip olan bakterinin ise 2,7510+0,04 U/mg degeri ile F14 (Bacillus
thuringiensis) izolati oldugu tespit edilmistir. Taramali elektron mikroskobu (SEM)

goriintiileri sonucunda izolatlarin kalsit birikimi gergeklestirdigi gézlemlenmistir

Anahtar kelimeler: Biyokalsifikasyon, Bacillus, 16S rRNA, iireaz aktivitesi
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DETERMINATION OF BIOCALCIFICATION FEATURES OF
BACILLUS SPECIES ISOLATED FROM SOIL
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ABSTRACT

This study aimed to determine isolation of Bacillus species having urease activity from
soil, morphological and molecular identification and on lime deposition

(biocalcification) features.

Total 14 bacteria belong to Bacillus and Staphylococcus species were isolated samples
of soil and cement from construction sites. Identification of the isolates was carried out
with 16S rRNA sequencing analysis. According to the identification results were
identified as 3 strains Staphylococcus pasteuri and 11 strains belong to the genus
Bacillus. Urease activity of the isolates was carried out according to the phenol-
hypochlorite method. CaCO3 accumulation was determined in solid and liquid media.
CaCOs crystals were analyzed in the scanning electron microscope (SEM).

Urease enzyme activity of the isolates were compared to with control group
Sporosarcina pasteurii. According to results, specific urease activity of F1, F2 and F3
were detected as 9,2848+0,00, 9,0933+0,00 ve 9,0859+0,04 U/mg respectively. F10
(Bacillus mycoides) was determined as species having the highest activity among the
species belonging to the genus Bacillus with specific urease activity 8,50999+0,00
U/mg. The bacterium having the lowest specific activity was determined F14 (Bacillus
thuringiensis) with specific urease activity 2,7510+0,04 U/mg value. Result images of
scanning electron microscope (SEM) was observed that the accumulation calcite of

isolates.

Key Words: Biocalcification, Bacillus, 16S rRNA, urease activity
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GIRIS

Mikrobiyal ¢imento tiretim teknolojisi dogal kumtasi olusumunu taklit eden bir proses
olup, uygun mikroorganizma ve ortam se¢imi ile istenen yiizeylerde kalsit olusumu
prensibine dayanmaktadir. Mikroorganizma ortamda bulunan partikiilleri birlestirici bir
mekanizmayla kalsit olusumunu gerceklestirmekte ve sentetik ¢imentodan daha giicli
bir yap: olusturmaktadir [1]. Biyokalsifikasyon, ozellikle iircaz aktivitesine sahip
organizmalar tarafindan toprakta ya da igyapilarda gerceklestirilen kireg birikimi olarak
bilinen islemdir. Mikroorganizmalarin metabolik prosesleri sayesinde karbonat
birikimine sebep olarak ve kalsiyum varhiginda karbonat ile birleserek, kalsiyum
karbonat seklinde ¢okeltmesiyle gergeklesmektedir [2] ve toprak mikroorganizmalarinin
biiyiik bir kism1 bu olaya katkida bulunmaktadir [3].

Mikrobiyal kalsit birikimini gergeklestiren (i) CO,’i indirgeyen siyanobakteri ve algler
gibi fotosentetik organizmalar, (ii) siilfati indirgeyen bakteriler, (iii) azot dongiisiinde
etkili {irenin hidrolizi ile ilgili ¢esitli organizmalar olmak {izere 3 ana grup organizma
vardir [4,5,6].

Mikrobiyal Kkalsit birikimi ire hidrolizi, fotosentez ve siilfat indirgenmesi gibi
mikrobiyal metabolik olaylarin bir yan iirlinii olarak olusur. Bu farkli metabolik olaylar
ortam bazikligini (pH ve ¢6ziinmemis inorganik karbon miktari) artirir ve bazi negatif
yiiklii gruplar ve hiicre duvar yapisinin 6zel fonksiyonel gruplar iki degerlikli iyonlarin
(Ca™ ve Mg™) baglanmasin1  kolaylastirir. Boylece mikroorganizmalar kristal
cekirdeklenme bolgesi olustururlar ve kalsiyum karbonati ¢okelmesi i¢in uygun hale

getirirler [7].

Tiyol bakimindan zengin olan iireaz enzimi (EC 3.5.1.5) iirenin hidrolizini katalizleyen

bir enzimdir. Bu enzim bitkilerde, alglerde, funguslarda ve bakterilerde bulunmaktadir

[8].



Bacillus cinsi bakteriler, antibiyotik, enzim ve toksin iiretimi gibi metabolik 6zellikleri
ile endiistriyel 6neme sahip olmalar1 ve kolay iiretilebilmeleri sebebiyle dikkat ¢eken
mikroorganizmalardir [9,10]. Ayrica, sporlanma kabiliyetleri ve metabolizma
faaliyetlerinin ¢esitliligi, genis bir c¢evreye yayilmalarinda o6nemli avantajlar
saglamaktadir [10].

Bacillus cinsinin bazi tiirleri yapilarinda kalsiyum karbonat biriktirebilir ve ireyi
karbondioksit ve amonyaga déniistiirebilirler. Ozellikle énceden Bacillus pasterurii
olarak isimlendirilen Sporosarcina pasteurii kalsiyum karbonat ¢okelmesine neden olan
bir toprak bakterisidir. Bacillus pasteurii hiicre kuru agirliginin % 1°i civarinda hiicre ici
tireaz enzimi tretir [11]. Bacillus pasteurii disinda Bacillus sphaericus ve Bacillus
lentus’un da biyokalsifikasyon 0Ozelligine sahip oldugu yapilan ¢alismalarda
bildirilmistir [12].

Kalsifiye edici 6zellige sahip bakteriler tarafindan kalsit kristallerinin biyolojik ortamda
iretiminin bozulan kalkerli anitlarin restorasyonu ve yapilardaki acikliklarin ve
catlakliklarin iyilestirilmesi igin biiyiilk bir degeri vardir. Catlak ve yariklarin
onarilmasinda bu bakterilerin 6nemine ragmen ¢ok az sayida bakteri bu konuda

calisilmustir [13].

Bu calismada, farkli topraklardan alinan orneklerden izole edilen Bacillus tiirlerinin
morfolojik ve molekiiler yontemlere gore tanimlamalari yapilarak {ireaz aktivitelerinin

ve biyokalsifikasyon 6zelliklerinin belirlenmesi amaglanmastir.



1. BOLUM

GENEL BIiLGILER

1.1 Bacillus Cinsi

Bacillus cinsi bakteriler, antibiyotik, enzim ve toksin liretimi gibi metabolik 6zellikleri
ile endiistriyel 6neme sahip olmalar1 ve kolay iiretilebilmeleri nedeniyle dikkat ¢eken

mikroorganizmalardir [9,10]

Bacillaceae ailesine ait olan Bacillus cinsi, ¢ubuk sekilli, endospor olusturan, aerob
veya fakiiltatif anaerob bakterilerden olusur. Vejetatif hiicreler, tek basina veya zincir
seklinde bulunabilir. Yuvarlak veya koseli sekilde olan hiicrelerin biiyiikliikleri 0,5x1,2
um’ den 2,5x10 um’ ye degismektedir. Hiicreler, Gram-pozitif boyanir, ancak bazilari

kiiltirin yasina bagli olarak Gram- negatif reaksiyon verebilirler [9,14].
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Sekil 1.1. Bacillus cinsine ait bakterilerin goriintiisii [15].

Termofilik, mezofilik ve psikrofilik tiirleri bulunmaktadir. Cok yiiksek 1s1 derecelerinde

bile canli Kkalabilirler. Genellikle 30- 40 °C’ de ve pH 7 civarinda firerler.



Optimum bliylime sicakliklart 25 °C ile 37 °C’ de arasinda degigsmektedir. Ancak
termofilik ve psikofilik tiirleri 75 °C” den daha yiiksek ve 3 °C’ den daha diisiik sicaklik
derecelerinde bliyiiyebilme yetenegine sahiptirler. Bazi tiirleri 2 ile 10 arasinda degisen

alkali ve asidik ortamlarda gelisebilirler [15].

Bacillus tiirlerinin koloni Ozellikleri ¢evresel sartlara bagli olarak degismektedir.
Besiyeri ¢esidi, koloninin yas1 gibi 6zeliklere gore, yar seffaf, opak, diizgiin ya da
pliriizlii koloniler goriilebilir. Koloni renkleri, kreme yakin beyazdan sariya dogru
olabilir. Cogu Bacillus tiirii pigment olusturmaz, ancak baz tiirler farkli besi yerlerinde

sar1, yesil, mavi-siyah v.b pigmentler iiretebilirler [9,14].

Genellikle aerobik kosullar altinda ortamda gida maddelerinin tam olarak sarf olmadig:
veya gida maddelerinin (mineral maddeler, tireme faktorleri, nitrojen, karbon ve enerji
kaynaklar1) azaldig1 ve gevresel kosullarin degistigi durumlarda olgun basiller igerisinde
spor olugmaktadir. Sporilizasyon islemi bakteri {iremesinin duraksama fazinda
gerceklesmektedir. Sporlar genellikle oval veya yuvarlak sekilde olup, hiicrenin ¢esitli
yerlerinde bulunabilirler. Normal fiziksel faktorlere (1s1, 1s1k, donma, kuruma,
radyasyon, vs), kimyasal maddelere (dezenfektanlar, vs) ve mekanik tesirlere karsi

vejetatif formlarindan ¢ok daha fazla dayaniklidirlar [9,16].

Bacillus bakterilerinin hiicrelerinde genelde sitoplazmik membran iizerinde bir veya
birka¢ aniyonik polimer ve birka¢ peptidogliikan tabaka ile sarilmis hiicre duvari
bulunmaktadir. Baz1 Bacillus tiirleri hiicre duvarindan ayr1 olarak ve hiicre duvarinin
disinda jelatindz, viskoz, elastik veya mukoid karakterde olan kapsiil igermektedirler.

Bacillus anthracis’de bulunan kapsiil viriilens etkiye sebep olmaktadir [9, 14, 16].

Ayrica, bazi1 Bacillus tiiriinde ince, uzun, dalgali, fleksibilitesi fazla, sarmal yapida ve
hareketi saglayan “flagellum” organeli bulunmaktadir. B. anthracis’de hi¢ flagellum
bulunmazken B. cereus ve, B. subtilis bakterilerinde fazlaca flagellum bulunmaktadir [9,
14, 16].

Bacillus bakterileri karbon kaynagi olarak organik asit, seker, alkol ve nitrojen Kaynagi
olarak amonyum iceren besiyerlerinde iyi gelisirler. Gelisimleri sivi ve kati

besiyerlerinin iist kisimlarinda olmaktadir. Kati besiyerlerinde kenarlar1 ve {izeri

piiriizlii, graniiller yapida olan koloniler meydana getirirler [16,17].



Bacillus’lar &zellikle spor olusturduklart igin hemen her yerde Ornegin toprak, toz,
saman, gida, su, deniz ve tathi su sedimentleri, balik ve su iiriinleri, inek giibresi, bitki

rizosferi, bazi boceklerin larvalart ve bazi canlilarin bagirsak sistemlerinden izole

edilebilirler [9, 17, 18].

Bacillus tirlerinin ¢esitli besinlerde bulunduklarinda besin maddesinin doniisimii ve
bozulmasima sebep olmaktadirlar. B. cereus pastorize silit ve siit iriinlerinde
kontaminant olan énemli bir tiirdiir [19]. Bacillus cinsi bakteriler kolay iiretilebilmeleri,
endiistriyel 6neme sahip olmalar1 (antibiyotik, enzim, toksin, biyoplastik gibi) ve
patojenitileri sebebiyle bakteriler diinyasinda dikkat ¢eken ve iizerinde genis

caligmalarin yapildigi mikroorganizmalar grubuna girer [9].

Bacillus bakterileri tarafindan iiretilen subtilisin, protez, amilaz gibi endistriyel

enzimler deterjan, besin, eczacilik gibi birgok endiistri alaninda kullanilmaktadir [9,20].

Bulasici hastaliklarin tedavisinde yaygin olarak kullanilan antibiyotiklerin tiretiminde
de Bacillus bakterilerinden yararlanilmaktadir. Ornegin B. polymyxa polimiksini, B.
subtilis subtilini ve B. licheniformis basitrasini {iretmektedir. Ayrica Bacillus

bakterilerinin ¢esitli boceklere karsi insektisit etkileri bulunmaktadir [9].

1.2 Biyominerilizasyon ve Biyo¢imentasyon

Mikroorganizmalar toprak, su, gida ve hayvan sindirim sisteminde yasadiklari gibi
kayalar, buzullar, kaplicalar ve derin deniz bolgeleri gibi ekstrem ortamlarda da
yasayabilirler. Mikrobiyal habitatlarin genis dagilimi populasyonlarda genetik
varyasyon ve dogal seleksiyon yoluyla ortaya c¢ikan biyokimyasal ve metabolik

Ozelliklerinin ¢esitliligini yansitmaktadir [21].

Genom caligmalari ile etkin olan mikrobiyal biyoteknoloji yeni endiistriyel katalitik ve
fermantatif organizmalarin ve tarimsal atiklar ile kirlenen suyun ve topragin
temizlenmesi icin yeni mikrobiyal ajanlarin gelismesine imkan saglamaktadir.
Mikrobiyal genomik ve mikrobiyal biyoteknoloji ¢aligmalar1 gida giivenligi, insan
beslenmesi ve fonksiyonel gidalar, bitki ve hayvan koruma gibi konularda bilgiler
saglamaktadir. Cok sayida farkli bakteri tiirleri toprak, jeolojik olusumlar, tatli su
biyofilm tabakasi, okyanuslar ve tuzlu goller dahil olmak iizere ¢esitli dogal ortamlarda,

mineral karbonat birikimine katilirlar. Son zamanlarda, beton zeminlerin 6zelliklerini



tyilestirmek i¢in bazi 6zel mikroorganizmalarin metabolik faaliyetlerinden kaynaklanan
mikrobiyal mineral birikimi 6nemli bir arastirma konusu haline gelmistir. Yapilan
caligmalar ile zemini iyilestirecek yeni malzemelerin bulunmasi saglanmistir.
Bakteriyel beton, betonda olusan yariklar ve catlaklar1 diizeltmek icin kendi kendini

onarmada kullanilan bir malzeme olarak kargimiza ¢ikmaktadir [21].

1.2.1 Mikrobiyolojik Olarak Uyarilan Kalsiyum karbonat birikimi (MICP)

Biyosferdeki bakteriler maddelerin konsantrasyonunu artiran jeokimyasal ajanlar olarak
gorev yapabilirler. Bu durum ilginin giderek arttigi bir arastirma alani olan

biyomineralizasyon olarak bilinen 6zel mineral olusumunu indiikklemektedir [22].

Biyomineralizasyon canli organizmalar tarafindan minerallerin ¢okeltilmesi islemidir.
Hem okaryotik hemde prokaryotik organizmalar mineralleri depo ederler. Yapraklarda
sitolit iireten bitkiler, kemikler, disler ve kabuklar1 olusturan hayvanlar gibi 6karyotik
organizmalar ve kalsitler, karbonatlar, fosfatlar, oksitler, siilfitler, silikatlar, giimiis ve
altin gibi mineralleri biriktirme yetenegine sahip olan bakteriler gibi prokaryotik

organizmalar 6rnek olarak verilebilir [22].

Biyo¢imento biyocimentasyon olarak isimlendirilen biyoproses teknolojisinden gelisen
yeni bir driindiir. Biyog¢imento kalsiyum iyonu agisindan zengin bir ortamda

mikroorganizma faaliyeti sonucunda olusan CaCOj3 anlamina gelmektedir [6].

Mikrobiyal olarak uyarilan ¢okelme isleminde kalsiyum karbonat mikroorganizmalar
tarafindan ¢okeltilir. Burada karbonat, mikrobiyal iire hidrolizinden dolay1 kalsiyum

iyonlart kalsiyum karbonat olusturur ve fazlasi ¢okelir [23].

Biyog¢imento arastiricilar tarafindan mikrobiyel islemlerin sonucunda partikiil baglayici
maddelerin iiretimi yoluyla toprak kayma direncinin artirilmasi ve esas olarak gegirgen
bir toprak igindeki iireaz iireten mikroorganizmalarin iire ile birlikte kalSiyum iyonlarini

tirettigi esasl yenilik¢i bir teknoloji olarak tanimlanmaktadir [6].

1.2.2 Biyogimento Olusumu I¢in Uygun Olan Mikroorganizmalar

Biyog¢imento olusturma potansiyeli olan farkli mikroorganizmalar bulunmaktadir.
Bunlar arasinda siilfati indirgeyen bakteriler, iire hidrolizini saglayan bakteriler ve

demiri indirgeyen bakteriler yer almaktadir [24, 3, 25, 26].



Kemotrofik prokaryotlar tipik olarak 0,5 ile 2 um biiyiikliikte olmalari, toprak i¢inde
cogalma yetenegine sahip olmalar1 ve ¢ok biiylik fizyolojik c¢esitlilik gostermeleri
nedeniyle biyogimento olusumu i¢in en uygun olan gruplardir. Tablo 1.1 de ekolojik

koken olarak gruplandirilmis biyogimento olusumunda yer alan kemotrofik gruplar

gosterilmektedir [24].

Tablo 1.1. Biyogimento olusumuna katilan kemotrofik gruplar [24].

Oksijen ilgisi ve enerji iiretim tipi

Ekolojik Anaerobik Anaerobik Fakiiltatif Aerobik
kokeni fermantasyon solunum yapan anaerobik ve solunum
yapan prokaryotlar mikroaerofilik yapan
prokaryotlar prokaryotlar prokaryotlar
Su kokenli Bacteroides Desulfobacter Escherichia Pseudomonas
prokaryotlar )
Prevotella Geobacter Shewanella Acinetobacter
Wolinella Beggiatoa Nitrosomonas
Karasal Clostridium Desulfotomaculum Microthrix Bacillus
kokenli ) ] )
Peptococcus | Desulfitobacterium Nocardia Arthrobacter
prokaryotlar
Eubacterium Bacillus infernus Streptococcus Streptomyces
Ekstrem Desulfurococs | Methanobacterium | Metallosphaera Picrophilus
ortam -
Thermosphaa Thermococcus Acidianus Ferroplasma
kaynakh
prokaryotlar Pyrodictium Haloarcula Haloferax Sulfolobus

(Arkeelar)

Arkealar c¢ok ekstrem kosullarda yasadiklarindan insaat alani sartlarina uygun
olmadiklar1 i¢in biyogimento olusumu ic¢in uygun olmayan gruplardir. Anaerobik
fermentasyon yapan Dbakteriler Ca, Mg ya da Fe iyonlarmin varhiginda toprak

partikiillerinin ¢imentolasmasinda yer alabilir. Bu ¢imentolagma iire ve atik proteinlerin



eklenmesiyle toprakta karbondioksitin iiretimi ve amonifikasyondan kaynaklana pH

artis1 nedeniyle olabilmektedir [4, 27, 28, 5, 29].

Anaerobik bakteriler ekstraseliiler polimerlerin sentezi ile toprak gozenekleri
yapistiramaz ¢iinkii fermentasyonda ¢ok diisiik verimlilikte biyolojik enerji tirettikleri

i¢in biiyiik miktarlarda ¢imento olusumu gergeklestiremezler [30].

Polisakkaritler ve monosakkkaritlerden organik asit, hidrojen ve alkol iireten anaerobik
fermentetif bakteriler anaerobik solunum yapan bakteriler i¢in elektron vericisi olarak
kullanilabilirler. Ornegin demir indirgeyen bakteriler, ¢oziinmeyen Fe (111) bilesiklerini
indirgeyerek ¢oziinmiis Fe (Il) iyonlarinin {retimi i¢in elektron vericisi olarak
fermentasyon triinlerini kullanir [31,32] demirin mikrobiyolojik olarak indirgenmesi
atiksularin ve yeralt1 sularinin temizlenmesi igin ¢evre biyoteknolojisinde kullanilir ve
varsayimsal olarak da toprak ¢imentolanmasi i¢inde kullanilabilir [33, 34, 35, 36].
Biyotikanma ve biyoc¢imentolasmada kullanilabilecek anaerobik solunum Yyapan
bakterilere bir diger 6rnek siilfat indirgeyen bakterilerdir. Bu bakteriler elektron verici
olarak organik asitleri, hidrojeni ya da alkolleri ve elektron alicis1 olarak ta siilfati
kullanarak hidrojen siilfiir tiretirler. Siilfit demir ve diger metal katyonlari ile reaksiyona
girer ¢Oziilmeyen siilfit metalleri toprak partikiillerini birbirine baglar ve toprak
gozeneklerini tikar. Ancak, siilfidler tarafindan olusturulan toprak sikistirilmasi stabil
degildir ¢iinkii acrobik kosullarda siilfatlar kimyasal ya da biyolojik olarak siilfiirik asite
okside edilebilmektedir [24].

Nitrat ve nitritin azota indirgenmesi prosesi olan denitrifikasyon islemi biyogimento
tiretimi i¢cin uygun degildir. Ciinkii bakterilerin ¢ok biiyiik hacimlerde azot liretmesi
gerekecek ve elektron alict olarak ¢ok fazla miktarda nitrata ihtiyaglar1 olacaktir. Bu
durum toprak 1slah ¢alismalar1 i¢in maliyetli olacaktir. Fakiiltatif anaerobik bakterilerin
¢ogu biyog¢imento olusumu i¢in uygun olan biyoajanlar olarak kabul edilebilir, ¢ilinkii
birgok tiirli hiicre agregat olusmunu tesvik eden biiyiik miktarlarda ekzopolisakkaritler
tiretirler. Ayrica hem oksijenli hemde oksijensiz ortamlarda gelisebilirler. Bu gruba
Alcaligenes, Enterobacter, Staphylococcus, Streptococcus, Rhodococcus, Gordonia,
Nocardioides, Myxococcus, Flexibacter, Cytophaga ve Caulobacter cinsleri 6rnek
verilebilir [37, 38, 39].



Aerobik toprak bakterileri toprak partikiillerinni biyobaglanmasi, biyotikanmasi ve
biyogimentasyonu i¢in uygun olabilir. Ciinkii bir¢ok tiirii balgik form zincirleri ve
filamentleri bliyiik miktarda tretir, pH degerini yiikseltir ve farkli organik ve inorganik

maddeleri okside eder.

Gram-pozitif bir grup bakteri olan aktinomisetes hiicreleri bir sekilde partikiilleri

baglayict misel ve toprakta balgik baglama parcaciklari tiretir [40, 41].

Bu bakteriler, aerobik toprak biyotikanmasi ve biyogimentasyonu i¢in en muhtemel olan
biyobaglayicilardir. Her iki fakiiltatif, acrobik ve aerobik olmayan bakterilerin dogrudan
dahil oldugu oOrneklere iire ilave edilerek toprakta amonifikasyon ve karbondioksit
tiretiminin neden oldugu pH artis nedeniyle Ca, Mg ya da Fe iyonlar1 varliginda toprak

partikiillerini baglayabilirler [29].

Coziinmeyen karbonatlar ve metal hidroksitleri pH degerini yiikseltir bdylece toprak
partikiillerinin birlestirilmesini ve toprak gozeneklerinin tikanmasini saglar. Topragin
iist tabakasinda oksijenin varligi nedeni ile oksijene karsi hassas olan anaerobik
bakterilerin kullanim1 zor olabilir. Toprak tikanmasi veya ¢imentasyon i¢in alternatif
olarak kullanilan aerobik bakterilerde 6nemli bir teknolojik sorun toprak icerisindeki

hava kaynagidir.

Havalandirma ve difiizyon yoluyla topraga karisan oksijen kaynagi oram yeterli degilse
anaerobik katman veya bolgeler olusacaktir ve bu bolgelerde aerobik bakteriler aktif
olmayacaktir. Bu nedenle teknolojik ve biyolojik acilardan toprak biyotikanmasi ve
biyo¢imentasyonu i¢in en uygun fizyolojik grup, aerobik ve anaerobik kosullarin her

ikisi altinda aktif olan fakiiltatif anaerobik bakterilerdir [42].

1.3. Biyocimentolasma Mekanizmasi

Dogal olarak biyomineralizasyon islemi kirectast olusumu, kumtasi vb gibi jeolojik kat
tizerinde ¢ok yavas bir hizda gercgeklesir. Biyobeton ¢ok daha kisa bir zaman 6lgeginde

elde edilir [27,2].

1.3.1.Ure Hidrolizi ile Mikrobiyolojik Kaynakh Kalsiyum Karbonat Cokelmesi

Ure, nitrojen igeren bilesiklerin pargalanmasi sonucu biiyiik miktarlarda olusan bir

triindiir. 3.6 yillik bir yarilanma Omriine sahip olan iire kendiliginden bozulabilecegi
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gibi nikel ihtiva eden tireaz (E.C. 3.5.1.5 aminohidrolaz iire) enzimi ile 1014 kat daha
hizl1 bir sekilde hidrolize olur. Urenin hidrolizi sonucunda amonyak ve karbamat olusur,
daha sonra kendiliginden katalizlenen ikinci bir reaksiyonla amonyak ve karbonata

parcalanir [43].

Ure hidroliz yolu ile mikrobiyolojik kaynakli kalsiyum karbonat ¢okelmesinde iireaz
enzimi iireyi katalize eder ve amonyumun varliginda karbonat iyonlarini ¢oktiiriir.
Ortamda kalsiyum iyonlarinin bulunmasi durumunda bu karbonat iyonlar1 kolaylikla
CaCOs seklinde c¢okerler. Ure hidrolizi kullanilan bakteriye bagli olarak gergeklesen

metabolik olayin bir sonucu olarak gerceklesir [44].

1.3.1.1.Biyogimentolasma i¢in CaCO; Cokelmesini Diizenleyen Temel

Parametreler

(1) Kalsiyum Karbonat Konsantrasyonu

Kalsiyum ve karbonat konsantrasyonu bakteriler tarafindan tiretilen CaCOg3’1n birikim
oran1 ve/veya inhibitor etkisi iizerine olumlu ya da olumsuz olabilir. Ure hidrolizi ile 1:1
M oraninda karbonat iyonlar1 iretilir. Bu nedenle artan tire ile, karbonat

konsantrasyonlar1 CaCOz; doygunlugunu saglamak i¢in arttirilabilir.
(i) Ortamin pH Degeri

Ortamin pH’s1 bakteriler tarafindan gergeklestirilen CaCO3 birikimi orani iizerinde

negatif ya da pozitif etkiye sahip olabilir.
(iii) Cekirdeklenme Bolgesinin Olusumu

Cekirdeklenme bolgesinin olusumu O6nemlidir. Ciinkii 6zel bir bolgeden CaCOg3
birikimini baslatarak karbonatlasmanin homojenligini ve saglamligini yonetmektedir.

Kullanilan mikroorganizmanin tipine bagh olarak farklilik gosterebilir.

Ik iki faktér mikrobiyal CaCOs; c¢okelmede CaCOs birikimi igin onemli iken,
bakterilerin kendileri ¢ekirdeklenme bolgeleri gibi davrandiklari i¢in {iglincii faktor ¢ok
fazla 6nemli tasimamaktadir [45,46,6].
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1.3.1.2. Ureaz Kaynag

Ureazlar (E.C 3.5.1.5) amonyak ve karbon dioksitten iire hidrolize eden bitki, bakteri ve
mantarlar icerisinde bulunan nikel bagimli enzimlerdir. Bitki ve mantar tarafindan
tiretilen iireazlar homodimerlerdir yaklasik olarak 90 kDa alt birimininde heksamerleri
vardir. Bakteriyel iireazlar ise iki ya da {i¢ alt birimden olusan bir yapiya sahiptir. Bitki
ya da mantarlar tarafindan {iretilen iireaz monomerlerinin N-terminal ucu bakteriyel
tireaz enzimin kiigiik alt birimine benzer (6rnegin S. pasteurii iireazinin 3 ve y zincirleri)
bitki ve mantar zincirlerinin C-terminal u¢ kisimlar1 bakteriyel {ireazlarin biiyiik alt

birimleri ile benzerdir (6rnegin S. pasteurii lireazinin o zinciri).

Tiim tireazlarin yiiksek sekans benzerligi, protein cesitliligi, benzer ticiinciil yapilar1 ve
katalitik mekanizmalar1 muhtemelen ayni atalara sahip olabilecegini gosterir. Simdiye
kadar sadece bakteriyel iireazlarin (Klebsiella aerogenes, S. pasteurii ve Helicobacter

pylori) 3D kristalografik yapisi basariyla analiz edilmistir [47].

Baz1 bakteriyel iireazlar insan ve hayvan hastaliklarinin patogenezinde etkin bir rol
oynar. Ureaz aktivitesi tek azot kaynagi olarak iire kullanimi igin bakteriye imkan
saglar. S. pasteurii yiiksek miktarda iireaz iireten genis dagilima sahip bir toprak
bakterisidir. S. pasteurii’nin tireaz1 saflagtirillmis ve aktif merkezinde iki nikel iyonu
tagtyan 3 zincirden (o, 61,4 kDa v, 11,1 kDa, B, 14,0 kDa) olusan heteropolimer (afy)
bir yapiya sahip oldugu belirlenmistir. [48].

Ureaz iireten bakteriler amonyuma karsi {ireaz yanitina gore; iireaz aktivitesi
baskilanmis (Pseudomonas aeruginosa, Alcaligenes eutrophus, Bacillus megaterium
and Klebsiella aerogenes) ve iireaz aktivitesi baskilanmamis (Sporosarcina pasteurii,
Proteus vulgaris, Proteus mirabilis, Helicobacter pylori ve Ureplasmas (Mocllicutes) )
olmak tiizere iki ayr1 gruba ayrilabilir. K. aerogenes’ de, hiicre i¢inde amonyum varligi
fazla irenin hidrolizini engelleyen glutaminin iiretimine neden olur. Biyoc¢imento
olusumu sirasinda Yiiksek konsantrasyonlarda iire hidrolize oldugundan dolay

amonyum kullanimu ile iireaz aktivitesi bastirilmamis mikroorganizmalar kullanilir [45].
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1.3.2.Biyo¢imento Olusum Mekanizmasi

Biyog¢imento olusumu 4 asamada gerceklesmektedir (Sekil 1.1).

1- Urenin hidrolizi (1, 2 ve 3): Ure hidrolizi karbonat iyonlarmm 1:1 M oraninda
iiretilmesiyle gerceklesmektedir. Bu asamada 6nemli parametre, ¢Oziinmiis inorganik

karbon konsantrasyonunun miktaridir [2].

2- Alkalikligin arttirilmasi1 (4) : Karbonat tiirlesmesi etkisi nedeniyle cevredeki pH
degeri spesifik iireaz aktivitesinde 6nemli rol oynamaktadir. pH degerinin yaklasik 9,3
degerine arttirilmasi sonucu, NH4 +/NH3 ve CO3 ZIHCO; arasinda denge olusuncaya
kadar NH,"’iin NH3’ e ayrimini baslatir. Ortamdaki pH degeri karbonat olusumunu ve
CaCOg ¢okeltisini onemli derecede etkilemektedir [2]. (Sekil 1.2).

Ureaz
HN-CO-NH:+ H:O ) NH; + H:N-CO-OH (1)
Kendiliginden avrisma

H>N-CO-OH + H,0 =2 NII; + H,CO;3 (2)
Suiginde Dengede

H:CO: <€ = H*+ HCO: (3)
Suiginde Dengede

2NH; ( ) 2NHs+20H- (4)

Sekil 1.2. Ureaz tarafindan iirenin hidrolizi

3- Ca”" iyonlarmin yiizey absorbsiyonu (5 ve 6): Kalsiyum kloriir formunda saglanan

Ca?* bakteri hiicre duvarina eklenirler [2]. (Sekil 1.3).

Ca™ +Hiicre é Hiicre.Ca™ (5)
Cl+ HCO3 + NH; s — NH;Cl+CO; > (6)
Hiicre.Ca™? +CO3 & é Hiicre.CaCO; (7)

Sekil 1.3. Cimento olusumu [2].
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4- Cekirdeklesme ve kristal gelisimi (7) : Bu asama 3 kisimda meydana gelir.

(I) Asir1 doygun ¢ozeltinin gelistirilmesi,

(I1) Kritik doygunlasma noktasinda ¢ekirdeklesmenin (yeni kristallerin olusumu)
baslamasi,

(IIT) Sabit ¢ekirdeklerde spontane kristal gelisimi [2] (Sekil 1.3).

CaCl, \I > Cl' —>NH.Cl

‘a*——> CO*—> CaCo,

- -~

NH;~
CO(NH,),
Substrat

mikro gevre

Sekil 1.4. Yiksek Ca®* iyonu konsantrasyonunda CaCOs birikiminde iireolitik
bakterilerin roliinii gosteren sema.(A) Urenin hidrolizi (B) Alkaliligin
arttirilmasi (C) Ca®* iyonlarinin yiizey absorbsiyonu (D) Cekirdeklesme ve
kristal gelisimi. EPS, {ireolitik hiicreleri ¢evreleyen EPS’nin bulunmasi

halinde ilave-polisakkarit tabakasini ifade eder [23].
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Sekil 1.5. Bakteri hiicre duvarinda CaCOj3 olusumu [49].

Biyog¢imento iiretiminde; Helicobacter pylori, Unidentified gastric cocci, Sporosarcina
pasteurii, Streptococcus salivarius, Recombinant E.coli, Pseudomonas aeruginosa,
Morganella morganii, Providemcia stuartii, Proteus vulgaris, Proteus mirabilis,
Klebsiella pneumoniae, Yersina enterocolitica JB580 mikroorgaanizmalari
kullanilmaktadirlar [45].

Bu mikroorganizmalar disinda Bacillus spp’nin bazi cinsleri igerdikleri {ireaz enzimi
nedeni ile biyog¢imento iiretim potansiyeline sahip olabilmektedirler. Bu c¢alisma
kapsaminda topraktan izole edilen lireaz aktivitesine sahip olan Bacillus tiirlerinin
tanimlanms: aktivitelerinin belirlenmesi ve biyokalsifikasyon 6zelliklerinin arastirilmasi

amaclanmustir.

1.4. LITERATUR OZETi

Kalsiyum karbonat biyomineralizasyonu ge¢misten giiniimiize ve gelecek zamanda
atmosferde bulunan CO, seviyesini dogal olarak kontrol eden bir prosesi igermektedir.
Bakteri iceren siispansiyonlarin ¢okelti denemeleri sirasinda yapilan SEM analizleri

sonucu yasayan hiicrelerin etrafinda veya yiizeylerinde CaCO3 varlig: tesbit edilmistir.
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Fransa’ da yapilan bir ¢alismada, CaCO3 ¢okeltimi oraninin organik alt kiiltiirde gelisen
iki zit zincirli anoksigenik fototropik bakteri tarafindan (haloalkalifilik Rhodovulum
steppense A-20s ve nétrofilik halofilik Rhodovulum sp.S17-65) uyarildigi belirlenmistir.
Diinyanin baslangicindan itibaren, anoksigenik fototrofik bakteri (AFB)’ nin
anoksigenik fotohetotrofik metabolizmas1 ile fotototrofik siyanobakteriler ile

karsilastirildiginda, daha diistik etkili CaCOj3 olusumunun goriildiigii belirtilmistir [49].

Dupraz ve arkadaslarinin, (2009) yaptig1 c¢aligmada, g¢esitli mineralizasyon
proseslerindeki bakterilerin spesifik rolleri ve hiicre dis1 polimerik bilesiklerin (EPS)
matriksi incelenmis, modern sucul (tathi sular, denizler ve yiiksek tuzlu sulardaki) ve
karasal mikrobiyal orneklerinin etkileri tartisilmistir. Bu ¢alisma sonucunda, mikrobiyal
matlarin, jeolojik zamanlar boyunca biyosfer kosullarii etkiledigi, karbonat
cokelmesinin ve tabakalanmig matlarin olusumunun mikrobiyal yollarla meydana

geldigi belirtilmistir [51].

Belgika’da yapilan bir ¢alismada farkli boyuttaki goézeneklere sahip harg¢ Grneginin
devamliligina bakteriyel karbonat ¢okeltiminin etkisi aragtirilmigtir. Yiizeyin CaCOs
kristallerinin olusturdugu ¢okeltinin, orneklerin gozeneklerinde bulunan suyun
absorbsyonunu %65-90 azalttigi belirlenmistir. Bunun sonucu olarak karbonasyon
oran1 %25-30 oraninda ve Kkloritin tasinmasida %10-40 oraninda azaltilmistir. Bu
sonuglar 1s1¢inda bakteriyel karbonat ¢okeltimi uygulamasimin geleneksel yiizey

uygulamalariyla benzer 6zellik gosterdigi belirtilmistir [52].

Siddique ve Chahal (2011), ¢ok sayidaki bakteri tiirlerinin toprak, jeolojik olusumlari,
taze su biyofilmlerinde, okyanuslarda ve tuzlu goller gibi gesitli dogal ortamlarda
mineral karbonat ¢okelmesini sagladigini belirtmislerdir. Segici mikrobiyal prosesler,
CaCOg3 ¢okeltiminin metabolik aktiviteler sirasinda kalsit formuna doniistiirmesi ile
zarar gormils yapilarin ve tarihi eserlerin restorasyonunda yeni bir teknik olarak
kullanilmaktadir. Bu ¢alismaya gére hemen hemen tiim bakterilerin CaCOg tiretimini
gerceklestirdikleri hipotez edilmistir. Ciinkli ¢okeltim; fotosentez, siilfat rediiksiiyonu
ve lre hidrolizi gibi metabolik proseslerin iiretimi ile gerceklesmektedir. Yapilan
caligmanin temel amaci kuvvet, permeabilite, su absorbsiyonu, klorit girisi, mikrobiyal
mineral c¢okeltim benzeri oOzellikleri karsilagtirilmasiyla {imitvar bir teknigin

gelistirilmesi hedeflenmistir [49].
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Dejong et al. (2006) calismalarinda, B. pasteurii ve kire¢ tasi kullanarak zemin
Ozelliklerinin iyilestirilmesini amaglamiglardir. Zemine ii¢ farkli uygulama yapilmistir.
Zemine katki kullanilmadan, B. pasteurii kullanilarak ve kireg tas1 kullanarak uygulama
yapilmig sonuglari analiz edilmistir. Analizlerde kesme dalgasi hizi, ti¢ eksenli basing
dayamimi, SEM analizi ve X-Ray analizi kullamlmistir. lyilestirmeye etki eden
faktorleri, pH, oksijen miktari, metabolik durum, mikrop konsantrasyonu, kalsiyum
iyonlar1 ve bunun yani sira asilama sayisi olarak tanimlamislardir. Kesme dalgasi hizi
analizinde kireg tasi ile iyilestirilmis ve bakteri ile iyilestirilmis zemin benzer sonuglar
gostermistir. Bakteri ile iyilestirilmis zeminde kesme kapasitesi, drenajsiz kesme
kosullarinda artis gostermistir. Uygulama yapilmamis zemin numunesi ile
karsilastirildiginda bakteri ile iyilestirilmis zemin ve kireg tasi ile iyilestirilmis zeminde
baslangic kesme biikiilmesi ve yiiksek elastiklik kapasitesinde artis gézlemlenmistir. X-
ray elektron mikroskobu ile inceleme yapildiginda bakteri ve kireg tasi ile iyilestirilmis
zeminlerin  zemin-partikiil  yilizeylerinin yant sira partikiil baglantilarnt  da
gozlemlenmistir. Mikroskopta kireg tasi ile iyilestirilmis zeminde iyi bigimlendirilmis,
igne sekilli bir kristal yap1 gozlemlenmis bakteri ile iyilestirilmis zeminde ise kiigiik bir
yap1 ile birlikte daha piiriizli doku gézlemlenmistir. Sonu¢ olarak dogal biyolojik
stireglerin kontrolii ve calisacak duruma getirilmesi yolu ile iyi bir ¢imentolama

yapilarak gevsek kum yapilarinin gii¢lendirilebilecegi belirtilmistir [53].

Chou vd. (2011) yaptig1 arastirmada biyogimentolamanin kum tizerindeki etkilerini tam
karisimli biofilm reaktorler seklinde g¢alisan kolonlarda incelemis ve alinan ornekler
Kaliforniya Tasima Oran1 (CBR) testine tabii tutulmustur. Tam karisimli biyofilm
reaktoriiniin i¢inde degisik kosullar (zeminin yogunlugu, hiicre tipleri (61, inaktif
(resting),ve canli hiicreler), ve hiicre konsantrasyonu) altinda uniform kum, S. pasteurii
(ATCC 11859) tarafindan katalize edilmis iire pargalanmasina dayanan mikrobiyal
¢imentolamaya maruz birakilmigtir. Arastirma sonucunda mikrobiyal ¢imentolama
sonucu Ozellikle yiiksek bakteri konsantrasyonlarinda, CBR degerleri yiikselmistir. En
yiiksek konsantrasyonda 6zellikle yogun kum igeren kolonlara canli hiicre eklenmesini
takiben CBR degerleri 2 ila 7 kat artmistir. Tagima giiciindeki bu degisimlerle birlikte
hidrolik iletkenlikte %90’1n iizerinde azalma meydana geldigi gozlenmistir [54].

Hindistan’ da yapilan bir diger ¢alismada; MKC (Mikrobiyal karbonat ¢okeltimi) olarak

tanimlanan dogal olayin iireaz enziminin aktivitesine bagli olarak meydana geldigini
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belirtilmistir. Cok sayidaki toprak mikroorganizmalar1 iireaz iretim yetenegini
gostermektedirler. Bu ¢alismada oOzellikleri gelistirilmis toprak bakterisi olan
B.pasteurii NCIM 2477 kullanilmistir. Karbonat iyonlarmin ¢okeltimi sonucu olarak
CaCO3; meydana gelmesiyle birlikte, lireaz enzimi yolu ile CO; ve amonyak haline
gelmesi i¢in {irenin pargalanmasi gerekmektedir. Bu g¢alismanin sonucunda, orjinal
uygulamalara benzer Orneklerin gelistirilmesi ile c¢esitili tireaz aktivitesi gosteren
mikroorganizmalar kullanilarak {ireaz miktarin1 artirma ihtiyacinin - bulundugu

aciklanmistir [55].

Ramachandran vd (2001), B. pasteurii adli bakteriyi kullanarak betonda meydana gelen
catlaklarin kapatilabilecegini gostermislerdir. Bu c¢aligmada B. pasteurii ismindeki
bakteri tarafindan neden olunan kalsit ¢okelmesi iki ¢esit portland ¢imento harci
numunesi lizerinde incelenmis olup birisi, mikroorganizma karistirilarak hazirlanmis ve
digerinde ise gatlaklar mikrobiyal karisimlarla doldurulmustur. Bu ¢alisma igin, B.
pasteruii ATCC 11859 ve P. aeruginosa ATCC 27853 kullanilmigtir. Caligsma
sonucunda, daha diisiik miktarda canli hiicre iceren portland ¢imento har¢ kiibiiniin
basma dayaniminda énemli miktarda artiglar oldugu gozlemlenmistir. Bununla beraber,
canli veya 6li hiicreler igeren kiiplerin basma mukavemetleri hiicre miktar1 ve kiir siiresi
artarken azalmistir. Bakteri ve kum ile doldurulmus ¢atlaklar i¢in basma dayanimi ve
rijitlikte hiicresiz kiiplerle kiyaslandiginda 6nemli bir artis oldugunu goOstermistir.
Alman elektron mikroskop goriintiileri, mikrobiyal kalsit ¢okelmesinin, oOzellikle
catlagin yiizeye yakin olan yerlerinde oldugunu belirlemistir. Burada, hiicrelerle goriilen
yogun bir kalsit kristal olusumu gozlendigi belirtilmistir [56]. Kantzas ve dig. (1992)
Bacillus pasteurii kullanilarak yapilan kum konsolidasyonunda ¢imentolasmanin
olustugu alanda, gozenekliligin %50 ve gecirgenliginde %90’a kadar azaldig
belirlenmistir [57].

Catlaklarin mikrobiyal mineral ¢oOkeltilmesi kullanilarak iyilestirilmesi tezi petrol
endiistrisinde uygulanmaktadir. Mikroorganizmalarin kaya gozeneklerini tikamasinin
yalnizca kiiglik parcalarin hareketiyle degil ayn1 zamanda mevcut yiizeye ekstraseliiler
organik bilesikler vasitasiyla yapisarak da saglandigi gozlemlenmistir. Calisma
sonucunda ayrica, mikrobiyolojik olarak sebep olunan kalsit ¢okelmesinin ¢evreye

herhangi bir zarar vermedigi de vurgulanmaigtir.



2. BOLUM

GEREC VE YONTEM
2.1 MATERYAL
2.1.1. Toprak ornekleri

Bu ¢alismada Kayseri’nin farkli yerlerinden (Yeni Mahalle’deki insaat alani ve Yesil
Mahalle’deki 2 farkli insaat alam1 Erkilet’teki 2 farkli tarla) alinan toprak ve ¢imento

ornekleri kullanilmistir.

2.1.2. Bakteri ornekleri

Calismada, 14’1 topraklardan ve 1°i kiiltiir koleksiyonlarindan temin edilen referans
suslar olmak tizere, toplam 15 adet Bacillus susu kullanilmistir. Calismada kullanilan
referans Sporosarcina pasteuri (DMS 33) susu Gazi Universitesi Fen Edebiyat

Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Biyoteknoloji Laboratuari’ndan temin edilmistir.

2.1.3. Besiyerleri

Nutrient Stvi (NB) Besiyeri (gr/lt) : Bt Oziitii 1,0 gr, Maya Oziitii 2,0 gr, Pepton 5, 0 gr
sodyum kloriir (NaCl) 5,0 gr.

Nutrient Agar (NA) Besiyeri (gr/lt) : Et Oziitii (beef extract) 1,0 gr, maya oziitii (yeast
ekstrakt) 2,0 gr, pepton 5,0 gr, sodyum kloriir 5,0 gr, agar 15 gr.

Ure Agar Besiyeri: Ure 20,0 gr, Sodyum Klorid 5,0 gr, Monopotasyum Fosfat 2,0 gr,
Jelatin Pepton 1,0 gr, Dekstroz 1,0 gr, Fenol kirmizis1 0,012 gr

Ure agar, Christensen tarafindan enterik basillerin tespiti icin kat1 bir besiyeri olarak
gelistirilmistir.  Mikroorganizmalar, besiyeri igerisindeki iireyi kullandiginda,
inkiibasyon sirasinda, pembe-kirmizi bir renk meydana getirerek bu besiyeri
reaksiyonunu bazik yapan amonyagi olusturmaktadir. Bu nedenle, iireaz iiretimi fenol

kirmizis1 gostergedeki degisim ile saptanabilmektedir.
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Kalsit Presipitasyon Agar Besiyeri (g/l): Nutrient Broth 3,0 gr, Ure 20,0 gr, CaCl,.2H,0
28,5 gr, NaHCO3 2,12 gr, NH4CI 10,0 gr, Agar 15,0 gr

2.1.4. Cozeltiler

Kromozomal DNA izolasyonunda kullanilan ¢ézeltiler

-STE ¢ézeltisi: 10 mM Tris-HCI, 1 M NaCl,1 mM EDTA (pH 8,0)

-Lizozim Cozeltisi: 10 mg/ml olacak sekilde Tris-EDTA tamponu igerisinde
hazirlanmistir.

-Fenol: kloroform: izoamilalkol (25:24:1) ¢ozeltisi: 25 ml fenol, 24 ml kloroform ve 1
ml izoamilalkol karistirilarak hazirlanmistir. Hazirlanan ¢ozelti bir gece 4°C’° de
bekletildikten sonra kullanilmistir.

-Tris-EDTA tamponu (TE): 10 mM Tris, 1 mM EDTA

Ureaz aktivitesi Ve protein tayininde kullanilan ¢ézeltiler

Ure ¢ozeltisi: 10 ml distile suda 25,5 mg iire ¢ozeltilerek hazirlanmaktadir

Fenol nitropurisid: Reaktif A 25 ml distile suda 2,5 gr fenol ¢oziilerek, reaktif B ise 25
ml distile suda 0,0125 gr Na-nitroprussid ¢oziilerek hazirlanir ve 1:1 oraninda
karistirilir.

Alkali hipoklorit ¢ozeltisi: %5°lik (w/v) NaOH, 2gr NaOCI igeren kloraktan 2.9 ml
alimarak 100 ml’ ye distile su ile tamamlanarak hazirlanir.

0.1 M Fosfat tamponu (gr/It): 13,6 gr KH,PO,4 ve 17,4 gr K,HPO, tartilarak ayr1 ayrt 1000
ml distile su igerisinde ¢oziilmiistiir. Hazirlanan iki ¢ozelti belirli oranlarda karistirilarak
pH 8,0’e ayarlanmigtir.

Bradford Boyasi: 100 mg Commasie Blue G-250 50 ml metanolde ¢dziiliip iizerine 100
ml %85’lik H3PO, eklenerek 200 ml distile su ilave edilmistir. Daha sonra boya filtre
kagidindan siiziilmiistiir. Siizelen ¢ozelti ¢ozelti 1:4 oraninda distile su ile seyreltilerek

buzdolabi sartlarinda (0-4 °C) saklanmustir.

2.2. Metot
2.2.1. Toprak oérneklerinin alinmasi

Topragin iist ylizey materyalleri siipiiriildiikten sonra steril bir spatula ile yaklasik
ylizeyden 2-5 cm asagidan 10 gram toprak Ornegi alinarak steril cam kavanozlara

konmustur. Alinan 6rnekler kullanilana kadar +4 °C’ de saklanmustir [58].
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2.2.2. Bakterilerin izolasyonu

Bacillus cinsi bakterilerin izolasyonu

Bacillus cinsine ait bakteri tiirlerinin izolasyonu i¢in Nutrient Broth (NB) besiyeri
kullanilmistir. Kayseri iline ait farkli semtlerdeki insaat alanlarindan alinan toprak ve
¢imento Orneklerinin 1 grami, i¢inde % 2 iire iceren 50 ml nutrient broth (NB) sivi
besiyeri icerisine konularak 37 °C’de 120 saat boyunca 130 rpm’de inkiibasyona
birakilmistir (pH 8.0). Orneklerden 10°den 107" ye kadar seri seyreltmeler
hazirlanarak, 10 seyreltmeden itibaren NA besiyerine 0,1 ml ekimler yapilmis ve 37
°C’ de 1 gece boyunca inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda gelisen koloniler
tireaz aktivitesini kontrol etmek amaci ile iireaz secici ortam olan iireaz agar besiyerine

ekilmistir [59].

Ureaz agar besiyerinde biiyiiyen farkli morfolojik yaprya sahip olan koloniler segilerek
gram boyama yapilmistir. Gram pozitif ¢ubuk sekilli olan bakteriler deney materyali

olarak sec¢ilmistir.

2. 2. 3. Bakterilerin Molekiiler Tanimlanmasi

Nutrient Broth sivi besiyerinde bir gece biiyliyen bakterileri kiiltiirlerinin kromozomal
DNA’lar1 Maniatis (1989)’e gore izole edilmistir [60]. Izolatlar suslart 5 ml’ lik NB
besiyerine ekilmis ve 30 °C’ de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda
hiicre kiiltiirii ependorf tiiplere aktarilarak 13 000 rpm’de 2 dk santrifiij edilerek
coktiirlilmiis ve besiyeri uzaklastirilmistir. Pelletlerin iizerine 500 ml STE tamponu

konularak yeniden ¢oziilmiistiir.

Daha sonra her bir tiipe 10 pg lizozim ilave edilerek karistirilmis ve 37 °C’de bir saat
bekletilmistir. Bu siire sonunda her bir tiipe 0,1 hacim olacak sekilde 3 M sodyum asetat
cozeltisinden ilave edilmistir. Alt iist edilerek 65 °C’ de inkiibasyona birakilmistir. Daha
sonra tizerine 500 pl fenol: kloroform: izoamilalkol (25:24:1) ilave edilerek karistirilmig
ve 13 000 rpm’ de santrifiij edilmistir. Santrifiij islemi sonunda tstteki siv1 kisim steril

tiiplere alinmastir.

Uzerine 2 hacim % 96’ lik etil alkol ilave edilmis ve -20 °C’ de 30 dk bekletilmistir.
Daha sonra 13 000 rpm’ de santrifiij edilerek DNA pellet halinde elde edilmistir.
DNA’lar % 70’ lik etil alkol ile yikanmis ve kurutulmustur. Elde edilen DNA pelletleri
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60 ul TE (10 mM Tris, 1 mM EDTA) tamponu igerisinde ¢oziilerek -20 °C’ de

kullanilana kadar muhafaza edilmistir [18].

Genomik DNA’dan 16S rRNA gen bolgesi 5’- AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’
ileri ve 5’-AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-3’geri primerleri kullanilarak PCR islemi
ile ¢ogaltilmistir.

PCR isleminde asagidaki program kullanilmstir:

95°C’ de 5dk Baslangi¢ denaturasyon asamasi
94°C’de 15sn )
52°C’de 15sn 35 dongii
72°C’de 1dk 30sn
J
72°C’de Sdk Son uzama asamasi

Amplifiye olan PCR friinlerinden hizmet alimi seklinde dizi analizleri yaptirilmistir.
Elde edilen Gen Bankasinda kayitli bulunan Bacillus tiirlerine ait 16S rRNA gen dizileri

ile karsilastirilmis izolatlarin dizi eslestirilmesi yapilmistir.

2. 2. 4. Ureaz Aktivitesinin Belirlenmesi:

Bakterilerin {ireaz aktiviteleri fenol- hipoklorid metoduna gore gergeklestirilmistir [19].
Bu metoda gore 250 ul bakteri kiiltiirii tizerine 1 ml 0,1 M potasyum fosfat tamponu
(pH 8.0) ve 2.5 ml iire (0.1 M) karigimi ilave edilmistir. Karigim 5 dk 37 °C ‘de
bekletilmis ve siirenin sonunda 1’er ml fenol nitropurisid ve alkalin hipoklorit ilave
edilerek 37 °C’ de 25 dk inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda 6rnekler 626
nm dalga boyunda spektrofotometrede Slgiimleri yapilmigtir. Bir {inite iireaz 1 pmol
tire/dk hidrolize edilen enzim miktar1 olarak belirtilmistir. Standart olarak amonyum

klorid kullanilmustir.
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2. 2. 5. Biyokalsifikasyon Ozelliklerinin Belirlenmesi
2. 2. 5. 1. Kat1 besiyerinde CaCOj; (Kalsiyum karbonat) birikiminin gézlenmesi

Bakteriler tarafindan iiretilen CaCO3 (kalsiyum karbonat) birikiminin gozlenmesi igin
kalsit presipitasyon agar ortami kullanilmistir. Ure disindaki tiim malzemeler otoklav ile
steril edilmistir. Ure ise filtre ile steril edilerek ortama ilave edilmistir. Hazirlanan
besiyeri petri kutularina dokiilerek katilasmalari beklenmistir. Katilasan besiyeri
bulunan petri kutularinin merkezine 20 ul bakteri kiiltiirii ilave edilerek 30 °C’ de 6 giin
boyunca inkiibasyona birakilmistir. Petri kutular1 CaCOg3 (kalsiyum karbonat) birikimi

igin siirekli olarak gozlemlenmis ve ¢okelme zonunun biiyiikligi 6lgtilmiistiir [20].

2.2.5. 2. Sivi besiyerinde CaCOj; (Kalsiyum karbonat) birikiminin gozlenmesi

Siv1 besiyerinde CaCOg3 birikimini 6lgmek igin % 2 {ire ve kalsiyum klorid ile
desteklenmis nutrient broth besiyeri (NB-U/Ca) kullanilmistir. 30 ml NB-U/Ca % 2 lik
besiyeri bakteri kiiltiirii ile inokiile edilmis ve 30 °C ‘de 130 rpm’ de 7 giin boyunca
inkiibasyona birakilmistir. Deneyler ii¢ tekrar seklinde gergeklestirilmistir. Sivi
besiyerinde ¢oken CaCO; filtre kagidi ile siiziilerek 60 °C’ de 3 saat boyunca
kurutulmustur [20].

Daha sonra ¢oken CaCO3’tin agirlig1 asagidaki esitlige gore hesaplanmaigtir.
Woc = Wfc — Wf

We=Coken CaCO3’1n net agirhig

Wic=Coken CaCO3 ‘1 igeren kagidin agirhigi

Wi{=Bos filtre kagidinin agirlig1

2.2.6. Taramal elektron mikroskobu (SEM) ve Enerji Dagilimh X Isim1 Analizi

Bakterilerin kalsit birikimi taramali elektron mikroskobu, kalsiyum miktar1 EDX analizi
ile belirlenmistir. % 2 iire ve kalsiyum klorid ile desteklenmis nutrient broth besiyerinde
(NB-U/Ca) iireyen bakterilerin elektron mikroskop goriintiileri ve EDX analizleri
ERNAM (Erciyes Universitesi Nanoteknoloji Arastirma Merkezi )’da hizmet alim
seklinde yaptirilmistir.



3. BOLUM

BULGULAR

3.1. Bacillus Izolatlarmn izolasyonu

Kayseri’nin farkli yerlerinden alinan toprak ornekleri % 2 {iire igeren 50 ml nutrient
broth (pH 8.0) besiyerinde 37 °C’de 120 saat 130 rpm’de inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonunda seyreltilerek uygun besi yerlerine ekildikten sonra gelisen izolatlar
segici iire agar besiyerine ekilmistir. Ure agar besiyerinde saridan pembeye dogru
gerceklesen renk degisikligine neden olan izolatlar {ireaz aktivitesi pozitif olarak
degerlendirilmistir. Ureaz pozitif olan izolatlar secilerek saf kiiltiirleri elde edilmis ve
Gram boyamalar1 yapilmistir. Boyama sonunda Gram pozitif ¢ubuk ve kok sekilli olan

14 izolat tanimlanmas1 yapilmak iizere secilmistir (Tablo 3.1).

Tablo 3.1. Izolatlarin iireaz aktivitesi, Gram boyama &zellikleri ve izole edildikleri

toprak ornekleri

Bakterilerin | Gram Boyama / Sekil Ureaz Izole edildigi toprak
Kodlari aktivitesi ornegi
F1 Gram pozitif/Kok + Insaat alani
F2 Gram pozitif/Kok + Insaat alan
F3 Gram pozitif/Kok + Insaat alani
F4 Gram pozitif /Bacil + Killi toprak
F6 Gram pozitif /Bacil + Tarla topragi
F7 Gram pozitif /Bacil + Tarla topragi
F8 Gram pozitif /Bacil + Tarla topragi
F9 Gram pozitif /Bacil + Insaat alani
F10 Gram pozitif /Bacil + Insaat alani
F11 Gram pozitif /Bacil + Insaat alani
F12 Gram pozitif /Bacil + Insaat alani
F13 Gram pozitif /Bacil + Insaat alani
F14 Gram pozitif /Bacil + Insaat alani
F15 Gram pozitif /Bacil + Insaat alani
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3.2. izolatlarin Molekiiler Tanimlanmasi

Secici lire agar besiyerinde pozitif sonu¢ veren bakterilerin tanimlanmalar igin,
izolatlarin kromozomal DNA’s1 elde edilmistir. Elde edilen kromozomal DNA'’lar
Cizelge 3.1° de ozellikleri verilen Bacillus cinsine 6zgiin primerler kullanilarak PZR ile
cogaltilmistir. PZR iirlinleri agaroz jel elektroforezi ile yiiriitiilmiis ve yaklasik olarak
1554 bp uzunlugunda {irlinler elde edilmistir. (Sekil 3.1) Elde edilen PZR firiinleri

saflastirilarak dizi analizleri yapilmistir.

M I 2 38 & 5% 6 F & '9 10011213 14 I5M

Sekil 3.1. Izolatlara ait 16S rRNA gen bdlgesinin agaroz jel goriintiisii. M: 100bp DNA
markir, 1- F1, 2- F2, 3- F3, 4- F4, 6- F6, 7- F7, 8- F8, 9- F9, 10- F10, 11-F11,
12-F12, 13- F13, 14- F14, 15- F15

Belirlenen niikleotid dizileri Gen Bankasi’ndaki Bacillus cinsine ait bakteri suslarinin
niikleotid dizileri ile karsilastirilarak eslestirmeleri (alignment) yapilmis ve benzerlik
oranlar1 belirlenmistir.

Homoloji analizlerine (dizi eslestirme sonuglar1) gore 3 izolatin Staphylococcus, 11
izolatin ise Bacillus cinsine ait oldugu belirlenmistir. Tanimlanan izolatlarin tiir isimleri

Tablo 3.2 gosterilmektedir.
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Tablo 3.2. 16S rRNA dizi analizi ile tanimlanan izolatlar

Izolat numaralari Tiir isimleri
F1 Staphylococcus pasteuri
F2 Staphylococcus pasteuri
F3 Staphylococcus pasteuri
F4 Bacillus thuringiensis
F6 Bacillus subtilis
F7 Bacillus thuringiensis
F8 Bacillus macroides
F9 Bacillus macroides
F10 Bacillus mycoides
F11 Bacillus thuringiensis
F12 Bacillus macroides
F13 Bacillus macroides
F14 Bacillus thuringiensis
F15 Bacillus mycoides

Eslestirme sonucuna gore F1 izolatimn Staphylococcus pasteuri ATCC 51129
(NR_024669.1) susu ile % 98 oraninda benzerlik gosterdigi belirlenmistir.

Tablo 3.3. F1 izolatinin Staphylococcus pasteuri ATCC 51129 (NR_024669.1) susu ile
16S rRNA dizi eslestirme sonuglari

Izo:5 GGCGTGCCTACTAC-TGCGGGTCGAGCGAACAGATAAGGAGCTTGCTCCTTTGACGTTAG 63
Errrrrrer eer et e e e e e e e e e e e
Ref:34 GGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGAACAGATAAGGAGCTTGCTCCTTTGACGTTAG 93
Izo:64 CGGCGGACGGGTGAGTAACACGT GGATAACCTACCTATAAGACTGGGATAACTTCGGGAA 123
Errrrrrrrrrrr e e et e e e e e e e e e e e e e
Ref:94 CGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGATAACCTACCTATAAGACTGGGATAACTTCGGGAA 153

izo0:124 ACCGGAGCTAATACCGGATAAGATTTTGAACCGCATGGTTCAATAGTGAAAGACGGCCTT 183

EErrrrrrrrrrr e e et e e e e e e e e e e e e e e e
Ref:154  ACCGGAGCTAATACCGGATAAGATTTTGAACCGCATGGTTCAATAGTGAAAGACGGCCTT 213
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Ref:

izo:

Ref:

izo:

Ref:

izo:

Ref:

izo:

Ref:

izo:

Ref:

izo:

Ref:

izo:

Ref:

izo:

Ref:

izo:

Ref:

izo:

:184

214

244

274

304

334

364

394

424

454

484

514

544

574

604

634

664

694

724

754

784

GCTGTCACTTATAGATGGATCCGCGCCGTATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCA

Frrrrrrrerrrrrrrrrerrrrrrrrrr e e et e e e e e ey
GCTGTCACTTATAGATGGATCCGCGCCGTATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCA

AGGCAACGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGAACTGAGACACGGT

Frrrrerrrrrrerrrrrrerrrrrrer et et r e e e
AGGCAACGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGAACTGAGACACGGT

CCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGA

N
CCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGA

GCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTCGGATCGTAAAACTCTGTTATCAGGGAAGAAC

GCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTCGGATCGTAAAACTCTGTTATCAGGGAAGAAC

AAACGTGTAAGTAACTGTGCACGTCTTGACGGTACCTGATCAGAAAGCCACGGCTAACTA

Frrrrerrrerrerrrerrrrrrrerr e e e e e e e e e
AAACGTGTAAGTAACTGTGCACGTCTTGACGGTACCTGATCAGAAAGCCACGGCTAACTA

CGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAA

Frrrrrrrrerrerrrerrrrrrrerr e e e et e e e e e e e
CGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAA

AGCGCGCGTAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGT

Frrrrrrrrerrerrrerrrrrrrrrr e e e e e e e e e e
AGCGCGCGTAGGCGGTTTTTTAAGT CTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGT

CATTGGAAACTGGAAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTG

Frrrrrrrrerrerrrerrrrrrrrrr e e e e e e e e e e
CATTGGAAACTGGAARACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTG

AAATGCGCAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGA

Frrrrrrrrerrerrrerrrrrrrrrr e e e e e e e e e e
ARATGCGCAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGA

CGCTGATGTGCGAAAGCGTGGGGATCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGT

CGCTGATGTGCGAAAGCGTGGGGATCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGT

AAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTA

243

273

303

333

363

393

423

453

483

513

543

573

603

633

663

693

723

753

783

813

843
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Ref:

izo:

Ref:

izo:

Ref:

izo:

Ref:

izo:

Ref:

izo:

Ref:

izo:

Ref:

814

844

874

904

934

963

994

1019

1054

1076

1114

1126

1174

Frrrrerrrerrerrrerrrrrrrrrr e e e e e e e e e e
AAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTA

AGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCC

Frrrrerrrerrerrrerrrrrrrrrr e e e e e e e e e e
AGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCARAGGAATTGACGGGGACCC

GCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTT-ATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAAATCTT

Frrrrrrrrerrerrrerrrrrr e rrrrrrrrr e e e e e e
GCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCARATCTT

GACATCCTTTGACCGCTCTAGAGATAGAGTTT-CCC-TTCGGGG-AC-AAGTGACAGTTG

FEErrrrrrrrrrrre e e e e e e e e et e rrrrrr e r
GACATCCTTTGACCGCTCTAGAGATAGAGTTTTCCCCTTCGGGGGACAAAGTGACAGGTG

CTGCATGCTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGT-GGGTTAAGTCC-GCA-CGAGCGCA

FErrer rerrrerrrerrrrrrrerrrerr e rerr e e rer rrr e
GTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCA

ACC-TTAAGCT-AGCTGC-ATCAT-A-GT-GG-CACTCTAAGT-GACTGCCG-TGACAA-

N e e e e R A
ACCCTTAAGCTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAAGTTGACTGCCGGTGACAAA

C-GGA-GAAGGTGGGGATGACGTCA 1148

Forrr frrrrr el
CCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCA 1198

873

903

933

962

993

1018

1053

1075

1113

1125

1173

izo: 1zolat, Ref: Refererans sus

Eslestirme sonucuna goére F2 izolatinin Staphylococcus pasteuri ATCC 51129 (NR-

114435.1) susu ile % 92 oraninda benzerlik gosterdigi belirlenmistir.

Tablo 3.4. F2 izolatinin Staphylococcus pasteuri ATCC 51129 (NR_114435.1) susu ile

16S rRNA dizi eslestirme sonuglari

Ref:

Ref:

:43

16

:100

76

GATAAGGAGATTGCTCCTTAGACGACAGCGGCGG-CGGG-CAGT-CCACGTGGATTACCT

FErrrrrrr reerrrerr eeer rerrrerr reet e e e i
GATAAGGAGCTTGCTCCTTTGACGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGATAACCT

ACCTATACGACTGGTA-AACTTCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAAGATTTTGAACC

FErrrrr rerrer o rrrrrrr et e e e e e et e e e e e
ACCTATAAGACTGGGATAACTTCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAAGATTTTGAACC

99

75

158

135
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Ref:

izo:

Ref:

izo:

Ref:

izo:

Ref:

izo:

Ref:

izo:

Ref:

izo:

Ref:

izo:

Ref:

izo:

Ref:

izo:

Ref:

:159

136

219

196

279

256

339

316

399

375

459

435

519

494

579

553

638

612

698

670

: 757

GCATGGCTCAATAGTGAAAGACGGCCTTGCTGTCACTTATAGATGGATCCGCGCCGTATG

FEErEr rrrrrrrrrer e e e e e e e e e e e e e e e
GCATGGTTCAATAGTGAAAGACGGCCTTGCTGTCACTTATAGATGGATCCGCGCCGTATT

AGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGCAACGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTG

FErrrrrrrrrrrrrrerrerrrr e e e e e et e e e e e e e
AGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGCAACGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTG

ATCGGCCACACTGGAACTGAGACACGATCCAGACTTATACGGGAGGCAGCAGTAGGGAAT

FErrrrrrrrrrrrrrerreerreer verreert rrrrrrrrr e e e
ATCGGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAAT

CTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAACCCCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTCGG

Frrrrrrrrerrerrrerrrrrrrerrrrret o rrrr e e e e e
CTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAA-CGCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTCGG

ATCGTAAAACTCTGTTATCAGGGAAGAACAAACGTGTAAGTAACTGTGCACGTCTTGACG

Frrrrrrrrerrerrrerrrerrrrrrrerr e et e e e e e
ATCGTAAAACTCTGTTATCAGGGAAGAACAAACGTGTAAGTAACTGTGCACGTCTTGACG

GTACCTGATCAGAAAGCCACGGCTAAGCTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTG

N
GTACCTGATCAGAAAGCCACGGCTAA-CTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTG

GCAAGCGTTATCCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGCGGTTTTTTAAGTCTGA

Frrrrrrrrer ererrrrrrrrrrrr e e e e e e e e e e
GCAAGCGTTAT-CCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGCGGTTTTTTAAGTCTGA

TGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGG-CATTGGAAACTTGGAAAACTTGAGTGCAG

Frrrrrrrrerrerrrrrrrrrrrrrer et rerrrrrr et e e e
TGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAAC-TGGAAAACTTGAGTGCAG

AAGAGGAAAGTGGAATTCCCATGTGTAGCGGTGAAATGGCGCAAAGATATGGAGGAACAC

Frrrrerrrerrerrre reerrrrrrrrrrrrrr e rrrrr e e e
AAGAGGAAAGTGGAATT-CCATGTGTAGCGGTGAAAT ~GCGCAGAGATATGGAGGAACAC

GCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAGCTGACGCTGGATGGGCGAA-GCGTGGGGG

—CAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACGCTG-ATGTGCGAAAGCGT-GGGG

ATCCAACCGGAATAAGATACCCTGG-AGGCCACGCCCGAAACGAATGAGTGCTAAGTTGT

218

195

278

255

338

315

398

374

458

434

518

493

578

552

637

611

697

669

756

726

815
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R R e AR R R
Ref:727  ATCAAACAGGATTA-GATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACG-ATGAGTGCTAAG-TGT

1z0:816 TAAGGGGTTTCCGCCCCCTTAAAGCTGGAGCTTAACGCATTAAGCACTCCGCTTGGGGAG

e e e
Ref:784  TAGGGGGTTTCCG-CCCCTTAGTGCTGCAGC-TAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAG

1z0:876 AACGAACCGCAAGGTTGAAACTCAAA-GAATTGAGGGGGACC-GCCAAAGCGTTGGAGCT

FEErrrrrrrrrrrr et e et e reerre e reerrer e rrrrr rrrrrd
Ref:842  TACG-ACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCA

1z0:934 TGTGGTTTTAATTCG-AGCAACGGGAAAAAACTTTACCAAATTTTGGAC-TCGCTTTGGA

FErrrrrr rerrrr rerrert e v rer rrrrrrr o rer rr re rrrd
Ref:901  TGTGGITT-AATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTT-ACCAAATCTTIG-ACATC-CTTTIGAC

120:992 CGGTTTaaaaaaaGAAAGTTTTCCCCTTCGGGGGAAAAAGGGAAAGYYYYYggATTGGTT

N e R e e e
Ref:957 CGCTCTAGAGATAG--AGTTTTCCCCTTCGGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCAT-GGTT

1z0:1052 G 1052

|
Ref:1014 G 1014

783

875

841

933

900

991

956

1051

1013

F3 izolatinin Staphylococcus pasteuri ATCC 51129 (NR_024669.1) susu ile % 99

oraninda benzerlik gosterdigi belirlenmigtir.

Tablo 3.5. F3 izolatinin Staphylococcus pasteuri ATCC 51129 (NR_024669.1) susu ile

16S rRNA dizi eslestirme sonuglari

1z0:10 GGCGGCGTGCT--ATACATGCGAGTCGAGCGA-CAGATAAGGAGCTTGCTCCTCTTTGAC

Ref:31 GGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGAACAGATAAGGAGCTTGCTCCT--TTGAC

1zo:67 GTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGATAACCTACCTATAAGACTGGGATAACTTC

Ref:89 GTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGATAACCTACCTATAAGACTGGGATAACTTC

66

88

126

148
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Izo:

Ref:

izo:

Ref:

izo:

Ref:

izo:

Ref:

izo:

Ref:

izo:

Ref:

izo:

Ref:

127

149

187

209

247

269

307

329

367

389

427

449

487

509

GGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAAGATTTTGAACCGCATGGTTCAATAGTGAAAGACG

GGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAAGATTTTGAACCGCATGGTTCAATAGTGAAAGACG

GCCTTGCTGTCACTTATAGATGGATCCGCGCCGTATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCT

GCCTTGCTGTCACTTATAGATGGATCCGCGCCGTATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCT

TACCAAGGCAACGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGAACTGAGAC

TACCAAGGCAACGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGAACTGAGAC

ACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTG

ACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTG

ACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTCGGATCGTAAAACTCTGTTATCAGGGA

ACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTCGGATCGTAAAACTCTGTTATCAGGGA

AGAACAAACGTGTAAGTAACTGTGCACGTCTTGACGGTACCTGATCAGAAAGCCACGGCT

AGAACAAACGTGTAAGTAACTGTGCACGTCTTGACGGTACCTGATCAGAAAGCCACGGCT

AACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGG

AACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGG

186

208

246

268

306

328

366

388

426

448

486

508

546

568
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1z0:547 CGTAAAGCGCGCGTAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGG 606

Frrrrrerrrrrrererrrreerrrrrr et e et e et
Ref:569 CGTAAAGCGCGCGTAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGG 628

120:607 AGGGTCATTGGAAACTGGAAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAG 666

Frrrrrerrrrrrererrrrerrrrrr et e et et e
Ref:629 AGGGTCATTGGAAACTGGAAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAG 688

120:667 CGGTGAAATGCGCAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTA 726

Frrrrrerrrrrrererrrreerrrrrr et e et e et
Ref:689 CGGTGAAATGCGCAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTA 748

1z0:727 ACTGACGCTGATGTGCGAAAGCGTGGGGATCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCAC 786

FErrrrerrrrrrerrrrrrerr e et e et et e
Ref:749 ACTGACGCTGATGTGCGAAAGCGTGGGGATCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCAC 808

12z0:787 GCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACG 846

FErrrrerrrrrrerrrrrreerrrrrr e et e et et
Ref:809 GCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACG 868

1z0:847 CATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGA 902

FEErrrrrrrrrrrr e e e e e et e et e e e e e e e e
Ref:869 CATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGA 924

F4 izolatinin Bacillus thuringiensis ATCC 10792 (NR 114581.1) susu ile % 99

oraninda benzerlik gosterdigi belirlenmistir.

Tablo 3.6. F4 izolatinin Bacillus thuringiensis ATCC 10792 (NR_114581.1) susu ile
16S rRNA dizi eslestirme sonuglari

1z0:23 TACATGCG-GTCGAGCGAATGGATTAAGAGCTTGCTCTTATAGAAGTTAGCGGCGGACGG 81

FEErrrr rrrrrrrrrrerrre e reerrerr et e e e e
Ref:35  TACATGCAAGTCGAGCGAATGGATTGAGAGCTTGCTCTCA-AGAAGTTAGCGGCGGACGG 93

1z0:82 GTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTA 141

CEErrrrrrrrrr e r et e e et et e
Ref:94 GTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTA 153

1z0:142 ATACCGGATAACATTTTGAACTGCATGGTTCGAAATTGAAAGGCGGCTTCGGCTGTCACT 201
Lttt ettt
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Ref:

izo:

Ref:

izo:

Ref:

izo:

Ref:

izo:

Ref:

izo:

Ref:

izo:

Ref:

izo:

Ref:

izo:

Ref:

izo:

Ref

izo:

Ref:

154

202

214

262

274

322

334

382

394

442

454

502

514

562

574
622

634

682

1694

742

754

:802

ATACCGGATAACATTTTGAACTGCATGGTTCGAAATTGAAAGGCGGCTTCGGCTGTCACT

TATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGA

A
TATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGA

TGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCC

Frrrrrerrrrrrererrrreerrrrrr et e et e et
TGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCC

TACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCG

A
TACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCG

CGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCTAG

A
CGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCTAG

TTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAG

FEErrrrrrrrrrrr et r e et e e e e e e e e e e e e
TTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAG

CAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCG

FEErrrrrrrrrrrr e et e e et e e e e et r e e e e e
CAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCG

CAGGTGGITTCTITAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAA
FErrrrrrrrrrrrrrerre e e e e e e e e et r e e e e
CAGGTGGITTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAA
ACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGT

FEErrrrrrrrr et e et e e et e e e e et e e e e e e
ACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGT

AGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGG

CErrrrrrrrrr e e e e e e et
AGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGG

CGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATG

CGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATG

AGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTTAACGCA-TAAGCACTCC

213

261

273

321

333

381

393

441

453

501

513

561

573

621

633
681

693

741

753

801

813

860
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Ref:

izo:

Ref:

814

861

874

FErrrrrrrrrrrrrrrrrerrrrerrerrrerr e e e e e e e e
AGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCC

GCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGG-ATTGACGGGG 907

FEErrrrrrrrrrrreer e e e e e e e e et e
GCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGG 921

873

F6 izolatimin Bacillus subtilis JCM 1465 (NR 113265.1) susu ile % 99 oraninda
benzerlik gosterdigi belirlenmistir.

Tablo 3.7. F6 izolatinin Bacillus subtilis JCM 1465 (NR_113265.1) susu ile 16S rRNA

dizi eslestirme sonuglari

Ref

izo

Ref:

izo:

izo:

Ref:

Ref:

izo:

Ref:

izo:

Ref:

izo:

Ref:

8

8

65

166

125

126

:185

186

245

246

305

306

365

366

GCTGGCGGCGTGCT--ATACATGCA-GTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGTCTCCCCTGA

FEEEEEEErrrrd FEErrrrrr et et e e e e e
GCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTG-CTCCC-TGA

TGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTC

FEErrrrrrrrr et e et e et e e e e e e et e e e e e e
TGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTC

CGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGCTTGTTTGAACCGCATGGTTCAAACATAAAAGGT

FErrrrrrrrrrrrr e et e e et et err et e e e e e e
CGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGGTTGTTTGAACCGCATGGTTCAAACATAAAAGGT

GGCTTCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGG

FEErrrrrrrrr et e et e e et e et e e e e e e e e e e e
GGCTTCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGG

CTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAG

Frrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e e et e et e e
CTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAG

ACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTC

FErrrrrrrrrr e et et e e e e e e e e e e e e e e
ACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTC

TGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGG

FErrrrrrrrrrrrrrerre e e e e e e e e et e e e e e e e
TGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGG

64

65

124

125

184

185

244

245

304

305

364

365

424

425




Ref:

izo:

Ref:

izo:

Ref:

izo:

Ref:

izo:

Ref:

izo:

Ref:

izo:

Ref:

izo:

Ref:

izo:

Ref:

:425

426

485

486

545

546

605

606

664

666

724

726

784

786

844

846

903

906

GAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACG

FErrrrrrrrrrrrrrerrerrrr e e e e e et e e e e e e e
GAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAARAGCCACG

GCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATT

FEErrrrrrrrr et e et e et e e e e e e e et e e e e e e e
GCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATT

GGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTCCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCG

FErrrrrrrrrrrrrrrrrerrre e rerrrerr e et e e e e e e e
GGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCG

GGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGG-ATTCCACGTG

FEErrrrrrrrrrrre e e e e et e et err e e e e rrr et e
GGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTG

TAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCT

FEErrrrrrrrrrrr et e e e e et e e e et e e e e e e e
TAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGT GGCGAAGGCGACTCTCTGGTCT

GTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTC

A
GTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTC

CACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTATGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTA

FErrrrrrrrrrrrrrerrerrrrerreer e et e e e e e e
CACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTA

ACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGG-ATTGAC

A
ACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGAC

GGGGGCCCGCACAAGCG 919

FEEETEErrrrrrrrrd
GGGGGCCCGCACAAGCG 922

484

485

544

545

604

605

663

665

723

725

783

785

843

845

902

905
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F7 izolatinin Bacillus thuringiensis ATCC 10792 (NR_114581.1) susu ile % 82
oraninda benzerlik gosterdigi belirlenmistir.

Tablo 3.8. F7 izolatinin Bacillus thuringiensis ATCC 10792 (NR _114581.1) susu ile
16S rRNA dizi eslestirme sonuglari

Izo: 34 CGATGGATTCTTACCTCGCTCTTTTGAA-TGACCCGGCGCTCGGGTGAGGAACACCTGTG 92

FEEEEETT e e e e R N
Ref: 21 CGATGGATTAAGAGCTTGCTCTTATGAAGTTA-GCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGG 79

fzo: 93 -CACCTGCCCATAATACTGGGATTGCTCCGGGAAACCGTTGCTGATACCGGATAACATTT 151

CErrrrerrrrr reerrrrr o rrrrrerrrrrrr e rrrr e
Ref: 80 TAACCTGCCCATAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAACATTT 139

1z0:152 TGAACTGCATGGCTCGAAATTGGAAGGAGGTTTCGGCTGTTTCTTATGGATGTACCCGCG 211

FEErr rerrrr rrerrrrer et er rrrrerrrtrrrrrrr e e
Ref:140 TGAACCGCATGGTTCGAAATTGAAAGGCGGCTTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCG 199

1z0:212 ACG-ATTAGCTATATGATGAGGTATCGTCTCACCACGG-TTCGATGCAGCTG-CGACCTG 268

N N R R R R R FErrer 1t
Ref:200 TCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGC-GTAGCCGACCTG 258

120:269 ATAGGGTGATCGGCCACACTGGTACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCTC 328

Forrrrrrrrrrrrrr e e e et e et e et e e e e e e
Ref:259 AGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAG 318

120:329 TGGGGAATCTTCCGCAATGGACTTACCT-TGACGGAGCAAC-CCTCTGTGAGTGATGARAA 386

Forrrrrrrrrrerrrerreer b b rrrrrrrrr e e b
Ref:319 TAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGC-GTGAGTGATGAAG 377

1z0:387 CCTTTCG-TACTTATAAACTCTGTTGCCTTGGACAAACATGTGCTACTTTGAATAAGCTG 445

FEEEn Pt L R
Ref:378 GCTTTCGGGTCGTA-AAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCTA-GTTGAATAAGCTG 435

1z0:446 GCACCTTGACGGTACCTAACCATATAGCCACGTATAACTACGTGCCC-CTGCCCGCGTTA 504

Lrrrrrrererrrrreerrrrr orrrrrer o rrrrrrrrrrrr ot rrrer
Ref:436 GCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAG-CCGCGGTA 494

1z0:505 ATACTTATGTGTCAAGCGTTATCCGTATTTATTGACCGTAGAGCGCGCGCATGTGTCTAC 564

T T e e s 1 1 I T O O
Ref:495 ATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTC 554
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1z0:565 TCAAGTCTGATGAGACCGCCCACGGCTCAACCG-G-AGAGCTGCATTGGATACTGGAACA 622

e e e R n
Ref:555 TTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGG-T-CATTGGAAACTGGGAGA 612

12z0:623 CTTGATTGCAAAATAAGAGAGAGACATTCCTTGTTGAAGAGGCGACATGCGTATACATAT 682

I e e e e e e e R
Ref:613 CTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATG-TGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATAT 671

1z0:683 GTAAGAACTCCAGTGAATACCCTTAATTTCTCGTACTGCCTCTGACTCTGAGGCGCCCAT 742

Frrrrr el [ et rrd R .
Ref:672 GGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCIGGT-CTGTAACTGACACTGAGGCGCGARA 730

1z0:743 -CGAGGGGATTAA-CAGATTTTATATACCCTCCCATTCCCCTACTGTATCAATGAGTGCT 800

Ref:731 GCGTGGGGAGCAAACAGA--TTAGATACCCTGGTAGTCCACGCC-GTAACGATGAGTGCT 787

1z0:801 AATTATCAGAGGGTTCCCTTCCGTTCTATGGCTGAGGATAGCGCATATAGCACTTCCGTC 860

Ref:788 AAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCC-TT-TAGTGCTGAGG-TAACGCATA--GCACT-CCGCC 841

Iz0:861 TG 862

Ref:842 TG 843

F8 izolatinin Bacillus macroides LMG 18474 (NR _114920.1) susu ile % 96 oraninda
benzerlik gosterdigi belirlenmistir.

Tablo 3.9. F8 izolatinin Bacillus macroides LMG 18474 (NR_114920.1) susu ile 16S
rRNA dizi eslestirme sonuglari

1z0:22 ATAC-TGCGAGTCGAGCGAACAGA-AAGGAGCTTGTCTCCTCTTTGACGTTAGCGGCGGA 79

FEEE e rrrrrrrrrre e rreerrerrt rerer b et e
Ref:24  ATACATGCAAGTCGAGCGAACAGAGAAGGAGCTTG-CTCCT--TCGACGTTAGCGGCGGA 80

1z0:80 CGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTACCCTATAGTTTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGG 139

CEErrrrrrrrrr e r et e e et et e
Ref:81 CGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTACCCTATAGTTTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGG 140

1z0:140 CTAATACCGAATAATCTCTTTTGCTTCATGGTGAAAGACTGAAAGACGGTTTCGGCTGTC 199
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Ref:

izo

Ref:

izo:

Ref:

izo:

Ref:

izo:

Ref:

izo:

Ref:

izo:

izo:

Ref:

izo:

Ref:

izo:

Ref:

izo:

Ref:

141

:200

201

260

261

320

321

380

381

440

441

500
560

561

620

621

678

679

734

738

FErrrrrrrrrr rrrrrrerrrrerrerrrerr et e e e e e e
CTAATACCGAATMATCTCTTTTGCTTCATGGTGARAAGACTGAAAGACGGTTTTGGCTGTC

GCTATAGGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGA

FErrrrrrrrrrrrrrrrrerrrrerrerrrerrrerrrrrr e rrrrr e e
GCTATAGGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGA

CGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGAC

FEErrrrrrrrrrrrr et e e et e e e e e e e e e e e e e
CGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGAC

TCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGAAAGCCTGATGGAGCAACG

FEErrrrrrrrr et et e et e et e e e e e et e e e e e e
TCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGARAAGCCTGATGGAGCAACG

CCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTACAACTCTGTTGTAAGGGAAGAACAAGTAC

FEErrrrrrrrr et et et e et e et et e e e e e e e
CCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTAAGGGAAGAACAAGTAC

AGTAGTAACTGGCTGTACCTTGACGGTACCTTATTAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCC

A
AGTAGTAACTGGCTGTACCTTGACGGTACCTTATTAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCC

AGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCG
CGCAGGCGGTCCTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGG

FEErrrrrrrrrrrr e et e e et e e e e et r e e e e e
CGCAGGCGGTCCTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGG

AAACTGGGGGGACTTGAGTGCAGAAGAGGGAAAGTGGAATTCCAAGTG-ACCGG-GAAAT

FEErr trrrrrrrrrerre et rerrrrrerrrrrr e et rrir
AAACT-GGGGGACTTGAGTGCAGAAGA-GGAAAGTGGAATTCCAAGTGTAGCGGTGAAAT

G-GCAGAAGATTTGAAGGAACA-CAGTGGCGAAGG-GACTTTCTGGTCTG-AACTGACGC

bt rerrrr e reerrrr rerrrrrerrrt trrrrr e rrrr rr e
GCGTAG-AGATTTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACGC

TGAGG-GC-AAAGCG-GGGGA-CAAACA 757

A
TGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA 765

200

259

260

319

320

379

380

439

440

499

500

559
619

620

677

678

733

737




F9 izolat1 Bacillus macroides LMG 18474 (NR_114920.1) susu ile % 99 oraninda

benzerlik gosterdigi belirlenmistir.
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Tablo 3.10. F9 izolatinin Bacillus macroides LMG 18474 (NR 114920.1) susu ile 16S

rRNA dizi eslestirme sonuglart

Ref:

izo:

Ref:

izo:

Ref:

izo:

Ref:

izo:

Ref:

izo:

Ref:

izo:

Ref:

izo:

Ref:

27

33

86

93

146

153

206

213

266

273

326

333

386

393

446

453

:506

AGTCGAGCGAACAGA-AAGGAGCTTGCTCCTTTGACGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAAC

AGTCGAGCGAACAGAGAAGGAGCTTGCTCCTTCGACGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAAC

ACGTGGGCAACCTACCCTATAGTTTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGAAT

ACGTGGGCAACCTACCCTATAGTTTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGAAT

AATCTCTTTTGCTTCATGGTGAAAGACTGAAAGACGGTTTCGGCTGTCGCTATAGGATGG

MATCTCTTTTGCTTCATGGTGAAAGACTGAAAGACGGTTTTGGCTGTCGCTATAGGATGG

GCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCC

GCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCC

GACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGG

GACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGG

CAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGAAAGCCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGA

CAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGAAAGCCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGA

AGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTAAGGGAAGAACAAGTACAGTAGTAACTGG

FEEEErrrrrrr et e et e et e et e e e e e e e e e e e e e
AGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTAAGGGAAGAACAAGTACAGTAGTAACTGG

CTGTACCTTGACGGTACCTTATTAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGT

CTGTACCTTGACGGTACCTTATTAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGT

AATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTCC

85

92

145

152

205

212

265

272

325

332

385

392

445

452

505

512

565
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Ref:

izo:

Ref:

izo:

Ref:

izo:

Ref:

izo:

Ref:

izo:

Ref:

:513

:566

573

626

633

685

693

745

753

804

813

861

873

FErrrrrrrrrrrrrrerrerrrr e e e e e et e e e e e e e
AATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTCC

TTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGGAC

FErrrrrrrrrrrrrrerrerrrr e e e e e et e e e e e e e
TTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGGAC

TTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGG-ATTCCAAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATTTGG

Frrrrrrrrrrrrrrrerre et rerrrrrerr e et e e e e e e
TTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCAAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATTTGG

AGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCG

FEErrrrrrrrrrrr e et e e e et e e e e e e e e e e e e e
AGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCG

TGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCT-AGT

FEErrrrrrrrrrrrerrre e e et eerrerr e e e e e e e e e 1
TGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGT

GTTA-GGGGTTTCCG-CCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCG-CTGGGGAG

FEErrrrrrrrrer rrrreerrrrrrrrrrrrre et e e et
GTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAG

TACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGG 899

FEEETEErrrrrr ettt et e
TACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGG 911

572

625

632

684

692

744

752

803

812

860

872

F10 izolatinin Bacillus mycoides NBRC 101228 (NR_113990.1) susu ile % 98 oraninda

benzerlik gosterdigi belirlenmistir.

Tablo 3.11. F10 izolatinin Bacillus mycoides NBRC 101228 (NR_113990.1)susu ile

16S rRNA dizi eslestirme sonuglari

Ref:

Ref:

:57

65

GCTGGCGTGCGCGTGCCTA-TACATGCA-GTCGAGCGA-TGGATTA-GAGCTTGCTCTTA

LT FEEEEEErE trrrr e rerr et rrr et rrr e et
GCTGGCG---GCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGAATGGATTAAGAGCTTGCTCTTA

TGAAGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATAAGACTGGGATAA

FEErrrrrrrrrrrr e et e e e et et errrerr et terr e et
TGAAGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTACCCATAAGACTGGGATAA

56

64

116

124
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Ref:

izo:

Ref:

izo:

Ref:

izo:

Ref:

izo:

Ref:

izo:

Ref:

izo:

Ref:

izo:

Ref:

izo:

Ref:

izo:

Ref:

117

125

177

185

237

245

297

305

357

365

417

425

477

485

537

545

597

605

656

665

716

CTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAACATTTTGCACCGCATGGTGCGAAATTGAAA

FErrrrrrrrrrerrrerreerreerreer eerrer e e e e
CTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAATATTTTGAACTGCATAGTTCGAAATTGARA

GGCGGCTTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAA

FErrrrrrrrrrrrrrerrerrrr e e e e e et e e e e e e e
GGCGGCTTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAA

CGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACT

FEErrrrrrrrrrr verrr e et e e e e e et e e e e e e e
CGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACT

GAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAA

FEEErrrrrrrr et e et et r e e e e e e e e e e e e e
GAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGARA

GTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTT

FEErrrrrrrrrrrr e et e e e et e e e e e e e e e e e e e
GTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTT

AGGGAAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCC

A
AGGGAAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCC

ACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATT

FErrrrrrrrrrrrrrrrre e e e e e e e e et e e e e e e
ACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATT

ATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAA

FErrrrrrrrrrrrrrerrerrrr e e e e e et r e e e e e
ATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGT CTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAA

CCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGG-ATTCCAT

FErrrrrrrrrrerrrrrrerrreerrrrrrerr e e e e e e e e
CCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCAT

GTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGG

GTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGG

TCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTA

176

184

236

244

296

304

356

364

416

424

476

484

536

544

596

604

655

664

715

724

775
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Ref:

izo:

Ref:

izo:

Ref:

725

776

785

836

845

FErrrrrrrrrrrrrrerrerrrr e e e e e et e e e e e e e
TCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCARACAGGATTAGATACCCTGGTA

GTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAG

FErrrrrrrrrrrrrrerrerrrr e e e e e et e e e e e e e
GTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAG

TTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGG-CGCAAGGCTGAAACTCAAAG 889

FEErrrrrrrrrrrrrerreerrerrrrrr et et e e e
TTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAG 899

784

835

844

F11 izolatinin Bacillus thuringiensis ATCC 10792 (NR_114581.1) susu ile % 99

oraninda benzerlik gosterdigi belirlenmistir.

Tablo 3.12. F11 izolatinin Bacillus thuringiensis ATCC 10792 (NR_114581.1) susu ile
16S rRNA dizi eslestirme sonuglari
1z0:6 CGCTGGGCGGGTGCT-~ATACATGCA-GTCGAGCGA-TGGATT-AGAGCTTGCTCTTATG 60
FETEEE 1 T 0 e A I O
Ref:17  CGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGAATGGATTGAGAGCTTGCTCTCAAG 76
120:61  AAGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATAAGACTGGGATAACT 120
FErrrrerrrrrrerrrrrrerrrrrr e et e et e e
Ref:77  AAGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATAAGACTGGGATAACT 136
1z0:121 CCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAACATTTTGAACTGCATGGTTCGAAATTGAAAGG 180
FErrrrerrrrrrerrrrrrerr e e et e et et e
Ref:137 CCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAACATTTTGAACTGCATGGTTCGAAATTGAAAGG 196
120:181 CGGCTTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACG 240
Frrrrrerrrrrrerrrrrrerrrrrr e et et et
Ref:197 CGGCTTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACG 256
120:241 GCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGA 300
FEEErrErrrrrrerr e et et et e et
Ref:257 GCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGA 316
120:301 GACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGARAGT 360
FEEErrrrrrrrrerrrrrr e et e ettt e
Ref:317 GACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGT 376
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Ref:

izo:

Ref:

izo:

Ref:

izo:

Ref:

izo:

Ref:

izo:

Ref:

izo:

Ref:

izo:

Ref:

izo:

Ref:

:361

377

421

437

481

497

541

557

601

617

661

677

721

737

781

797

841

857

CTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAG

FErrrrrrrrrrrrrrerrerrrr e e e e e et e e e e e e e
CTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTIGTTAG

GGAAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCAC

FEErrrrrrrrr et e et e e e et e e e e e e e e e e et e e
GGAAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCAC

GGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTAT

FErrrrrrrrrrrrrrerrerrrr e e e e e et e e e e e e e
GGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGT GGCAAGCGTTATCCGGAATTAT

TGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACC

FEErrrrrrrrrrrr e et e e e et e e e e e e e e e e e e e
TGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGT CTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACC

GTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGT

FEErrrrrrrrrrrr e et e e e et e e e e e e e e e e e e e
GTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGT

GTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTC

A
GTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTC

TGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGT

FErrrrrrrrrrrrrrerrerrrr e e e e e et r e e e e e
TGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGT

CCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTT

FErrrrrrrrrrrrrrerrerrrr e e e e e et r e e e e e
CCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTT

AACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGG-CGCAAGGCTGAAACTC 888

FEEEEErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr rerrrrrrrrrrrr e
AACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTC 905

420

436

480

496

540

556

600

616

660

676

720

736

780

796

840

856
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F12 izolat1 Bacillus macroides LMG 18474 (NR_114920.1) susu ile % 98 oraninda

benzerlik gosterdigi belirlenmistir.

Tablo 3.13. F12 izolat1 Bacillus macroides LMG 18474 (NR 114920.1) susu ile 16S
rRNA dizi eslestirme sonuglart

1zo0:7 CTGGCG-CGTGCT--ATACATGCA-GTCGAGCGAACAGA-AAGGAGCTTGTCTCTCTTTG 61

LR Trrn FEErrerrr rrerrrerrrerer rerrrrrrrr e retd
Ref:9 CTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGAACAGAGAAGGAGCTTG-CTC~-CTTCG 66

1z0:62 ACGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTACCCTATAGTTTGGGATAACT 121

FErrrrrrrrrrrerrrrrrrrrr e et e et e et
Ref:67 ACGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTACCCTATAGTTTGGGATAACT 126

1z0:122 CCGGGAAACCGGGGCTAATACCGAATAATCTCTTTTGCTTCATGGTGAAAGACTGAAAGA 181

Frrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrreer terrrrr e e et e e
Ref:127 CCGGGAAACCGGGGCTAATACCGAATMATCTCTTTTGCTTCATGGTGAAAGACTGAAAGA 186

12z0:182 CGGTTTCGGCTGTCGCTATAGGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACG 241

FEErrr rrrrrrerrrrrreer e et e et et
Ref:187 CGGTTTTGGCTGTCGCTATAGGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATG 246

1z0:242 GCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGA 301

Ref:247 GCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGA 306

12z0:302 GACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGARAGC 361
Crrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e e et r et e e

Ref:307 GACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGAAAGC 366

12z0:362 CTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTAAG 421

FErrrrrrrrrrrrrrerrerrrr e e e e e et r e e e e e
Ref:367 CTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTITCGGATCGTAAAACTCTGTTIGTAAG 426

1z0:422 GGAAGAACAAGTACAGTAGTAACTGGCTGTACCTTGACGGTACCTTATTAGAAAGCCACG 481

FErrrrrrrrrrrrrrrrre e e et e e e e et e e e e e e e
Ref:427 GGAAGAACAAGTACAGTAGTAACTGGCTGTACCTTGACGGTACCTTATTAGAAAGCCACG 486

1z0:482 GCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATT 541

FErrrrrrrrrrrrrrerre e e e e e e e e et e e e e e e e
Ref:487 GCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTIGTCCGGAATTATT 546
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1z0:542 GGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTCCTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCG 601

Frrrrrerrrrrrererrrreerrrrrr ettt
Ref:547 GGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTCCTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCG 606

120:602 TGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCAAGTG 661

Frrrrrerrrrrrererrrreerrrrrr et e et e et
Ref:607 TGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCAAGTG 666

120:662 TAGCGGTGAAATGCGTAGAGATTTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCT 721
Frrrrrerrrrrrererrrreerrrrrr et e et e et

Ref:667 TAGCGGTGAAATGCGTAGAGATTTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCT 726

1z0:722 GTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTC 781

FEErrrrrrrrrrrr e e e e e et e e e et e e e e e e e e
Ref:727 GTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGIC 786

1z0:782 CACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTA-GGGGTTTCCG-CCCTTAGTGCTGCAGCTA 839

Frrrrrerrrrrrerrrrrreerrrrreer rrrrerr et rrrrrrrr e
Ref:787 CACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTA 846

12z0:840 ACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAGAGG-ATTGAC 898

Frrrrrerrrrrrerrrrrreerrrrrrerrrrrrer e et rer e
Ref:847 ACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGAC 906

1z0:899 GGGGG 903

[
Ref:907 GGGGG 911

F13 izolat1 Bacillus macroides LMG 18474 (NR_114920.1) susu ile % 98 oraninda

benzerlik gosterdigi belirlenmistir.

Tablo 3.14. F13 izolat: Bacillus macroides LMG 18474 (NR_114920.1) susu ile 16S
rRNA dizi eslestirme sonuglari

Izo:11 GCGACGTGCT--ATAC-TGCA-GTCGAGCGAACAGA-AAGGAGCTTGTCTCCTCTTTGAC 65

LT e e
Ref:12 GCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGAACAGAGAAGGAGCTTG-CTCCT--TCGAC 68

1zo:66 GTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTACCCTATAGTTTGGGATAACTCC 125

FEErrrrrrrrr et e et et e et e e e e e e e e e e e
Ref:69  GTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTACCCTATAGTTTGGGATAACTCC 128
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Ref

izo:

Ref:

izo:

Ref:

izo:

Ref:

izo:

Ref

izo:

Ref:

izo:

Ref:

izo:

Ref:

izo:

Ref:

izo:

Ref:

1126

:129

186

189

246

249

306

309

366

1369

426

429

486

489

546

549

606

609

665

669

: 725

GGGAAACCGGGGCTAATACCGAATAATCTCTTTTGCTTCATGGTGAAAGACTGAAAGACG

FErrrrrrrrrrrrrrrrre e rrrrrrerr et e e e e e e e
GGGAAACCGGGGCTAATACCGAATMATCTCTTTTGCTTCATGGTGAAAGACTGARAGACG

GTTTCGGCTGTCGCTATAGGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGC

FEEr rrrrrrr et e e e e e e et err e et e e e e e e
GTTTTGGCTGTCGCTATAGGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGC

TCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGA

FErrrrrrrrrrrrrrerrerrrr e e e e e et e e e e e e e
TCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGA

CACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGAAAGCCT

GATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTAAGGG

FEErrrrrrrrrrrr e et e e e et e e e e e e e e e e e e e
GATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTAAGGG

AAGAACAAGTACAGTAGTAACTGGCTGTACCTTGACGGTACCTTATTAGAAAGCCACGGC

FEErrrrrrrrr et e et e e e e e et e e e e e e e e et e e
AAGAACAAGTACAGTAGTAACTGGCTGTACCTTGACGGTACCTTATTAGAAAGCCACGGC

TAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGG

FEErrrrrrrrr et et e e e e e e e et r e e e e e
TAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGG

GCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTCCTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTG

FEErrrrrrrrrrrr e et e e et e e e e et r e e e e e
GCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTCCTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTG

GAGGGTCATTGGAAACTGGGGGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGG-ATTCCAAGTGTA

FEEEErrrrrrr et e et e et e et et e e e e e e ettt
GAGGGTCATTGGAAACTGGGGGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCAAGTGTA

GCGGTGAAATGCGTAGAGATTTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGT

GCGGTGAAATGCGTAGAGATTTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGT

AACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCA

185

188

245

248

305

308

365

368

425

428

485

488

545

548

605

608

664

668

724

728

784
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FErrrrrrrrrrrrrrerrerrrr e e e e e et e e e e e e e
Ref:729 AACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCA 788

1z0:785 CGCCGTAAACTATGAGTGCTACGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAAC 844

FEErrrrrrr rerrerrrer rerrrrrr e et et e e e e e e e
Ref:789 CGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTITCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAAC 848

1z0:845 GCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATT 899

FEErrrrrrrrr e e e et e e e e e e e e e e et
Ref:849 GCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATT 903

F14 izolatinin Bacillus thuringiensis Bt407 (NR 102506.1) susu ile % 96 oraninda

benzerlik gosterdigi belirlenmistir.

Tablo 3.15. F14 izolat1 Bacillus thuringiensis Bt407 (NR_102506.1) susu ile 16S rRNA
dizi eslestirme sonuglar1

fzo:5 TGGCGGGCGTGCT--ATACATCGCAGTCGAGCGAATAGGATTAAGAGCTTGCTCTTATGA 62

Frerer el I Frererererrr teerr reerrrererer o
Ref:30 TGGCGG-CGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGAAT-GGATTGAGAGCTTGCTCTCAAGA 87

fzo:63 AGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATAAGACTGGGATAACTC 122

FEEEEEErr et e e et r e e e e et e e et ettt e e e e e ey
Ref:88 AGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATAAGACTGGGATAACTC 147

fzo:123 CGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAATATTTTGAACTGCATGGTTCGAAATTGAAAGGC 182

FEEEEEErer ettt e e e e e e e e e e ettt e e e e e e el
Ref:148  CGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAATATTTTGAACTGCATGGTTCGAAATTGAAAGGC 207

fzo:183 GGCTTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGG 242

FEEEEEEErr et e e e ettt e e e e e et et e r e e e el
Ref:208  GGCTTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGG 267

fzo0:243 CTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAG 302

RN R R R R N R N RN RN RN RN
Ref:268  CTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAG 327

fzo:303 ACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTC 362

RN R R R R N R N RN RN RN R
Ref:328 ACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTC 387




izo:

Ref:

izo:

Ref:

izo:

Ref:

izo:

Ref:

izo:

Ref:

izo:

Ref:

izo:

Ref:

izo:

Ref:

izo:

Ref:

izo:

Ref:

izo:

363

388

423

448

483

508

543

568

603

628

663

688

723

748

783

808

843

868

903

928

TGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGG

FEEEEEETErr et e et e et e et e e e e e e e e e e et e e e et
TGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGG

GAAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACG

FEEEEEET et e et e e e e e e e e e e e e e et e e e e e e e et
GAAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACG

GCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATT

FEETEEET et r e et e e e e et e e e e et e e e e e e e e e et
GCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATT

GGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCG

RN RN R R R N R N RN RN RN R
GGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCG

TGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTG

R RN RN R R R N R AR RN RN R
TGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGARAGTGGAATTCCATGTG

TAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCT

FEEEEEEErr et e e e e e e e ettt e e et et ettt e e e el
TAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCT

GTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTC

FEEEEEEErr et e e e et e et e e e e ettt r e e e el
GTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTC

CACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTTA

FEEEEEEErr et e e e ettt e e e e e et et e r e e e el
CACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTTA

ACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGAC

FEEEEEEErr et e e e ettt e e e e e et et e r e e e el
ACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGAC

GGGGG-TCGCACAAGCGGTGGAGCATGTG--TTTATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTAC

teere o reerrrrrrrrrrrerererer rr rerer et r e e e
GGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTAC

422

447

482

507

542

567

602

627

662

687

722

747

782

807

842

867

902

927

959

987

960 CA-GTCTTGACAT-CTCTGAAA--CCTAGAGATAGGGC-TCT-CTTCGGGAGCAGAGTGA 1013

50
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Ref:988 CAGGTCTTGACATCCTCTGAAAACCCTAGAGATAGGGCTTCTCCTTCGGGAGCAGAGTGA 1047

120:1014 CAGGTGGTGCAT-GATGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAAATGTTGGGTT-AGT-CCGC-ACG 1069

FEEEEEEErerr torrrrrrerererererererr vceerererer ter reee rl
Ref:1048 CAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACG 1107

120:1070 AGCGCA--CCTTGATC-TAGTTG-CATCAT--AGTTGGGC-CTCTA--GTGACTG-CGGT 1119

FEEEer rerererr reerer rererr rerererr reerr rererer ret
Ref:1108 AGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGT 1167

Iz0:1120 GACAATCTGAAGAA---—-— GTGATGACGTCA 1145

[ I T O Y I ERERRRRRE
Ref:1168 GACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCA 1198

F15 izolatinin Bacillus mycoides NBRC 101228 (NR_113990.1) susu ile % 96 oraninda

benzerlik gosterdigi belirlenmistir.

Tablo 3.16. F15 izolat1 Bacillus mycoides NBRC 101228 (NR_113990.1) susu ile 16S
rRNA dizi eslestirme sonuglari

Iz0:8 GGCGTGACTACTACTT-CACGTCGAGCGAATGGATTAAGAGCTTGCTCTTATGAAGTTAG 66
FEErrr rrr ver ottt e et e e e e e e e e e
Ref:14 GGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGAATGGATTAAGAGCTTGCTCTTATGAAGTTAG 73
Izo:67 CGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATAAGACTGGGATAACTCCGGGAA 126
FErrrrrrrrrrrrre et e e et e et trrrr e e e e e e
Ref:74 CGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTACCCATAAGACTGGGATAACTCCGGGAA 133

1zo:127 ACCGGGGCTAATACCGGATAACATTTTGCACCGCATGGTGCGAAATTGAAAGGCGGCTTC 186

FErrrrrrrrrrerreerre e reerre e vt rrrrrr e e e
Ref:134  ACCGGGGCTAATACCGGATAATATTITGAACTGCATAGTTCGAAATTGAAAGGCGGCTTC 193

1z0:187 GGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACC 246

FErrrrrrrrrrrrrrrrre e e et e e e e et r e e e e e e
Ref:194  GGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACC 253

1z0:247 AAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGG 306

FEErE trrrrrrrrr et et e e e e e e e e e e e e e e e
Ref:254  AAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGG 313
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izo:

Ref:

izo:

Ref:

izo:

Ref:

izo:

Ref:

izo:

Ref:

izo:

Ref:

izo:

Ref:

izo:

Ref:

izo

Ref:

izo:

Ref:

izo:

307

314

367

374

427

434

487

494

547

554

607

614

667

674

727

734

: 787

794

847

854

907

CCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGG

A NN
CCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGG

AGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAA

A
AGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAA

CAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAAC

A
CAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAAC

TACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGT

A
TACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGT

AAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGG

A
AAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGG

GTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGG

FEErrrrrrrrrrrr e et e e e et e e e e e e e e e e e e e
GTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGG

TGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACT

FEErrrrrrrrrrrr e et e e et e e e e et r e e e e e
TGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTICTGGTCTGTAACT

GACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCC

FEErrrrrrrrr et e et e e et e e e e et e e e e e e
GACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCC

GTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTTAACGCAT

FEErrrrrrrrr et e et et e et e e e e e e e e et e e
GTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTTAACGCAT

TAAGCACTCCGGCCTGGGGAGTACGGGCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGG

CErrrrrerr rrrrrrrrrrrrr et trrrrrr et et
TAAGCACTCC-GCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGG

TCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGATCCTTACAAGGT
et v rrtd

366

373

426

433

486

493

546

553

606

613

666

673

726

733

786

793

846

853

%06

912

966
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Ref:

izo:

Ref:

izo:

Ref:

izo:

Ref:

izo:

Ref:

913

967

973

1025

1032

1078

1092

1130

1152

CCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGT

CTTGACAT-CTCTGACAACCCTAGAAGATAGGGCTTCT-CTTCGGGAGCAGAGTGACAGG

Crerrrer reerer e reer rreerr rrrrrr rrrrrr et
CTTGACATCCTCTGAAAACTCTAG-AGATAGAGCTTCTCCTTCGGGAGCAGAGTGACAGG

TGGTGCAT-GCTGTCGTCAGCTCGTGTCGGGA-ATGTTGG--TAAGT-ACGC-ACGAGC-

TGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCG

CA--CCCTGATC-TAGTTG-CATCAT--AG-TGGGCACTCTAA-GTGACTGGCGGTGACA

CAACCCTTGATCTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACA

A 1130

A 1152

972

1024

1031

1077

1091

1129

1151

Topraktan izole edilen ve 16S rRNA gen bdlgesinin dizi analizi gergeklestirilerek tiir

tanimlanmast yapilan izolatlarin gen bankasindaki oOrnekler ile karsilastiriimasi

sonucunda MEGAS.2 programi ile filogenetik agac olusturulmustur. Filogenetik agag

Maksimum benzerlik indeksine gore yapilmigtir (Sekil 3.2). Dis grup olarak

Clostridium frigoris tiirii kullanilmistir. Gen bankasindan alinan 6rneklerin numaralari

parantez icerisinde gosterilmistir.
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Bacillus mycoides

Bacillus mycoides AY373357
- Bacillus cereus KC990812
Bacillus cereus EU350369

B. thuringiensis

Bacillus thuringiensis JIN896993

66

|
9
47

rF

Bacillus subtilis NR116017
6 B. subtilis
Bacillus subtilis KC990823

95 ‘Staphylococcus warneri LC035464

100 ‘

91

58

98

99

95

L

F9
60
F12

F13

Staphylococcus warneri KJ888944

Staphylococcus pasteuri AB269765

F2

‘Fl

F3

F8

S. pasteuri

Bacillus sphaericus L14014

—— Bacillus sphaericus L14016
Bacillus fusiformis DQ350836
— Bacillus macroides NR114920

B. macroides

B Clostridium frigoris NR114878

0.02

100 - Clostridium frigoris NR036822

Sekil 3.2. 16S rRNA gen bolgesine gore izolatlar ve Gen bankasindaki ornekler ile
olusturulan filogenetik agac
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3.3. izolatlarin Ureaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Bakterilerin lireaz aktiviteleri bolim 2 de 2.2.4 te belirtildigi gibi fenol- hipoklorid
metoduna gore gerceklestirilmistir [19]. Bu yontemde agiga ¢ikan NH3z miktarlari 626
nm dalga boyunda spektrofotometrede Olgiilerek iireaz aktivitesi tayin edilmistir. Bu
nedenle aktivite tayininde kullanilmak ilizere amonyum klorid ile standart grafigi

hazirlanmistir (Sekil 3.3).

0,9 -

0,8 - y =0,1434x - 0,0885
R*=0,9773

0,2 -

Absorbans (630 nm)

0,1 -

0 7,8 15,6 31,2 62,5 125
Aciga ¢cikan NH; miktarlar: (umol/ml)

Sekil 3.3. NHj standart grafigi

Spesifik enzim aktivitesinin belirlenmesi i¢in izolatlarin protein miktarlar1 Bradford
yontemine gore 595 nm dalga boyunda &lgiimler yapilarak belirlenmistir. Olgiilen
absorbans degerleri standart egri denkleminde yerine konularak protein miktarlar

hesaplanmistir. BSA ile elde edilen protein standart grafigi Sekil 3.4 oldugu gibidir.



bsorbans (595 nm)
o 2R
0 B, N M O

o
[e)}
1

<04 -

o
N
1

o

y =0,2624x - 0,2553

3 4

5 6

Konsantrasyon (mg /ml)

Sekil 3.4. Bradford yontemine gore protein standart grafigi
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Tablo 3.17. izolatlara ait iireaz aktivitesi, protein miktar1 ve spesifik aktivite degerleri

Izolatlar Ureaz aktivitesi | Protein miktar1 | Spesifik aktivite
(U/ml) (mg/ml) (U/mg)
F1 (S. pasteuri) 18,85286+0,00 2,03048 9,2848+0,00
F2 (S. pasteuri) 18,70642+0,00 2,05716 9,0933+0,00
F3 (S. pasteuri) 14,51883+0,05 1,59794 9,0859:+0,05
F4 (B.thuringiensis) 10,42538+0,08 1,58079 6,5950-+0,08
F6 (B.subtilis) 8,73431+0,03 1,09679 7,9634+0,03
F7 (B.thuringiensis) 8,80753+0,16 1,21303 7,2607+0,16
F8 (B.macroides) 6,433054+0,01 1,45122 4,4328+0,01
F9 (B.macroides) 18,85286+0,00 2,29535 8,2134+0,00
F10 (B.mycoides) 18,70642+0,00 2,19817 8,5099+0,00
F11 (B.thuringiensis) 6,882845:0,00 1,55983 4,4125+0,00
F12 (B.macroides) 18,77964+0,01 2,47827 7,5776+0,01
F13 (B.macroides) 6,949093+0,01 1,62271 4,2823+0,01
F14 (B.thuringiensis) 3,981869+0,04 1,44740 2,7510+0,04
F15 (B.mycoides) 6,990934+0,03 1,46265 4,7796+0,03
Sporosarcina pasteurii | 18,12413+0,03 1,55602 11,6477+0,03
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Ureaz aktivitesi analizi sonucunda kontrol susu Sporosarcina pasteurii’ nin 11,6477
U/mg ile en yiiksek aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir. Topraktan izole edilen kok
sekilli izolatlar arasinda F1 (S. pasteuri)’in 9,2848+0,00 U/mg degeri ile en yiiksek
tireaz aktivitesine sahip oldugu belirlenmistir. F2 (S. pasteuri) ve F3 (S. pasteuri)’iin
tireaz aktivitesi sirasiyla 9,0933+0,00 ve 9,0859+0,05 U/mg olarak belirlenmistir.
Bacillus cinsine ait olan tiirler arasinda en yiiksek aktiviteye sahip olan tiir ise
8,5099+0,00 U/mg degeri ile F10 (B. mycoides) olarak belirlenmistir. F9 (B.
macroides), F6 (B. subtilis), F12 (B. macroides), F7 (B. thuringiensis) ve F4 (B.
thuringiensis) bakterilerinin spesifik aktiviteleri sirasiyla 8,213440,00, 7,9634+0,03,
7,5776+0,01, 7,2607+0,16 ve 6,5950+0,08 U/mg olark belirlenmistir. F8 (B.
macroides), F11 (B. thuringiensis), F13 (B. macroides), F15 (B. mycoides)
bakterilerinin spesifik aktivitesi diger bakterilere gore diisiik oldugu tespit edilmistir.
Diger bakteriler ile karsilastirildiginda en diisiik spesifik aktiviteye sahip olan bakterinin
2,7510+0,04 U/mg degeri ile F14 (B. thuringiensis) izolati oldugu oldugu tespit

edilmistir.

>

Sekil 3.5. Ure secici besiyerinde bakterilerin goriintiisii. Ureaz aktivitesi sonucu sar1

renkli besiyeri pembe renge dontismektedir.
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3.4. Izolatlarin Biyokalsifikasyon Ozelliklerinin Belirlenmesi

3.4.1. Kat1 besiyerinde biyokalsifikasyonun belirlenmesi

Topraktan izole edilen bakteriler tarafindan tiretilen CaCOg birikiminin gozlenmesi igin
kalsit presipitasyon agar ortami kullanilmistir. Katilasan besiyeri bulunan petri
kutularinin merkezine 20 pl bakteri kiiltiirii ilave edilerek 30°C ‘de 6 giin boyunca
inkiibasyona birakilmistir. Petri kutular1 CaCOjs; birikimi i¢in siirekli olarak
gozlemlenmis ve 3.ve 6. giin sonunda ¢okelme zonunun biiyiikligi ol¢tilmiistiir. Elde
edilen degerler Tablo 3.18 gibidir. Elde edilen 6l¢iimlere gore en fazla zon artisinin kok
sekilli F2 ve F3 izolatlarinda 2,5 mm F1 izolatinda 2 mm oldugu gozlenmistir. Bacillus
cinsine ait tiirler arasinda ise F14 ve F7 izolatlarinda 2 mm zon artis1 oldugu tesbit
edilirken kontrol susu olan S. pasteurii de ise 1Imm zon artis1 olmustur. F8 ve F6
izolatlarinda 1mm zon artis1 gézlemlenmistir. F4 ve F9, F10 izolatlarinda 0.5 mm zon

artist1 gozlenirken F11 ve F13, F15 izolatlarinda ise zon artis1 gdzlenmemistir.

Tablo 3.18. Bakteriler tarafindan olusturulan zon gaplarinin artisi

izolatlar Zon cap1 (3. Giin) Zon cap1 (6. Giin)
F1 (S. pasteuri) 8 mm 10 mm
F2 (S. pasteuri) 7,5 mm 10 mm
F3 (S. pasteuri) 7,5 mm 10 mm
F4 (B.thuringiensis) 4,5 mm 5mm
F6 (B.subtilis) 4,5 mm 5,5 mm
F7 (B.thuringiensis) 5,5 mm 7,5 mm
F8 (B.macroides) 9 mm 10 mm
F9 (B.macroides) 4,5 mm 5mm
F10 (B.mycoides) 4,5 mm 5mm
F11 (B.thuringiensis) 9 mm 9mm
F12 (B.macroides) 4 mm 5mm
F13 (B.macroides) 4 mm 4 mm
F14 (B.thuringiensis) 6 mm 8 mm
F15 (B.mycoides) 4 mm 4 mm
Sporosarcina pasteurii 6 mm 7mm




F11

F12 F13

F15 B. pasteurii

Sekil 3.6. Bakteriler tarafindan olusturulan zon ¢aplari

Fl4
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3.4.2. Siv1 Besiyerinde Biyokalsifikasyonun Belirlenmesi

Bakteriler % 2 iire ve kalsiyum klorid ile desteklenmis nutrient broth sivi besi ortamina
ekilip 30 °C 130 rpm’de inkiibasyona birakilmistir. Once filtre kagitlarinin agirliklar:
Olgiilerek daralar1 alinmistir. Daha sonra sivi besiyerinde ¢oken CaCOs filtre kagid ile
stiziilmiis filtre kagitlar1 60 °C’de 2 saat kurutulduktan sonra hassas terazide agirliklar

Olctilmiistiir (Sekil 3.8). Coken CaCOs’1n agirhig asagidaki esitlige gore hesaplanmistir.
We=Wi, ~W;

W =Coken CaCOs3’1n net agirligi,

Wi=Coken CaCOs ‘1 iceren kagidin agirhigs,

W=Bos filtre kagidinin agirligi

Elde edilen sonuglara gore en fazla CaCOg3 birikimi 0,5324 ile gr kontrol susu olan
Sporosarcina pasteurii’de goézlenmistir. Kontrol susundan sonra en fazla CaCOs
birikimi F9 (B. macroides) de 0,2011 gr daha sonra kok sekilli izolat olan F3 (8.
pasteuri) de 0,1922 gr 6l¢iilmustiir. F8 (B. macroides) izolatinda 0,1829 gr, kok sekilli
F1 (S. pasteuri) izolatinda 0,1707 gr ve F2 (S. pasteuri) izolatinda 0,1640 gr olarak
Ol¢iilmiistiir. F15 (Bacillus mycoides) izolatinda 0,1236 gr, F10 (Bacillus mycoides)
izolatinda 0,0906 gr, F12 (B. macroides) izolatinda 0,0778 gr, F11 (B. thuringiensis)
izolatinda 0,0753 gr, F14 (B. thuringiensis) izolatinda 0,0672 gr, F6 (B. subtilis)
izolatinda 0,0472 gr, F7 (B. thuringiensis) 0.471 gr CaCOj birikimi 6lgiilmiistiir. En az
CaCOg birikimi ise F4 (B. thuringiensis) izolatinda 0,0344 gr olarak belirlenmistir.
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Tablo 3.19. izolatlara ve kontrol susuna ait sivi besiyerinde biriken CaCO3 miktarlari

[zolatlar Wi W+ Wi, — Wk W,

F1 (S. pasteuri) 0,4436 0,2729 0,4436—-0,2729 0,1707
F2 (S. pasteuri) 0,4369 0,2729 0,4369-0,2729 0,1640
F3 (S. pasteuri) 0,4651 0,2729 0,4651-0,2729 0,1922
F4 (B.thuringiensis) 0,3073 0,2729 0,3073-0,2729 0,0344
F6 (B.subtilis) 0,3201 0,2729 0,3201-0,2729 0,0472
F7(B.thuringiensis) 0,3200 0,2729 0,3200-0,2729 0,0471
F8 (B.macroides) 0,4558 0,2729 0,4558-0,2729 0,1829
F9 (B.macroides) 0,4740 0,2729 0,4740-0,2729 0,2011
F10 (B.mycoides) 0,3635 0,2729 0,3635-0,2729 0,0906
F11 (B.thuringiensis) 0,3482 0,2729 0,3482—0,2729 0,0753
F12 (B.macroides) 0,3507 0,2729 0,3507-0,2729 0,0778
F13 (B.macroides) 0,4786 0,2729 0,4786—-0,2729 0,2057
F14 (B.thuringiensis) 0,3401 0,2729 0,3401-0,2729 0,0672
F15 (B.mycoides) 0,3965 0,2729 0,3965-0,2729 0,1236
Sporosarcina pasteurii | 0,8053 0,2729 0,8053—0,2729 0,5324




F11 F13

F15 S. pasteurii

Sekil 3.7. Bazi izolatlara ve kontrol susuna ait siv1 besiyerinde CaCOj3 birikimi
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3.5. Taramal Elektron Mikroskop (SEM) Analiz Sonuclari

Izolatlarin kalsifikasyon 6zellikleri elektron mikroskobu ile belirlenmistir. izole edilen
bakteri ornekleri kalsifikasyon besi ortaminda 5 giin inkiibe edildikten sonra elektron
mikroskobunda goriintiileri incelenmis ve fotograflar1 alinmistir. Elektron mikroskobu
goriintiilerine gore izolatlarda CaCOs birikiminin oldugunu goriilmektedir( Sekil 3.8-

Sekil 3.21).

20 pm EHT = 25.00 kV Signal A = SE1 Date :10 Jun 2015
WD = 75mm

®crnom
Mag= 1.850KX Chamber = 6.356-004 Pa e

Sekil 3.8. F1 izolatinin elektron mikroskop goriintiisii



20 pym EHT = 25.00 kV Signal A = SE1 Date :10 Jun 2015
WD = 7.0mm

®ernam
Mag= 200KX Chamber = 2.31e-004 Pa

Sekil 3.9. F2 izolatinin elektron mikroskop goriintiisii

EHT = 25.00 kV Signal A = SE1 Date :2 Jun 2015
WD = 7.0 mm

Mag= 500X Chamber = 8.70e-004 Pa

Sekil 3.10. F3 izolatinin elektron mikroskop goriintiisii
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20 um EHT = 25.00 kV Signal A = SE1 Date :10 Jun 2015
WD=75mm

@ ernam
Mag= 2.00KX Chamber = 6.10e-004 Pa " N

Sekil 3.11. F4 izolatinin elektron mikroskop goriintiisii

20 pm EHT = 25.00 kV Signal A = SE1 Date :2 Jun 2015
WD= 7.5mm

®ernom
Mag= 500 X Chamber = 2.91e-004 Pa

Sekil 3.12. F6 izolatinin elektron mikroskop goriintiisii
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1 pm EHT = 25.00 kV Signal A = SE1 Date :4 May 2015

WD = 7.0 mm

® ernam
Mag = 25.00 K X Chamber = 2.54e-004 Pa )

Sekil 3.13. F7 izolatinin elektron mikroskop goriintiisii

10 um EHT = 25.00 kV Signal A = SE1 Date :10 Jun 2015

| WD = 7.5 mm

& ernam
Mag= 1.50 KX Chamber=147e-004Pa = "

Sekil 3.14. F8 izolatinin elektron mikroskop goriintiisii



10 pm EHT = 25.00 kV Signal A = SE1 Date :10 Jun 2015

& ernam
WD = 7.5 mm ik v g

Mag= 250KX Chamber = 1.46e-004 Pa

Sekil 3.15. F9 izolatinin elektron mikroskop goriintiisii

20 pm EHT = 25.00 kV Signal A = SE1 Date :2 Jun 2015 @
WD = 7.0 mm

Mag= 2.00KX Chamber = 3.83e-004 Pa

Sekil 3.16. F11 izolatinin elektron mikroskop goriintiisii
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100 um EHT = 25.00 kV Signal A = SE1 Date :2 Jun 2015 @ e 5
WD = 7.5 mm g

Mag= 250X Chamber = 3.38e-004 Pa

Sekil 3.17. F12 izolatinin elektron mikroskop goriintiisii

20 um EHT = 25.00 kV Signal A = SE1 Date :4 May 2015
WD = 7.5mm

& ernam
Mag= 500X Chamber = 1.61e-003 Pa

Sekil 3.18. F13 zolatinin elektron mikroskop goriintiisti



20 um EHT = 25.00 kV Signal A = SE1 Date :10 Jun 2015

® ernam
WD = 7.5 mm ol en ¥ e

Mag= 1.50KX Chamber = 1.42e-004 Pa

Sekil 3.19. F14 izolatinin elektron mikroskop goriintiisii

20 ym EHT = 25.00 kV Signal A = SE1 Date :3 Jun 2015
WD = 7.0 mm

Mag= 500X Chamber = 1.17e-003 Pa e

Sekil 3.20. F15 izolatinin elektron mikroskop goriintiisii
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10 ym EHT = 25.00 kV Signal A = SE1 Date 4 May 2015
WD = 7.5 mm

& ernom
Mag= 3.00 KX Chamber = 6.00e-004 Pa

Sekil 3.21. S. pasteurii nin elektron mikroskop goriintiisii

3.6. Enerji Dagilmh X-Isim1 Kirinimi (EDX) Analiz Sonuclari

Elektron mikroskop incelemeleri yapilan izolatlarin ayn1 zamanda biriktirdigi kalsiyum
miktarmi belirlemek amaciyla Enerji Dagilimli X-Isin1 Kirmimi (EDX) analizleri de
yapilmustir. EDX analizi yapilan bolgelerin goriintiileri sekilerde belirtilmistir ve alinan
sonuglar grafikte gosterilmistir. Yapilan analize gore en yiiksek kalsiyum birikiminin %
48,52 orani ile kontrol susu S. pasteurii’ de oldugu belirlenmistir. Endiisiikk kalsiyum
birikiminin ise % 8.53 orani ile F13 izolatinda oldugu belirlenmistir. Kontrol susundan
sonra en yiiksek kalsiyum birikimi %39.25, %38.77 %34.01, %33.03, %31.95, %31.36,
%31.10, %30.93 orani ile sirastyla F6, F7, F14, F10, F2, F12, F4, F11 izolatlarinda
belirlenmistir. Geriye kalan izolatlarin kalsiyum birikimi ise F1 %29.03, F8 %28.12,
F15 % 27.44, F9 % 22.43, F3 %19.78 olarak tespit edilmistir.
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Sekil 3.22. F1 izolatinin EDX analiz grafigi

Tablo 3.20. F1 izolatinin EDX analizine gére element miktarlari

Element Seriler Unn. C Norm C | AtomC Sigma
(% wt.) (% wt.) (% at.) (% wt.)

Cl K 56,01 56,01 58,38 0,80

Ca K 29,03 29,03 26,77 0,29

K K 12,12 12,12 11,46 0,15

P K 2,84 2,84 3,38 0,08

71



rg

8
&

L3

(=] e = e
|
|
= ——————t
o 1 Z 3> h:q: 5 & 7
Sekil 3.23. F2 izolatinin EDX analiz grafigi
Tablo 3.21. F2 izolatinin EDX analizine gére element miktarlari
Element Seriler Unn. C Norm C | AtomC Sigma
(% wt.) (% wt.) (% at.) (% wt.)

Cl K 61,11 61,11 63,51 0,87
Ca K 31,95 31,95 29,37 0,32
K K 4,60 4,60 4,34 0,07
P K 2,34 2,34 2,78 0,07
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Sekil 3.24. F3 izolatinin EDX analiz grafigi

kew

Tablo 3.22. F3 izolatinin EDX analizine gore element miktarlari

Element Seriler Unn. C Norm C | AtomC Sigma
(% wt.) (% wt.) (% at.) (% wt.)

Cl K 72,26 72,26 74,12 1,03

Ca K 19,78 19,78 17,95 0,21

K K 5,78 5,78 5,38 0,08

P K 2,18 2,18 2,56 0,07
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Sekil 3.25. F4 izolatinin EDX analiz grafigi
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Tablo 3.23. F4 izolatinin EDX analizine gére element miktarlari

Element Seriler Unn. C Norm C | AtomC Sigma
(% wt.) (% wt.) (% at.) (% wt.)

K K 35,40 35,40 34,22 0,39

Ca K 31,10 31,10 29,34 0,31

Cl K 28,79 28,79 30,69 0,42

P K 4,71 4,71 5,75 0,12
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Sekil 3.26. F6 izolatinin EDX analiz grafigi
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Tablo 3.24. F6 izolatinin EDX analizine gore element miktarlari

Element Seriler unn.C Norm C | AtomC Sigma
(% wt.) (% wt.) (% at.) (% wt.)

Ca K 39,25 39,25 36,90 0,38

Cl K 36,84 36,84 39,15 0,54

K K 20,33 20,33 19,59 0,24

P K 3,58 3,58 4,36 0,09
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Sekil 3.27. F7 izolatimin EDX analiz grafigi

Tablo 3.25. F7 izolatinin EDX analizine gore element miktarlari

Element Seriler unn.C Norm C | AtomC Sigma
(% wt.) (% wt.) (% at.) (% wt.)

Cl K 55,56 55,56 58,12 0,80

Ca K 38,77 38,77 35,88 0,38

K K 3,17 3,17 3,00 0,06

P K 2,50 2,50 3,00 0,07
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Sekil 3.28. F8 izolatinin EDX analiz grafigi

8
keV

Tablo 3.26. F8 izolatinin EDX analizine gére element miktarlari

Element Seriler Unn. C Norm C | AtomC Sigma
(% wt.) (% wt.) (% at.) (% wt.)

Cl K 63,87 63,87 66,03 0,91

Ca K 28,12 28,12 25,71 0,28

K K 4,95 4,95 4,64 0,08

P K 3,06 3,06 3,62 0,08
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Sekil 3.29. F9 izolatinin EDX analiz grafigi

ke

Tablo 3.27. F9 izolatinin EDX analizine gore element miktarlari

Element Seriler unn.C Norm C | AtomC Sigma
(% wt.) (% wt.) (% at.) (% wt.)

Cl K 69,93 69,93 71,87 1,00

Ca K 22,43 22,43 20,39 0,23

K K 5,12 5,12 4,77 0,08

P K 2,53 2,53 2,97 0,07
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Sekil 3.30. F10 izolatinin EDX analiz grafigi
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Tablo 3.28. F10 izolatinin EDX analizine gore element miktarlar

Element Seriler unn.C Norm C | AtomC Sigma
(% wt.) (% wt.) (% at.) (% wt.)

Cl K 41,18 41,18 43,51 0,60

Ca K 33,03 33,03 30,87 0,33

K K 22,14 22,14 21,21 0,25

P K 3,65 3,65 4,42 0,10
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Sekil 3.31. F11 izolatinin EDX analiz grafigi

Tablo 3.29. F11 izolatinin EDX analizine gore element miktarlari

Element Seriler Unn.C Norm C | AtomC Sigma
(% wt.) (% wt.) (% at.) (% wt.)

Cl K 44,37 44,37 46,80 0,64

Ca K 30,93 30,93 28,86 0,31

K K 21,80 21,80 20,85 0,25

P K 2,89 2,89 3,49 0,08
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Sekil 3.32. F12 izolatinin EDX analiz grafigi

Tablo 3.30. F12 izolatinin EDX analizine gére element miktarlari

Element Seriler Unn. C Norm C | AtomC Sigma
(% wt.) (% wt.) (% at.) (% wt.)

Cl K 51,00 51,00 53,42 0,73

Ca K 31,36 31,36 29,06 0,31

K K 14,56 14,56 13,83 0,18

P K 3,08 3,08 3,69 0,08
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Sekil 3.33. F13 izolatinin EDX analiz grafigi
Tablo 3.31. F13 izolatinin EDX analizine gore element miktarlari
Element Seriler unn.C Norm C | AtomC Sigma
(% wt.) (% wt.) (% at.) (% wt.)
Cl K 72,28 72,28 73,77 1,03
K K 16,04 16,04 14,84 0,19
Ca K 8,53 8,53 7,70 0,10
P K 3,16 3,16 3,69 0,09
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Sekil 3.34. F14 izolatinin EDX analiz grafigi

16

Tablo 3.32. F14 izolatinin EDX analizine gére element miktarlari

Element Seriler Unn. C Norm C | AtomC Sigma
(% wt.) (% wt.) (% at.) (% wt.)

Cl K 43,65 43,65 45,91 0,63

Ca K 34,01 34,01 31,65 0,34

K K 17,86 17,86 17,04 0,21

P K 4,48 4,48 5,40 0,11
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Sekil 3.35. F15 izolatinin EDX analiz grafigi

Tablo 3.33. F15 izolatinin EDX analizine gore element miktarlari

Element Seriler unn.C Norm C | AtomC Sigma
(% wt.) (% wt.) (% at.) (% wt.)

Cl K 62,21 62,21 64,46 0,89

Ca K 27,44 27,44 25,15 0,28

K K 7,64 7,64 7,18 0,10

P K 2,71 2,71 3,21 0,08

84



cps/eV

wn

Y

=

g2

keV

10

Sekil 3.36. S. pasteurii bakterisinin EDX analiz grafigi

Tablo 3.34. S. pasteurii bakterisinin EDX analizine gore element miktarlari

Element Seriler Unn. C Norm C | AtomC Sigma
(% wt.) (% wt.) (% at.) (% wt.)

Ca K 48,52 48,52 45,60 0,47

Cl K 42,37 42,37 45,02 0,61

K K 6,72 6,72 6,47 0,09

P K 2,39 2,39 2,91 0,07
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4. BOLUM

4.1. TARTISMA, SONUC VE ONERILER

Calismada kullanilan bakteri 6rneklerinin 14 tanesi ¢ogunlugu insaat alanlarinda alinan
toprak orneklerinden izole edilmistir. Toprak ornekleri, igerisinde % 2 oraninda tire
bulunan besiyerinde inkiibe edilmis ve daha sonra seyreltmeler yapilarak iire agar
besiyerine ekim yapilmistir. Sar1 renkli olan {ire agar besiyerini pembe renge g¢eviren
izolatlar tanimlanmak {iizere secilmistir. Izolatlarmn tiir seviyesinde tanimlanmasi 16S

rRNA bolgelerinin ¢ogaltilmasi ve PZR {iriinlerinin analizi ile ger¢eklestirilmistir.

Bacillus cinsi bakterilerin simiflandirilmasinda, aerobik, Gram-pozitif, ¢ubuk sekilli
olmalar1 ve endospor olusturmalar1 6nemli yer tutmasina ragmen, tiirlerin ayriminin gii¢
oldugu ve yanlis tanimlamalar yapilabilecegi bildirilmektedir. Yiiksek derecedeki
heterojenitenin standart testler ile tanimlamay1 zorlastirdig1 ifade edilmektedir. Cinsin
sahip oldugu genis fenotipik cesitliligin ayn1 zamanda genis bir filogenetik dagilima
neden oldugu ve gelismis molekiiler tekniklerle elde edilen kriterlerin organizmalarin

gruplandirilmasinda esas yeri teskil ettigi belirtilmistir [9].

Ribozomal RNA genler1 (rDNA) (16S, 23S ve 5S) bakterilerde yliksek derecede
korunmus bolgelerdir. Ozellikle de 16S rRNA genleri bakteri tiirleri arasinda filogenetik
yakinligin belirlenmesi i¢in oldukga sik kullanilmaktadir [62].

16S rRNA’ dan olusturulan DNA problar1 Staphylococcus, Listeria ve Legionella
tirlerinin tanimlanmast [61], karisik mikrobiyal populasyonlarin ve anaerobik
siliatlardan endosimbiyotik siilfat indirgeyici bakterilerin tanimlanmasi1 gibi birgok

calismada kullanilabilmektedir [63].
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Calismamizda topraktan izole edilen bakteriler iire ilave edilerek zenginlestirilmis besi
ortamina ekilerek cogaltilmistir ve iireaz aktivitesine sahip olan toplam 14 izolatin
tanimlanmalart 16S rRNA dizi analizi ile yapilmistir (Bkz. Tablo 3.2 ). Gen
bankasindaki kayith 16S rRNA dizileri ile yapilan karsilagtirma sonucuna goére kok
sekilli 3 tane izolatin Staphylococcus pasteuri tiiriine ait oldugu belirlenmistir. Bu
izolatlardan F1 izolatimin Staphylococcus pasteuri ATCC 51129 (NR 024669.1) susu
ile % 98 oraninda benzerlik gosterdigi, F2 izolatinin Staphylococcus pasteuri ATCC
51129 (NR 114435.1) susu ile % 92 oraninda benzerlik gosterdigi, F3 izolatinin ise
Staphylococcus pasteuri ATCC 51129 (NR_024669.1) susu ile % 99 oraninda benzerlik

gosterdigi belirlenmistir.

Diger izolatlarin ise Bacillus cinsine ait oldugu belirlenmistir. Bu izolatlardan F4
izolatinin Bacillus thuringiensis ATCC 10792 (NR_114581.1) susu ile % 99 oraninda
benzerlik gosterdigi, F6 izolatinin Bacillus subtilis JCM 1465 (NR 113265.1) susu ile
% 99 oraninda benzerlik gosterdigi, F7 izolatinin Bacillus thuringiensis ATCC 10792
(NR_114581.1) susu ile % 82 oraninda benzerlik gosterdigi F8 izolatinin Bacillus
macroides LMG 18474 (NR_114920.1) susu ile % 96 oraninda benzerlik gésterdigi, F9
izolatinin Bacillus macroides LMG 18474 (NR_114920.1) susu ile % 99 oraninda

benzerlik gosterdigi belirlenmistir.

F10 izolatinin Bacillus mycoides NBRC 101228 (NR_113990.1) susu ile % 98 oraninda
benzerlik gosterdigi F11 izolatinin Bacillus thuringiensis ATCC 10792 (NR_114581.1)
susu ile % 99 oraninda benzerlik gosterdigi, F12 izolat1 Bacillus macroides LMG 18474
(NR 114920.1) susu ile % 98 oraninda benzerlik gosterdigi F13 izolatt Bacillus
macroides LMG 18474 (NR_114920.1) susu ile % 98 oraninda benzerlik gosterdigi
belirlenmistir. F14 izolatinin Bacillus thuringiensis Bt407 (NR_102506.1) susu ile % 96
oraninda benzerlik gosterdigi, F15 izolatinin Bacillus mycoides NBRC 101228
(NR_113990.1) susu ile % 96 oraninda benzerlik gosterdigi tespit edilmistir.

Mikrobiyal ¢imento tiretim teknolojisi dogal kumtasi olusumunu taklit eden bir proses
olup, uygun mikroorganizma ve ortam secimi ile istenen yiizeylerde kalsit olusumu
prensibine dayanmaktadir. Mikroorganizma ortamda bulunan partikilleri birlestirici bir
mekanizmayla kalsit olusumunu gerceklestirmekte ve sentetik ¢imentodan daha giiglii

bir yap1 olusturmaktadir [1]. Biyo¢imento olusumu mikroorganizmalarin metabolik
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prosesleri sayesinde karbonat ¢okeltimine sebep olarak ve kalsiyum varliginda karbonat
ile birleserek, kalsiyum karbonat seklinde ¢okeltmesiyle ger¢eklesmektedir [2].

Calismamiz sonucunda tanimlanan Bacillus ve Stahyplococcus tiirlerinin {ireaz enzim
aktiviteleri belirlenmistir. Kontrol grubu ile yapilan karsilastirma sonucunda S. pasteuri
tirlerinin enzim aktivitesinin daha yiiksek oldugu belirlenmistir. S. pasteuri izolatlari
arasinda F1 (S. pasteuri)’in 9,2848+0,00 U/mg degeri ile en yiiksek iireaz aktivitesine
sahip oldugu tespit edilmistir. F2 (S. pasteuri) ve F3 (S. pasteuri)’iin iireaz aktivitesi ise
sirastyla 9,0933+0,00 ve 9,0859+0,05 U/mg olarak belirlenmistir.

Bacillus cinsine ait olan tiirler arasinda en yiiksek aktiviteye sahip olan tiir ise
8,5099+0,00 U/mg degeri ile F10 (B. mycoides) izolati olarak belirlenmistir. F9 (B.
macroides), F6 (B. subtilis), F12 (B. macroides), F7 (B. thuringiensis) ve F4 (B.
thuringiensis) izolatlarinin spesifik aktiviteleri sirasiyla 8,2134+0,00, 7,9634-+0,03,
7,5776+0,01, 7,2607+0,16 ve 6,5950+0,08 U/mg olarak belirlenmistir. F8 (B.
macroides), F11 (B. thuringiensis), F13 (B. macroides), F15 (B. mycoides)
bakterilerinin spesifik aktivitesi diger bakterilere gore diisikk oldugu tespit edilmistir.
Diger bakteriler ile karsilastirildiginda en diistik spesifik aktiviteye sahip olan bakterinin
2,7510+0,04 U/mg degeri ile F14 (B. thuringiensis) izolat1 oldugu tespit edilmistir.

Azarno (2013) yaptig1 tez calismasinda Streptomyces spp, Bacillus ve Klebsiella
oxytoca tlirlerinin ireaz aktivitesini aragtirmistir. Arastirma sonuglarmma gore
Streptomyces spp tiirlerinin iireaz enzim aktivitesine sahip oldugunu Bacillus ve
K.oxytoca tiirlerinin ise yeteri kadar tireaz aktivitesi gostermedigini belirlemistir. Bizim
yapmis oldugumuz ¢alismada Bacillus tiirlerinin {ireaz enzim aktivitesine sahip oldugu

tespit edilmistir [64].

Sarda ve Choonia (2009) tarafindan Hindistan’ da yapilan c¢alismada;
biyokalsifikasyonun {ireaz enziminin aktivitesine bagl olarak meydana geldigi
belirtilmistir. Calismada toprak bakterisi olan Bacillus pasteurii NCIM 2477
kullanilmigtir.  Karbonat iyonlarinin  ¢okeltimi  sonucu olarak CaCO; meydana
gelmesiyle birlikte, lireaz enzimi yolu ile CO, ve amonyak haline gelmesi igin iirenin
parcalanmas: gerektigi ve orjinal uygulamalara benzer Orneklerin gelistirilmesi ile
cesitli lireaz aktivitesi gosteren mikroorganizmalar kullanilarak iireaz miktarini artirma

ihtiyacinin bulundugu agiklanmistir [55].
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Ureaz aktivitesi belirlenen izolatlarn CaCl, varhginda kati ve sivi besiyeri ortami
icerisinde kalsiyum karbonat birikimleri belirlenmistir. Yapilan ¢caligma sonucunda kati
besiyerinde karbonat olusumuna bagli olarak izolatlarin bazilarinda zon capi artisi
oldugu tespit edilmistir. Elde edilen l¢iimlere gore en fazla zon artisinin kok sekilli F2
(S. pasteuri) ve F3 (S. pasteuri) izolatlarinda 2.5 mm, F1 (S. pasteuri) izolatinda 2 mm
oldugu gozlenmistir. Bacillus cinsine ait tiirler arasinda ise F14 (B. thuringiensis) ve F7
(B. thurigiensis) izolatlarinda 2 mm zon artis1 oldugu tespit edilirken kontrol susu olan
Bacillus pasteuri de ise 1 mm zon artis1 olmustur. F8 (B. macroides) ve F6 (B.subtilis)
izolatlarinda Imm zon artis1 gézlemlenmistir. F4 (B. thuringiensis) ve F9 (B.
macroides), F10 (B. mycoides) izolatlarinda 0.5mm zon artis1 gozlenirken F11
(B.thuringiensis) ve F13 (B.macroides), F15 (B.mycoides) izolatlarinda ise zon artisi

gdzlenmemistir.

Ure ve kalsiyum klorid ile desteklenmis siv1 besiyerinde yapilan calismadan elde edilen
sonuglara gore en fazla CaCOj3 birikimi 0,5324 gr ile kontrol susu olan Sporosarcina
pasteurii de gozlenmistir. Kontrol susundan sonra en fazla CaCOj3 birikimi F9 (B.
macroides) de 0,2011 gr, daha sonra kok sekilli izolat olan F3 (S. pasteuri) de 0,1922 gr
olarak olgtilmiistiir. F8 (B. macroides) izolatinda 0,1829 gr, kok sekilli F1 (S. pasteuri)
izolatinda 0,1707 gr ve F2 (S. pasteuri) izolatinda 0,1640 gr olarak 6l¢iilmiistiir. F15 (B.
mycoides) izolatinda 0,1236 gr, F10 (B. mycoides) izolatinda 0,0906 gr, F12 (B.
macroides) izolatinda 0,0778 gr, F11 (B. thuringiensis) izolatinda 0,0753 gr, F14 (B.
thuringiensis) izolatinda 0,0672 gr, F6 (B. subtilis) izolatinda 0,0472 gr, F7 (B.
thuringiensis) 0.471 gr CaCOg3 birikimi 6l¢lilmiistiir. En az CaCO3 birikimi ise F4 (B
thuringiensis) izolatinda 0,0344 gr olarak belirlenmistir.

Izolatlarin kalsiyum karbonat birikimi taramali elektron mikroskobu ile de tespit
edilmistir. SEM analizi sonuclarina gore izolatlarin kalsiyum karbonat birikimini
gerceklestirdikleri belirlenmistir. Ayni zamanada kalsiyum miktarlart da EDX ile analiz
edilmistir. Yapilan analiz sonucunda en yiiksek kalsiyum birikiminin % 48,52 orani ile
kontrol susu Sporosarcina pasteurii de oldugu belirlenmistir. En diisiik kalsiyum
birikimini ise % 8.53 orani ile F13 izolatinda oldugu belirlenmistir. Kontrol susundan
sonra en yiiksek kalsiyum birikimi % 39.25, % 34.01, % 33.03, % 31.95, % 31.36, %
31.10, % 30.93 orani ile sirasiyla F6, F14, F10, F2, F12, F4, F11 izolatlarinda
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belirlenmistir. Geriye kalan izolatlarin kalsiyum birikimi ise F1 % 29.03, F8 % 28.12,
F15 % 27.44, F9 % 22.43, F3 % 19.78 olarak tespit edilmistir.

Ureaz aktivitesi ve sivi  besiyerinde kalsiyum karbonat birikimi  birlikte
degerlendirildiginde genel olarak enzim aktivitesine sahip izolatlarda biyokalsifikasyon

0zelliginin de oldugu gdrilmiistiir.

Alhour (2013 ) yaptig1 tez ¢alismasinda zenginlestirme kiiltiirti teknigi ile 33 adet lireaz
aktivitesine sahip izolat elde etmistir. Bu izolatlardan 13 tanesinin biyokalsifikasyon
ozelligine sahip oldugu ve B. mycoides olarak tanimlanan izolatin yiiksek performans
gosterdigi belirlenmistir. Bizim yapmis oldugumuz c¢alismada da en yiiksek iireaz

aktivitesi gosteren izolat B. mycoides olarak tanimlanmustir [42].

Akoguz (2014)’un yapmis oldugu calisma kapsaminda zemin iyilestirme tekniklerine
yeni bir yaklasim olarak bakteriler ile iyilestirmenin yapilabilirligi arastirilmistir.
Bakteri olarak Bacillus arenosi ve zemin olarak da kum kullanilmistir. SEM, XRD,
EDX ile analizler yapilmistir. Farkli pH degerlerinde hazirlanan sivi besiyerlerine
bakteri inokiilasyonu yapilarak inkiibe edilmistir. En iyi sonu¢ pH 8,0 degerinde
hazirlanan s1v1 besiyeri ile elde edilmistir. Zemine uygulama sonrasinda en iyi sonug,
kiiltiir ortamma CaCl, stok ¢ozelti eklendikten sonra olusan pelletin santrifiij ile
cokeltilerek uygulanmasi ile elde edilmistir. SEM goriintiilerinden zemin daneleri
arasindaki bogluklarin azaldigi, yiizeylerinin kaplandigi ve taneler arasi baglarin
oldukca arttig1 gozlemlenmistir. XRD ve EDX analizleri ile bakteri olmadan sadece siv1
besiyeri ile reaksiyonun gerceklesmedigi tespit edilmis kiiltiir ortami uygulanan
zeminlerde ise kalsit oraninin arttig1 belirlenmistir. Bizim yapmis oldugumuz ¢alismada
da CaCl, ile desteklenmis besi ortaminda izolatlarin kalsifikasyonu gergeklestirdigi

yapilan SEM ve EDX analizleri ile gosterilmistir [65].

Whiffin (2004) yapmis oldugu calismada, P.vulgaris ve S. pasteurii bakterilerini
karsilastirarak ekonomik yonden ve kullanilabilirlik yoniinden hangisinin daha uygun
oldugunu arastirmistir. pH kontrolii, iire aktivitesi, zemin kirlilik oran1 gibi faktorlerinin
gelisimi etkiledigini bulmustur. Optimum bakteri biiyiime pH degeri 9,25 bulunmus,
ancak diger pH degerlerinde de iire aktivitesi olusumunu gézlemlemistir. Ancak iireaz
aktivitesinin ¢ok olmasinin olusacak kiitlenin de ¢ok olacagi anlamma gelmedigini

bundan dolay1r da diger faktorlerinde etkili oldugunu, sadece pH kontrolii ile kiitle
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olusumunun kontrol edilemeyecegini gostermistir. Yapmis oldugumuz g¢alismada da
enzim aktivitesi yiiksek olan izolatlarda zon capinin artmamis olmasi bu sekilde

aciklanabilir [45].

Achal ve ark. (2010) yapmis olduklar1 g¢alismada alkalin ¢imento Orneklerinden
zenginlestirilmis kiiltlir teknigini kullanarak CT2 ve CT5 olarak kodlanan iki bakteri
izole etmislerdir. Izole edilen bakteriler 16S rRNA dizi analizine gore Bacillus tiirii
olarak tanimlanmigtir. Bakterilerin iireaz iiretimi CT2 i¢in 575,87 U/ml, CTS5 igin
670,71 U/ml olarak belirlenmistir. Elektron mikroskobu ile yapilan analiz sonucunda iki
izolatin kalsit olusumu gerceklestirdigini tespit etmiglerdir. Yaptiklar ¢alisma ile izole
edilen iki Bacillus tiirliniin ¢esitli bina veya beton yapilarda ¢atlaklar ve ¢atlaklarin
iyilestirilmesinde kullanilabilme potansiyeline sahip oldugunu Onermislerdir [13].
Yapmis oldugumuz c¢alismada biyokalsifikasyon 6zelligine sahip B. macroides olarak
tanimlanan F13 ve F9 izolatlarinin sivi besiyerinde fazla miktarda kalsit olusumu
gergeklestirdikleri tespit edilmistir. Bu izolatlar iizerinde yapilacak ¢aligmalarin

optimize edilmesi sonucunda ¢atlaklarin onariminda kullanilabilecegini diisiinmekteyiz.

Bu c¢alismada topraklardan alinan 6rneklerden iireaz aktivitesine sahip olan Bacillus
tiirlerinin izolasyonu gergeklestirilmistir. izole edilen bakterilerin tanimlanmalari
morfolojik ozellikler ve 16 S rRNA dizi analizine gore yapilmustir. Tiir seviyesinde
tanimlanan izolatlarin {ireaz aktiviteleri belirlenmis ve aktivite gosteren bakterilerin
biyokalsifikasyon ozellikleri belirlenmeye ¢alisiimistir. Yapilan ¢alismada Bacillus
cinsine ait olan tanimlanmig bakterilerin kontrol susu olan Sporosarcina
pasteurii tiiriinden daha az biyokalsifikasyon 6zelligi gosterdigi tespit edilmistir. Ancak
yapilacak olan ilave ¢aligmalarla bu tiirlerin biyoklasifikasyon 6zelliklerinin tam olarak

optimize edilmesi gerekmektedir.

Ayni zamanda ¢alismamizda Bacillus tiirlerine ilave olarak Staphylococcus pasteuri
tirii de tamimlanmustir. Bu bakteri tiirti ile ilgili olarak, biyokalsifikasyon 6zelliginin
belirlenmesi agisindan literatiirde herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Calismamiz,
tireaz aktivitesine sahip olan bu tiirlerin biyokalsifikasiyon 6zelliklerinin belirlenmesi
konusunda yapilan ilk ¢alisma olmustur. Elde edilen sonuglara gore, Staphylococcus
pasteuri tirlerinde kontrol susuna yakin degerde aktivite ve Kkalsifikasyon tespit
edilmistir. Bu nedenle Staphylococcus pasteuri tiirlerinde ve farkli iireaz aktivitesi

gosteren mikroorganizmalarda biyokalsifikasyon o6zelliklerinin arastiriimalarinin daha
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da arttirllmas: ve standart bir iiretim i¢in optimizasyonun saglanmasi gerekmektedir.
Ayni zamanda kalsifikasyon olayinda anahtar bilesen olan tireaz enziminin daha etkili

ve yiiksek aktivitede belirlenmesi igin daha fazla ¢alismanin yapilmas: gerekmektedir.
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