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OZET

16S rRNA PROBLARI KULLANILARAK ETKIN KADMIYUM, CiVA VE
ANTIMON DIRENCLI NEHIR iZOLATLARININ TAKIP EDILMESI

YILMAZ, Fadime
Kirikkale Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali, Doktora Tezi
Danisman: Prof. Dr. Aysun ERGENE
Ortak Danigsman: Dog. Dr. Biilent ICGEN
Haziran 2013, 219 sayfa

Bu calisma kapsaminda kadmiyum, civa ve antimon direncli bakterilerin Kirikkale-
Kizilirmak suyundan izole edilmesi, tanimlanmasi, molekiiler karakterizasyonu ve
2010-2012 yillar1 arasindaki mevsimsel populasyon yayilimlar1 arastirilmistir. Bu
amacla, sirastyla kadmiyum, civa ve antimon i¢in maksimum tolere edilebilen
konsantrasyon degerleri 900, 220 ve 1400 mg/L olan ii¢ direngli sus izole edilmistir.
Bu suslar biyokimyasal testler yag asidi ve 16S rRNA sekans analizleri kullanilarak
Delftia tsuruhatensis, Pseudomonas koreensis ve Acinetobacter johnsonii olarak
tanimlanmistir. Her ii¢ susun coklu metal ve antibiyotik direnclilik profilleri
belirlenmistir. Yapilan DNA analiz ¢alismalari sonucunda kadmiyum direnglilik
genlerinin D. tsuruhatensis susunda kromozomal DNA iizerinde olmasina ragmen, P.
koreensis’deki Hg direng genleri ile Acinetobacter johnsonii’deki Sb direng
genlerinin ise sirasiyla 215 ve 117 kb molekiiler agirliginda olan plazmidler iizerinde

kodlandig1 belirlenmistir. Total ve dis membran protein analizi ¢alismalar1 yapilarak



calisilan metallerin direnglilik mekanizmalart belirlenmeye ¢aligiimistir. 2010-2012
yillart arasinda alinan su Orneklerinden floresan in sifu hibridizasyon ydntemi
kullanilarak etkin metal direngliligi gosteren bu suslarin mevsimsel populasyon
yayilimlar1 belirlenmistir. Elde edilen bulgular dogrultusunda c¢alismada elde edilen
D. tsuruhatensis, P. koreensis ve A. johnsonii nehir izolatlarinin kadmiyum, civa ve

antimon biyoremediasyonu i¢in potansiyel suslar olabilecegi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Agir metal direncliligi, Delftia tsuruhatensis, Pseudomonas
koreensis,  Acinetobacter  johnsonii, floresan in  situ
hibridizasyon, 16S rRNA sekans analizi, yag asidi analizi,

molekiiler karakterizasyon



ABSTRACT

THE USE OF 16S rRNA
PROBING FOR MONITORING THE RELATIVE DOMINANCE OF CADMIUM,
MERCURY AND ANTIMONY RESISTANT RIVER ISOLATES

YILMAZ, Fadime
Kirikkale University
Graduate School of Natural and Applied Science
Department of Biology, PhD. Thesis
Supervisor: Prof. Dr. Aysun ERGENE
Co-supervisor: Assoc. Prof. Dr. Biilent ICGEN
June 2013, 219 pages

This study aimed to isolate, identify, characterize and investigate the seasonal
population shifts of relatively dominant cadmium-, mercury and antimony-resistant
bacteria from the river Kizilirmak-Kirikkale. For this purpose, three isolates with
maximum tolerable concentration values of 900, 220 and 1400 mg/L for cadmium,
mercury and antimony, respectively, were chosen for further studies. These isolates
were identifed as Delftia tsuruhatensis, Pseudomonas koreensis and Acinetobacter
johnsonii by using biochemical tests, fatty acid methyl ester (FAME) and 16S rRNA
sequence analyses. Moreover, multiple metal and antibiotic resistance profiles of all
the isolates were determined. DNA analyses results revealed that the genes
responsible for cadmium resistance in Delftia tsuruhatensis were located on
chromosomal DNA, while mercury- and antimony-resistant genes of Pseudomonas

koreensis and Acinetobacter johnsonii were located on plasmid DNA with molecular



weights of 215 and 117 kb, respectively. In order to understand heavy metal
resistance mechanisms of the isolates total and outer membrane protein profiles were
also described. Finally, the seasonal population shifts of the isolates in between the
years of 2010-2013 was also monitored by using in situ fluorescein hybridization
method. Our results revealed that the river isolates Delftia tsuruhatensis,
Pseudomonas koreensis and Acinetobacter johnsonii could be potential isolates in
the bioremediation applications of cadmium, mercury and antimony contaminated

arcas.

Key Words: Heavy metal resistance, Delftia tsuruhatensis, Pseudomonas koreensis,
Acinetobacter johnsonii, fluorescence in situ hybridization, 16S rRNA
sequence analysis, fatty acid methyl ester analysis, molecular

characterization
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1. GIRIS

Giliniimilizde endiistriyel atik sularin hi¢bir islem uygulanmadan alici su ortamlarina
birakilmas: gelisen diinyanin en tehlikeli ve onemli sorunlarindan birisidir. 21.
yiizyilin ortalarinda baslayan ve giderek hizlanan endiistrilesme siirecinde, 6zellikle
metal, gida, tekstil, kimya gibi sektorler one ¢ikmaktadir. Bu endiistrilesme ile
birlikte ortaya cikan agir metal kirliligi ¢evre, saglik ve ekonomik acidan cesitli
olumsuzluklar1 da beraberinde getirmektedir. Agir metallerin, belli konsantrasyon
siirint astiklarinda canlilar {izerinde, oldiiriicii etkilere sahip oldugu in vitro ve in

vivo ¢aligsmalarla ortaya konmustur.

Agir metaller ¢cevrede Ozellikle biyosferde genis bir yayilim gosterirler. Bu sebeple
zararl formdaki konsantrasyonlar1 6nemli boyutlara ulasir. Yiiksek konsantrasyonda
bulunan elementler, organizmalarda c¢ozeltileri halinde bulunurlar ve hiicreler
arasindaki elektronotralligi saglarlar. Eser agir metaller ise canli yapisinda eser
oranda bulunurlar ama gorevleri ¢ok Onemlidir. Bunlardan bazilar1 proteinlerin
bazilar1 da enzimlerin yapisinda bulunurlar. Organizmanin ihtiyaci olan besinler
arasinda olan metaller organik molekiillerle ve daha cok proteinlerle birlikte
fonksiyon gosterirler. Hemoglobin, hemosiyanin ve enzimler oksijen tasiyan
metaloproteinlerdir. Enzimlerin ¢ogu spesifik metallerin bulunmamasi halinde
katalitik aktivitelerini yapamazlar. Bazi agir metaller, uygun konsantrasyonlarda
enzim aktiviteleri i¢in gerekli olmasina karsilik, dogal konsantrasyonlar asildiginda
enzim aktivitelerini inhibe ederler. Giimiis (Ag), civa (Hg), bakir (Cu) ve kursun (Pb)
gibi metaller 6zellikle toksiktirler ve enzim aktivitelerini durdururlar [1]. Giimiis,
alliminyum, altin, kadmiyum, kursun ve civa gibi toksik metallerin ise biyolojik
onemi bulunmamakla birlikte hiicrede diisiik konsantrasyonda bile bulunmalari

tehlikeli olmaktadir [2].

Agir metallerin ¢evreye yaymiminda etken olan en onemli endiistriyel faaliyetler
¢imento iiretimi, demir celik sanayi, termik santraller, cam {iretimi, ¢6p ve atik camur
yakma tesisleridir. Agir metaller endiistriyel atik sularin i¢gme sularma karigmasi

yoluyla veya agir metallerle kirlenmis partikiillerin tozlagsmasi yoluyla da hayvan ve



insanlar iizerinde etkin olurlar [2]. Sonugta, metal kirliliginin ¢ogu sularda birikir.
Sulardaki birikim, ¢éziinme seklinde olabilecegi gibi, ¢oziinmeden sularin dibinde
cokelme seklinde de olabilir. Bu sekilde olusan bir kirlenme endiistriyel ve zirai
atiklardan meydana geldigi gibi herhangi bir yolla atmosfere verilen metal tiiri
maddelerden de meydana gelebilir. Atmosfere verilen metal tiirii maddeler sonunda
yeryiiziine donerler ve akarsular yolu ile su yataklarina siiriiklenirler. Metal
kirlenmesi, organik kirlenmeler gibi kimyasal ve biyolojik yollarla pargalanmazlar,
bir metal bilesigi baska bir metal bilesigine doniisiir. Doniisme ne olursa olsun metal

iyonu kaybolmaz [3].

Metallerin toksik etkileri; kimyasalin 6zelliklerine, organizmaya giris yollarina, alici
organizmanin yas ve gelisim durumuna, organizmaya giren miktarina, sliresine bagh
olarak degismektedir. Metal toksisitesi ile ilgili iki mekanizma mevcuttur. Birincisi,
enzimin aktif bolgesinde yararli olan metal, toksik metal ile yer degistirir. Ikincisi,
toksik metal molekiile baglanir ve metalik katyonun degismesi enzimin aktivitesini
degistirir [1, 3]. Bu nedenle endiistriyel atik sulardan agir metallerin uzaklastirilmasi
gerekmektedir. Agir metal gideriminde kullanilan biyoremediasyon, fizikokimyasal
metodlar ile kiyaslandiginda cok diisiik maliyet ve yiiksek verimlilik nedeniyle
avantajlt bir prosestir [4]. Yapilan bir¢ok calismada, agir metallerin cesitli
mikroorganizmalarla endiistriyel atik sulardan uzaklastirildigi — gosterilmistir.
Mikroorganizmalarin toksik, karsinojen ve mutajen olabilen agir metal iyonlarina
tolerans gosterip bu kirleticileri ortamdan uzaklastirabilmesi agir metallere direng
gelistirmeleri ile gerceklesmektedir. Mikroorganizmalarca agir metalin hiicre icine
alinmamasi, hiicre i¢inde veya disinda tutulmasi, kirleticinin daha az toksik forma
cevrilmesi, metalin hiicre disina aktif taginmasi ve mikroorganizmanin metale karsi
daha duyarsiz hale gelmesi gibi diren¢ mekanizmalar1 bugiine kadar tanimlanabilmis
sistemlerdir. Agir metallere direngli mikroorganizmalar, bahsedilen bu direng
sistemlerinden birini veya birkacin1 bir arada kullanarak agir metalin toksik

etkilerinden korumaya ve canliligini siirdiirmeye ¢alismaktadir [5].

Kirikkale, Orta Anadolu Bolgesi’nde Kizilirmak’in yakininda yeni kurulmus hizla
sanayi merkezi haline gelmekte olan bir ilimizdir. Kirikkale’nin ana sanayisini kamu

ve askeri silah ve miihimmat fabrikalari, petrol rafinerileri, dikissiz ¢elik boru



fabrikasi, mobil santral ve kimya tesisleri olugturmaktadir. Celik sektoriiniin hizli
biiyiimesi bu bolgedeki endiistriyel kirliligi arttirmaktadir. Ayn1 zamanda, petrol
rafinerisi, kimya tesisleri, metal imalat fabrikalar1 gibi farkli endiistriyel kuruluglar
da Kizilirmak kiyis1 boyunca yer almaktadir. Kizilirmak, cevresindeki sanayi
kuruluglarinin tirettigi atiklardaki agir metal kirliliginden, sehrin yerel atiklarindan ve

tarimsal agir metal kirliliginden etkilenmektedir [6].

Geleneksel mikrobiyolojik yontemlerle dogal ekosistemler ve mikrobiyal yasamdan
birgok mikroorganizma izole edilip ¢alisiimamistir. Molekiiler uygulamalar arasinda
olan rRNA hedefli oligonukleotid problar ile floresan in situ hibridizasyon (FISH),
spesifik olarak mikroorganizmalarin belirlenebilmesinde, tir ve cins diizeyinde
filogenetik olarak tanimlanabilmesinde ve sayilarinin tespit edebilmesinde kullanilan
bir yontemdir [7]. Bu tez ¢aligmasinda amacimiz, sanayi kuruluglarina yakin olan
bolgeleri kapsayan Kirikkale Ili smirlari igerisinden gecen Kizilirmak’in degisik
bolgelerinden alinan su orneklerinden kadmiyum (Cd), civa (Hg) ve antimon (Sb)
agir metallerine kars1 direng gdsteren suslarin izolasyonu ve izole edilen suslarin 16S
rRNA dizi analizi ile molekiiler karakterizasyonlarinin yapilmasidir. Caligma
kapsaminda, biyoremediasyonda etkin olabilecek suslarin populasyon dagilimlari
belirlenmistir. Cd, Hg ve Sb metallerine kars1 direngli olan bakterilerin
populasyonlarindaki degisiklikler mevsimsel olarak ii¢ yil siire ile endiistriyel
atiklarin yogun oldugu bélgelerden su ornekleri alinarak FISH yontemi ve goriintii

analizi mikroskobu ile takip edilmistir.

1.1. Kaynak Ozetleri

1.1.1. Endiistriyel Kirlenme

Sanayi ve ticaretin gelismesi ucuz lretim girdilerinin saglanmasina baglidir.
Sanayilesmenin ¢evre kirliligi tizerindeki asil olumsuzlugu dogrudan kirliliktir.
Tiirkiye gibi sanayilesme siirecini devam ettiren iilkelerde yine ucuz iiretim amaci ile
ucuz yakit kullanilmakta, iiretim geregi olarak ortaya ¢ikan artiklar dogrudan alici

kaynaklara verilmekte, sonugta hava, su ve toprak kirlenmektedir [8].



Tiim diinya iilkelerinde oldugu gibi iilkemizde de endiistriyel alandaki yatirimlar
giderek artmakta; gelisen endiistriyel etkinliklere ve evlerden olusan atiklara bagl
olarak doganin dengesi bozulmakta ve bdylece dnemli cevresel sorunlar olusarak
insan yagamini olumsuz etkilemektedir. Ekolojik dengenin bu sekilde bozulmasi
cevre kirlenmesi olarak kabul edilmektedir. Endiistriyel kirlenme, gerek karsilasilan
kirlenme sorunlarinin ¢ok ve ¢esitli olmasi gerekse doganin korunmasi ve bu amagla
alinacak onlemlerin dengesi yiiziinden en karmasik kirlenme seklini olusturmaktadir
[9]. Endiistriyel uygulamalarda yaygin olarak kullanilan agir metaller ve onlarin
bilesikleri hava, su ve toprak da dahil olmak iizere, c¢evresel kirlenmeye yol

acmaktadir [10].

Agir metallerin 6nemli bir kirletici grubu olusturduklar1 bilinmektedir. Bunlarin
toksik ve kanserojen etkileri oldugu gibi canli organizmada birikme egilimi de
gostermektedirler. Krom (Cr), civa (Hg), kursun (Pb), demir (Fe), kadmiyum (Cd),
mangan (Mn), kobalt (Co), nikel (Ni), bakir (Cu) ve ¢inko (Zn) gibi metaller tabiatta
genellikle stilfiir, oksit, karbonat ve silikat mineralleri seklinde bulunmaktadir.
Bunlarin sudaki ¢oziiniirliikleri oldukg¢a diisliktlir. Endistriyel atiklardaki agir
metaller inorganik veya organik bilesikler halinde bulunabilir. Bunlarin ¢oziiniirligii
ve kiiciik partikiiller seklinde atmosfere karigma ihtimalleri daha fazladir [11]. Daha
cok endiistriyel atiklardan agir metaller, toprak, hava ve su i¢in 6nemli kirleticiler
arasindadir. Kirlenen bu sahalar biinyesinde barindirdigi canli organizmalar igin
biiyiik tehlikeler olusturmaktadir. Bu nedenle zamanimizin en 6nemli konusu,
endiistrilesmenin ve hizli niifus artisinin ortaya ¢ikardigi ¢evre kirliligine
uygulanabilir, ekonomik ve kesin bir ¢oziim getirmektir. Kirlenmis c¢evreyi
temizlemek oldukca pahali ve kompleks tesisler gerektiren uzun bir calisma ile
miimkiindiir. Bu sebeple su, toprak ve havanin kirlenmesini Onleyici tedbirlerin

alinmasi daha da 6nem kazanmaktadir [11].

1.1.2. Agir Metalin Tanim

Agir metaller, yogunlugu 5 g/cm’ ten daha yiiksek olan metaller icin kullanilan bir

terimdir. Bu grubun i¢ine Pb, Cd, Cr, Fe, Co, Cu, Ni, Hg ve Zn olmak iizere 60’tan



fazla metal girmektedir. Bu elementler dogalari geregi yer kiirede genellikle
karbonat, silikat ve siilfiir halinde stabil bilesik olarak veya silikatlar i¢inde bagl
olarak bulunurlar [12]. Co, Cu ve Zn gibi baz1 agir metaller, biyolojik sistemler i¢in
gerekli iz elementlerdir. Ancak yiiksek konsantrasyonlarda toksik olabilirler. Hg, Cd
ve Pb diger metaller, biyolojik olarak gerekli olmayan ve herhangi bir miktarda bile
toksik olan metallerdir [13]. Metaller dogal olarak meydana gelir ve bazilar1 kiiresel
ekosistemlerin gercek parcalaridir. Cu ve Zn gibi metaller yasam icin gereklidir.
Bitkide ¢inko, metabolizma olaylarim1 diizenleyen enzim sistemi ic¢in gereklidir.
Ancak Pb ve Hg gibi diger metallerin faydali bir biyokimyasal fonksiyon yerine
getirdigi bilinmemektedir. Yiiksek yogunluklarda zehirli olmalarina ragmen, Cu ve
Zn, fotosentetik elektron naklinde anahtar rol oynayan molekiillerin pargasi ve ¢ogu

enzim aktivitesi i¢in gerekli mikro besin elementleridir [14].

1.1.3. Agir Metallerin Kullanim Alanlar

Bazi agir metallerin yaygin kullanimlart onlarin atik su igerisinde istenmeyen
derisimlerde olmasina yol acar. Cesitli endiistrilerin atik sularinda biinyesinde
yiiksek miktarda bulunan bu agir metaller “Oncelikli kirleticiler” listelerinde yer
almaktadir. Ozellikle kaplama, madencilik ve metal alasimi endiistrileri atik ve atik
sularinda agir metal konsantrasyonlar1 yiiksektir [15]. Cesitli endiistrilerde kullanilan

ve atik sularinda rastlanilan metaller Cizelge 1.1° de verilmistir.



Cizelge 1.1. Baz1 agir metallerin kullanildigr endiistri dallar1 [16, 17]

Agir Metal Agir Metallerin Kullamldig1 Endiistri Dallar

Cinko (Zn) Metal alagimi, batarya ve pil liretimi, kimya, ilag, discilik, kaplama, giibre,
madencilik, boya ve pigment, petrol rafineri

Antimon (Sb) Metal alagimi, kimya, ilag, discilik, elektronik cihaz iiretimi, madencilik,
boya ve pigment

Kursun (Pb) Metal alagimi, batarya ve pil iiretimi, seramik ve cam iiretimi, kimya, ilag,
discilik, kaplama, gilibre, madencilik, boya ve pigment, petrol rafineri,
makine, plastik {iretimi, kagit {iretimi

Nikel (Ni) Metal alasimi, batarya ve pil {iretimi, seramik ve cam iretimi, giibre,
madencilik, boya ve pigment, petrol rafineri

Civa (Hg) Batarya ve pil tiretimi, tarim, kimya, ilag, dis¢ilik, Elektronik cihaz tiretimi,
giibre, madencilik, kagit iiretimi

Kadmiyum (Cd) Metal alasimi, kimya, ilag, discilik, giibre, madencilik, boya ve pigment,
plastik tiretimi

Arsenik (As) Metal alagimi, tarim, seramik ve cam iiretimi, giibre, madencilik, petrol
rafineri, tekstil, boya ve pigment, kimya, ilag, discilik, dig¢ilik

Kalay (Sn) Tarim, kimya, ilag, disgilik, kaplama, otomotiv

Bakir (Cu) Metal alagimi, kimya, ilag, dis¢ilik, kaplama, madencilik, boya ve pigment,
petrol rafineri, makine, kagit iiretimi, tekstil

Mangan (Mn) Metal alasimi, batarya ve pil iiretimi, tarim, giibre, madencilik

Krom (Cr) Metal alagimi, kimya, ilag, discilik, kaplama, giibre, madencilik, boya ve
pigment, petrol rafineri, kagit {iretimi, tekstil

Kobalt (Co) Metal alagimi, seramik ve cam liretimi, boya ve pigment, petrol rafineri

Berilyum (Be) Batarya ve pil {iretimi, elektronik cihaz liretimi, madencilik

Lityum (Li) Roket yakiti, yapay kauguk, eczacilik, cam tretimi, kimya, batarya ve pil
iretimi

Molibden (Mo) Kimya, ilag, dis¢ilik, kaplama

Demir (Fe) Makine, otomotiv, gemi gévdesi yapimi, ve binalarin yapisal bileseni

1.1.3.1.1. Kadmiyumun Kullanim Alanlar

Cok diisiik derisimlerde bile biyolojik sistemler i¢in toksik etki gosteren bir agir

metal olup akiimiilatdr yapimi, boya, plastik ve giibre sanayi gibi ¢esitli endiistriyel



alanlarda yaygin bir sekilde kullanilmaktadir [18]. Kadmiyum higbir biyolojik islevi
olmayan toprak, kaya, su ve biyotada diisiikk konsantrasyonlarda dogal olarak
bulunan bir agir metaldir. Endiistriyel olarak kaynak yapimi esnasinda kullanilan
alagim bilesimlerinde, elektrokimyasal kaplamalar, boyalar ve kadmiyumlu pillerin
yapiminda kullanilmaktadir. Kadmiyum onemli miktarda giimiis kaynaklarda ve
sprey boyalarda da kullanilmaktadir. Isitma sistemleri, enerji santralleri, metal isleme
sanayi, atik yakma, ¢imento fabrikalar1 ve giibre sanayi gibi farkli sanayi alanlarinda
kullanilmast sonucu kadmiyumun farkli c¢evrelerde yaygin bir kirletici haline

gelmisgtir [19].

1.1.3.1.2. Civanin Kullanim Alanlar:

Civa dogada bir¢cok formda bulunmaktadir. Bu formlar metalik civa, elemental civa,
inorganik civa ve organik civa olarak da bilinmektedir. Civa, dogada essiz ve nadir
bulunan bir metaldir. Elektriksel iletkenlik, yiiksek yiizey gerilimi ve akiskan 6zelligi
ile bilinmektedir. Bu 6zellikleri civay1 endiistriyel alanlarda kullanilmasi i¢in cazip
hale getirmektedir. Civa niikleer enerji santrallerinde, laboratuvar uygulamalarinda,
boya sanayinde, dis driinlerinde, termometrelerde ve ndtron emicilerde
kullanilmaktadir [20]. Ancak giliniimiizde kullanimi gerek metalik formunun ve
gerekse Dbilesiklerinin flora ve fauna icin ¢ok =zehirli olmasindan dolay:

azaltilmaktadir ve bazi endiistri kollarinda kullanimi yasaklanmistir [21].

1.1.3.1.3. Antimonun Kullanim Alanlar

Antimon biyolojik fonksiyonu bilinmeyen toksisitesi olan bir elementtir. Antimon,
insanlar tarafindan cok eski zamanlardan beri kullanilan ve giliniimiizde stratejik
Oonemi olan bir metaldir. Metalurjik olarak demir dis1 metaller grubunda yer
almaktadir. Kalay ve kursun gibi metaller, antimon ilave edilerek biiylik olciide
sertlestirilebilirler. Is1 ve elektrik gecirgenliginin az olusu, alagimlarda kullanilarak
sertlestirici ve korozyonu Onlemesi gibi bazi 6zellikleri nedeniyle bir¢ok sanayinin

hammaddesi olarak kullanilmaktadir [22].



Daha ¢ok komiirde ve fosil yakitlarin yanmasi sonucu atmosferde antropojenik
antimoni olarak bulunur. Antimon atik yakma, ¢esitli alagimlar, seramik, cam, plastik
ve sentetik kumaslar dahil olmak iizere onlarca endiistriyel ve ticari malzeme
yapiminda kullanilir. Atmosferik aerosoller, bitkiler, toprak ve sedimentlerde Sb
kontaminasyonu, yogun oldugu halde bu kirliligin cografik yayginligi, yogunlugu ve

kronolojisi hakkinda ¢ok az kantitatif calisma bulunmaktadir [23].

Tirkiye’de antimon metali, antimonlu sarapnel mermileri, zirhl1 yilizeye niifuz etme
yoniinden en iyi cephanedir. Antimonun saglamis oldugu sertlik kursun-antimon
alagimlarinin siirtiinmesiz yataklarda daha uzun 6miirlii olmasini saglamaktadir, akii
imalatinda, bazi askeri malzemelerin yapiminda, ulagim ve makine imalat sektoriinde
ayrica antimon oksit boya imalatinda ve antimon penta siilfiir lastik {iretiminde
kullanilmaktadir. Dogada 150 kadar Sb igeren mineral bilinmesine karsin, metal
tiretiminde ve hammadde olarak kullanimda basta antimonit (Sb,S;), senarmontit
(Sb,03), valentinit (Sb,03), servantit (SbyO4) ve kermesit (2Sb,S;.Sb,O3) mineralleri

Oonem tagimaktadir. En ¢ok bulunan minerali antimonittir (Sb,S3) [22].

1.1.4. Agir Metallerin Cevreye Yayilim

Agir metaller biyolojik olarak pargalanamadigindan cevre agisindan siirekli yaygin
kirletici maddelerdir. Bu metaller c¢esitli endiistrilerde kullanilir ve atik olarak
cevreye desarj edilmektedir. Cevreye cesitli formlarda metal girisi mikrobiyal
topluluklarin faaliyetlerini etkileyebilen c¢ok sayida modifikasyonlara neden
olabilmektedir. Elektro-kaplama, plastik iiretim, gilibre iiretim tesisleri, maden ve
metal igletimleri sonrasinda ortaya c¢ikan atiklar agir metal kirliliginin yaygin
kaynaklaridir [24]. Bazi agir metaller temel eser elementler olmasina ragmen
mikroorganizmalar, insanlar ve hayvanlar dahil olmak {izere her tiirlii canli igin
yiiksek konsantrasyonlarda toksik olabilmektedir. Agir metaller genellikle,
biyomolekiillerin temel fonksiyonel gruplarini bloke ederek, aktif kisimlarmi
degistirerek ya da gerekli eser metal iyonlar1 ile yer degistirerek mikroorganizmalar

tizerinde, inhibitor etki ortaya ¢ikarmaktadir. Ancak, diisiik konsantrasyonlarda Co+2,



Cu'?, Zn™ ve Ni? gibi agir metal iyonlar1 da metallo-proteinler ve enzimler igin

hayati kofaktorlerdir [25].

Agir metaller yagis durumuna gore, dogrudan dogruya topraga gelip, oradan
bitkilere, hatta bazi kosullarda taban sularina ulasir. Kismen de yiizeysel akisla uzak
cevreye yayilir [26]. Agir metallerin ekolojik sistemde yayilimlari dikkate
alindiginda dogal cevrimlerden daha ¢ok insanin neden oldugu etkiler nedeniyle
cevreye yayillimin séz konusu oldugu goriilmektedir. Siirekli ve kullanima bagh
kirlenmenin yani sira kazalar sonucu da agir metallerin ¢evreye yayilimi dnemli
miktarlara ulasabilmektedir. Agir metallerin dogaya yaymimlar dikkate alindiginda
cok cesitli sektorlerden farkli islem kademelerinden biyosfere agir metal atilima
gergeklestigi bilinmektedir. Bunlar agir metal kullanan isletmeler, giibre sanayi,
termik santraller, ¢cOp ve atik ¢amur yakma tesisleri, ulasim araglari, demir-gelik,
¢imento, cam {lreten isletmeler ise {iretimleri sonucu ortaya c¢ikardiklari {iriiniin
atiklarini, hava yoluyla bitkilere, hayvanlara ve insanlara ulastirmaktadir. Sonucta
agir metal yaymimu farkli sektorlerden biyosfere asir1 bir sekilde yayilmaktadir [27].
Agir metaller genellikle okyanus yiizeyindeki sularda diisik yogunluklarda
bulunurlar ve oradan vyiikselip atmosfere tasinirlar. Yiiksek seviyeleri sahil
kiyilarinda ve nehir sulariin yiizeyinde meydana gelirler. Her bakimdan zehirleyici
Ozellige sahip olan agir metaller ¢esitli kaynaklardan cevreye yayilmakta ve

giiniimiizde ¢evre kirliliginin 6nemli nedenlerinden birini olusturmaktadir [27, 28].

1.1.5. Agir Metallerin Cevre ve Canhlar Uzerindeki Etkileri

Atik sular, konvensiyonel atik su isleme prosesleri ile biyolojik olarak
parcalanamayan Onemli konsantrasyonlarda agir metal igermektedir. Atik sularda
yiiksek konsantrasyonlarda agir metal bulunmasi direkt olarak kontamine olan su ve
sucul hayatin iizerinde zararli etkilere yol agmaktadir. Bu tiir kirli sularin kullanimi1
insan saglig1 icin ciddi sorunlar getirebilmektedir [10]. Toksik madde igeren agir
metaller, 6zellikle Cu, Zn, Ni ve Pb toprak yiizeyine yiiksek konsantrasyonlarda sulu
camur birakirlar [29], bunlar gida zinciri igerisine taginabilir, yiiksek toksik madde

icermelerinden dolayi, insan ve hayvan sagligi ve iirlin iiretimi {izerinde bir tehdit



unsuru olabilirler. Agir metaller su ve tarimsal ekosistemlerden besin zincirine
girebilir ve insan sagligin1 dogrudan tehdit edebilirler. Fosil kdkenli maddelerin
enerji iretimi amaciyla yakilmalar1 ve biyosfere salinmalar1 sonucu, bu
elementlerden kaynaklanan kirlilik sorunlar1 da giin gectikce artis gostermektedir
[27]. Agir metaller, kendi oksidasyon durumlarina bagh olarak yiiksek tepki verebilir

ve sonug olarak ¢ogu organizmalara zarar verebilirler [27, 30].

Agir metal kirliligi diinya tlizerinde pek ¢ok yerde biyosferi etkiler. Cd, Cr, Cu, Ni ve
Zn gibi topraklardaki bazi agir metallerin fazla konsantrasyonlar1 dogal su ve karasal
ekosistemlerinin bozulmasina sebep olur [27, 31]. Bazi agir metaller diisiik dozlarda
bitkiler i¢in 6nemli mikro-elementlerdir; fakat yiiksek dozlar bitki tlirlerinin cogunun
bliylimesini engeller ve metabolik diizensizlige sebep olabilir. Arastirmacilar bazi
bitki tiirlerinin metal agirlikli topraklarda endemik oldugunu ve agir metallerin ve
diger toksik bilesenlerin alisilmis miktarindan daha fazlasini tolere edebilecegini

bildirmislerdir [27].

Mikroorganizmalar, bulunduklar1 ortamlarda gesitli metaller ile karsilagtiklarindan
dolay1 bunlarla etkilesim halinde olmalar1 sasirtici degildir. Co, Cu, Ni, Zn, Cd ve
oksianyonlar (antimonat, arsenat ve arsenit) dahil olmak iizere bazi metaller
ozellikle ilgi ¢ekicidir. Bu metaller mikroorganizmalarin yasam siire¢lerinde 6nemli
rol oynamaktadirlar. C0+2, Cr+2, Cu+2, Fe+3, Mg+2, Ni? ve Zn"? gibi bazi metaller
hayati onemi olan mikronutrientler olarak goérev yapmaktadirlar ve redoks
tepkimelerinde, cesitli enzim bilesenleri olarak, elektrostatik etkilesimler yoluyla
molekiilleri stabilize edip ozmotik basmcin diizenlenmesinde kullanilirlar. Ag™,
Al Cd™, Au™, Pb™, Sb™, As™ ve Hg™ gibi bir¢ok agir metalin bilinen biyolojik
roli olmaylp ve mikroorganizmalar i¢in olduk¢a zehirlidirler. Yiksek
konsantrasyonlarda, agir metal iyonlar1 toksik etkilere neden olan spesifik kompleks

bilesikleri olusturur [32].

Zn, Ni ve 6zellikle Cu ¢ok onemli eser elementler olup yiiksek konsantrasyonlarda
toksik etki yaratmaktadirlar. Cogu metal iyonlar1 fizyolojik ya da toksik etki
olusturmak i¢in, bakteri hiicresi igerisine girmek zorundadir [33]. Pek cok iki degerli

metal katyon (Mn™?, Fe™, Co™, Ni, Cu™ ve Zn™) yapisal olarak birbirine cok
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benzer. Ayrica, bu kromat gibi oksianyonlarin yapist siilfata benzemekte olup ayni
durum arsenat ve fosfat icin de gegerlidir. Mikroorganizmalar, sitoplazmik
membrandan kemoozmotik gradient tarafindan yonlendirilen hizli ve spesifik
olmayan alim sistemlerini kullanirlar [33]. Bu alim sistemleri mikrobiyal hiicre
icinde agir metal iyonlarinin birikimine yol agmaktadir. Mikrobiyal hiicre i¢inde agir
metal iyonlar1 yliksek konsantrasyonlarda ¢ok toksik oldugu i¢in, mikroorganizmalar
metal-iyon denge faktorlerini veya metal direng belirleyicilerini gelistirmek
zorundadirlar [32]. Bu direng belirleyiciler, agir metal kontamine ortamlarda
mikroorganizmalarin yasamasi i¢in detoksifikasyon mekanizmalarinda rol oynayan
proteinleri kodlamaktadir. Bir diger metal alim sistemi ATP-bagimli sistem olup
yiiksek substrat ozgiilliigline sahiptir, daha yavastir ve genellikle enerji kaynagi
olarak ATP’yi kullanir [34]. Tanimlanmis spesifik olmayan alim sistemlerin aksine,
ATP bagimli alim sistemleri indiiklenebilirdir. Hiicre i¢inde, agir metal iyonlarinin
toksisitesi, esansiyel metaller ile yer degistirip baglandiklar1 kisimlara baglanarak
veya ligand etkilesimleri ile olusabilmektedir [32, 33]. Ozellikle yiiksek atom
numaralar1 olan agir metal katyonlar1 6regin Hg™, Cd™ Ag" -SH gruplarina
baglanma egilimindedirler [33]. Agir metal iyonlar1 -SH gruplarma baglanmak
suretiyle, hassas enzimlerin islevini inhibe edebilmektedir. Minimum inhibisyon
konsantrasyonu (MIK), agir metal iyon toksisitesi ile mikrobiyal biiyiimeyi tamamen
inhibe eden en diisiik agir metal konsantrasyonu olarak tanimlanir [35]. Escherichia
coli gibi bazi bakteri tiirlerinin agir metal iyonlarina kars1 direngleri test edilmis ve
yiiksek MIK degerlerinde direng gdsterme yeteneginde olduklari belirlenmistir. Bu
yiizden yiiksek MIK sergileyen bakteri tiirlerinin, agir metaller ile kontamine olmus
ortamlarda ve biyomadencilik gibi diger endiistriyel proseslerde biyoremediasyon
i¢in uygulanabilir olmas1 ¢ok énemlidir. Biyomadencilik maden atiklarini kullanarak
bakteri, bitkiler gibi canli organizmalarin hiicrelerinde altin, giimiis, platin gibi
degerli metalleri biriktirmesini ifade eder. Daha sonra, bu organizmalar toplanabilir
ve metaller geri kazanilabilir [36]. Diger agir metal iyonlari, fizyolojik iyonlar ile
etkilesime girebilir ve ilgili fizyolojik katyonlarin fonksiyonu inhibe edebilirler [33].
Gram negatif bakterilerde, metal katyonlar1 glutatyona baglanabilmektedir. Bu
durum, bisglutatyon (GS-SG), metal katyon, ve hidrojen peroksit olusturmak i¢in
molekiiler oksijen ile etkilesime giren bisglutatyon komplekslerinin, olusumuyla

sonuglanir [37]. Bisglutatyonun azaltilip geri glutatyona doniismesi i¢in NADPH
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gerekli oldugundan, agir metal katyonlar1 ciddi oksidatif strese neden olabilir. Buna
ek olarak, yiiksek konsantrasyonlarda eser elementler ve diger agir metal iyonlari,
enzim Ozgiilliigiini degistirerek hiicresel fonksiyonlar1 bozabilir, hiicre zarlarina ve

DNA'nin yapisina zarar verebilir [32].

1.1.5.1.1. Kadmiyumun Cevre ve Canhlar Uzerindeki Etkileri

Atik sularla kontamine olan gevrelerde bulanan Hg™, Pb™* ve Cd"? biyolojik olarak
parcalanamazlar ve fazla miktarda toksik olmalar1 nedeniyle biiyiikk sorun
olusturmaktadir. Bu {i¢ metal ABD Cevre Koruma Ajansi’nin 6ncelikli kirleticiler
listesinde yer almaktadir [4]. Diisiik konsantrasyonlar1 bile son derece zararl etkilere
sahiptir. Sekil 1.1.’de goriildiigii gibi kadmiyumun 6zellikle ¢evre kirliligi goriilen
denizlerde besin zincirinin 6nemli bir halkasi olan baliklar tarafindan alinarak
biriktirildigi ve degisik seviyelerde =zararli toksik etkiler meydana getirdigi
gorilmistiir [38]. Kadmiyum kirliliginin oldugu topraklarda yetisen bitkiler, bu
bitkilerle beslenen hayvanlardan iiretilen hayvansal gidalar ve igme sularina karisan
sanayi artiklart araciligryla insan biinyesine ulasir. Solunum yoluyla viicuda alinan
Cd, siirekli bas agrisi, bas donmesi, mide bulantisi, kusma, uykusuzluk, astim, kemik

erimesi gibi hastaliklara yol agmaktadir [39].
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Sekil 1.1. Kadmiyum kirliligi [40]

1.1.5.1.2. Civanin Cevre ve Canlilar Uzerindeki Etkileri

Civa, enzim ve proteinlerin siilfidril gruplarina baglanan toksik bir elementtir. Civa
ve sllfidril gruplarin  birlesimi bir organizma i¢inde hiicre fonksiyonlarin
durdurabilmektedir. Civa bir¢ok canli tiirii i¢in zararli oldugundan, c¢evreden civa
kirliliginin uzaklastirilmas1 gerekmektedir [41]. Bu kirlenmis alanlarin i¢inde civanin
fazlaca bulunmasi ¢evresindeki ekosistemler i¢in saglik ve ¢evre sorunlarina neden
olmaktadir. Civaya siirekli maruz kalma, insan sagligi ve ¢evreye zararh etkilere
neden olabilmektedir. Dis amalgam dolgular, ev iirlinleri, floresan ampul, kirik
termometre ve endistriyel atiklar gibi faktorler ile civa kirliligine maruz
kalinmaktadir. Metil civa saglik sorunlarina neden olmaktadir. En biiyiik nedeni civa
kirliligine maruz kalmis baliklarin tiiketimi ile olmaktadir. Metil civa (CH3;Hg),
civanin en toksik halidir. Ciinkii hiicre membranlari i¢in yiiksek adsorpsiyon hizina

sahiptir, yaygin olarak norotoksin etkisi vardir. Civa kii¢iik miktarlarda dahi biitiin
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organizmalar i¢in toksiktir. Enzim ve proteinlerin siilfidril gruplarina baglanarak

hiicre fonksiyonlarini inaktive etmektedir [42].

Inorganik civa bilesikleri bobrek, karaciger ve dalakta birikmekte olup tolerans esik
degerini asmadig1 siirece zarar1 yoktur ve viicuttan atilmaktadirlar. Inorganik civa
bilesiklerine uzun silire maruz kalma toksik semptomlarin gelismesine yol
agmaktadir. Inorganik civa zehirlenme belirtileri yavas yavas gelisir. Ilk fiziksel
belirtileri; el ve ayak parmaklarinda ve daha sonra dudak ve dilde uyusma goriiliir.
Kilo kaybi, gastrointestinal islev bozukluklari, halsizlik, yorgunluk, istahsizlik
kronik  zehirlenmelerde gelisen durumlardir. Inorganik civaya yiiksek

konsantrasyonlarda uzun siireli maruz kalma 6liimle sonuglanabilir [43].
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Sekil 1.2. Kiiresel civa jeokimyasal dongiisii [44]

1.1.5.1.3. Antimonun Cevre ve Canhlar Uzerindeki Etkileri

Kursun alagimlarinda, ilag sanayinde, pil endiistrisinde ve elektronik sanayisinde

yogun kullanilan antimon, insan viicudu i¢in gerekli bir metal degildir. Bulunabildigi
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iki oksidasyon kademesine (+3, +5) ait bilesikleri zehirlidir. Viicutta biraktig1 temel
hasarlar; bagisiklik sisteminde ¢6kme, sinir sisteminde, solunum ve sindirim
sistemlerinde ve viicudun diger sistemlerindeki negatif etkileri olarak tanimlanabilir.
Antimon ve bilesiklerine ait ¢alismalar hayvanlar iizerinde yogunlastirilmis ve her
tirlii etki hemen hemen tespit edilmistir. Buna karsilik antimonun insan sagligi
tizerindeki etkilerini iceren c¢alismalar olduk¢a sinirlidir. Viicuda hangi yolla girmis
olursa olsun 6zellikle cigerler, mide ve bagirsak bolgesinde toplanan antimonun, akut
veya kronik etkileri temel olarak mide kasilmalari, mide agrilari, kusma, deride
kizariklik ve acilan yaralardir. Uzun siireli alinmalari durumunda cigerlerde ve
bronsitler tizerinde negatif etkileri goriilmektedir. Ancak antimon bilesiklerine ait en
carpici etki kalp ritmini bozmasi ve sinir sistemi lizerinde diizeltilemez tahribatlara
yol agmasidir. Bunun yaninda siirekli maruz kalindiginda kilo kaybina,

metabolizmanin hizlanmasina ve kan sekerinin diismesine yola acar [12, 45].

Antimon; madenlerinin isletilmesi, antimon ve antimon bilesiklerinin tliretilmesi ve
bunun yaninda antimon igerikli diger alasim ya da bilesiklerin iiretimi, eritilmesi ve
termik santrallerin baca tozu ile ¢evreye yayilir [45]. Canlilar i¢in zehirli etkileri olan
inorganik antimon bilesikleri; SbH3, SbF;, SbCl;, SbCls, Sb,Os, SbyOs, Sb,Ss3, Sb,Ss
ve metalik antimondur (Sb). Canli biinyesine soluma, yeme, i¢gme ile ve deri temasi
ile gecer. Soluma ile temas sonucunda hayvanlarda 6liim, insanlarda ise solunum

sistemi, sinir sistemi ve sindirim sisteminde negatif etkiler yaratmaktadir [12].

1.1.6. Metal Uzaklastirma Yontemleri

Genel olarak, kirleticilerin 6nemli miktar1 sanayi, tarim uygulamalar1 ve diger insan
faaliyetleri de dahil olmak iizere c¢esitli kaynaklardan ¢evreye salimmaktadir. Bu
kirleticilerin, kimyasal tiiriine, ¢evreye dagilimi ve konsantrasyona bagli olarak
ekosistem {izerinde uzun veya kisa vadeli etkileri vardir. Organik kirleticiler
biyolojik olarak parcalanip son {iriin olarak karbondioksit ve su olusabilir ve bu
durum dongiisel olarak gerceklesebilir [46]. Toksik organik ve inorganik maddelerin
aksine, cevreye salinan metalik tiirler kimyasal, fiziksel ve biyolojik olarak

parcalanamazlar. As, Sb, Cd, Hg, Cu, Cr, Ni, Co ve Zn gibi agir metal kirleticileri
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toksik olmayan formlara ayrisamaz. Agir metal kirliligi diinya genelinde bir sorun
olup atik su ve endiistriyel atiklardan agir metallerin etkili bir sekilde uzaklastirilmasi
konusu pek cok arastirmacinin dikkatini ¢ekmektedir. Presipitasyon, oksidasyon-
rediiksiyon, iyon degisimi, filtrasyon, membran ya da ters ozmoz ve buharlastirma
gibi geleneksel yontemler metal Kkirliliginin gideriminde kullanilmaktadir [47].
Ancak, tiim bu yontemlerin yiiksek maliyet, diisiik verim ve yiiksek enerji tiikketimi
gibi birgok dezavantajlar1 vardir ve g¢evre dostu degildir [24, 48]. Geleneksel
yontemlerin diger bir dezavantaji, kullanilan kimyasal yontemin bir sonucu olarak
toksik ¢amur {retilir, genellikle suyunu almak zordur ve ayni zamanda bertaraf
edilmesinde ¢ok dikkatli olunmasi gerekmektedir [48]. Metal iyon uzaklastirma
islemleri yiiksek reaktif gereksinimden dolayr da dezavantajlidir. Kimyasal
absorbanlar arasinda, sadece iyon degisim daha az ekolojik problem yarattigindan
recineleri remediasyon i¢in bir segenek olarak kabul edilmektedir. Ancak, kimyasal
reginelerin pahali olusu ve diger dezavantajlar nedeniyle diisiik maliyetli alternatif
yontemler onem kazanmistir. Uygun maliyet ile zararli atik iirinler olusturmadan
kontamine ortamlar1 iyilestirmek, kabul edilebilir seviyelerde atik su desarji olan
cevre dostu yontemlerin gelistirilmesi gerekmektedir. Son yillarda alternatif giderim
yontemlerinde biyolojik materyallerin de performansi daha iyi ve diisikk maliyetli
oldugundan alg, mantar, maya ve bakteri gibi biyolojik materyallerin kullanimi 6nem

kazanmistir [49].

1.1.7. Biyoremediasyon

Atiklarda metalin uzaklastirilmast ve diisiik maliyet, biyolojik giderimin
avantajlarindan bazilaridir [50]. Bir¢cok mikroorganizmanin agir metal Kkirliligi
acisindan biyoremediasyon kapasiteleri yogun bir sekilde incelenmektedir.
Biyoremediasyon organik, inorganik kirleticiler ve agir metaller ile kontamine olan
bolgelerin biyolojik sistemler kullanilarak iyilestirilmesidir. Mikroorganizmalar
biyoakiimiilasyon, presipitasyon veya biyosorpsiyon yoluyla agir metal
uzaklagtirabilmektedir [50, 51]. Mikroorganizmalarda biyoakiimiilasyon, agir metal
iyonlarinin disaridan mikrobiyal hiicre i¢ine membran boyunca tasinip belirli

konsantrasyonlarda biriktirilmesidir. Biyosorpsiyonda agir metal iyonlar1 6zellikle
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pozitif yiikli metal iyonlari, hiicre yiizeylerinde negatif iyonik gruplara
baglanmaktadir. Biyoremediasyon, ¢Oziiniirliikte, sorpsiyon oOzelliklerinde, tasima
Ozelliklerinde ve metal toksisitesinde degisikliklere yol agmaktadir [50].
Biyoremediasyonda, agir metal kirleticilerinin ¢oziniirliigli, kati maddeden
uzaklastirilmas: ile saglanir. Bazi mikrobiyal tiirler ile agir metal iyonlarinin
enzimatik rediiksiyonu gergeklesir ve agir metal iyonlarmin indirgenmis formu

¢Oziinmez ve ¢okelti halinde olabilmektedir [33].

Son yillarda yapilan g¢alismalarda metal ile kontamine olmus ortamlarda hayatta
kalabilen arke ve bakteriyel populasyonlarin analizi i¢in molekiiler teknikler
uygulanmaktadir. Yillarca agir metal iceren ¢amur ve kanalizasyon sularinin
giderilmeye calisildig1 topraklardaki bakteri topluluklari sekanslama, klonlama ve
FISH dahil rRNA uygulamalar1 kullanilarak analiz edilmektedir [7]. Bazi
organizmalarin detoksifikasyon mekanizmalarinin metal biyoremediasyonunda
yararli olabildigi disiliniilmekte ve izole edilen metal direngli bakterilerin direng
mekanizmalar1 kiyaslanmaktadir. Son zamanlarda, agir metal toleransh tiitiin bitkisi
patojeni Ralstonia eutropha hiicre yiizeyindeki metallotionin proteinleri ile Cd* ile
kontamine olmus topraktan agir metalin toksik etkisini 6nemli Olclide azalttig

belirlenmistir [7].

1.1.8. Bakterilerde Agir Metal Diren¢ Mekanizmalari

Bakteriler, ¢evrelerindeki tiim toksik metal iyonlarina karsi direng gosterebilirler.
Ag', AsO?, Cd ™, Co ™, Cu™, Hg ™ Ni ™ Sb", TeOs? ve Zn"™ gibi toksik agir
metal iyonlar1 i¢in 6zel direng sistemlerini kodlayan genlerin plazmitler {izerinde
bulundugu tespit edilmistir. Karbon bilesiklerinin aksine bazi inorganik iyonlar
diisiik seviyelerde besinsel agidan gereklidir fakat yiiksek seviyelerde (Cu*?, Co™ ve
Ni"? gibi) toksik olabilmektedirler. Hg"* ve AsO™ gibi diger inorganik iyonlar ise her
zaman zehirlidir ve bakterilerde metabolik fonksiyonlari yoktur. Toksik metallerin
cevre mikrobiyolojisini ve biyoremidasyonu i¢in mikrobiyal siireclerde kullanmak
icin, oncelikle temel biyokimyasal faaliyetlerini ve genetik belirleyicilerini anlamak

gerekir. Metal iyon direng sistemleri, E. coli’den Streptomyces’e kadar arastirilmig
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bircogunda plazmit {izerinde tespit edilmistir. Baslangigta diren¢ mekanizmalari ile
ilgili genler, plazmitlerde bulunmus daha sonra kromozomlarda da bu genlerin

oldugu goriilmiistiir [52].

Baz1 agir metaller eser elementler olsa da, ¢ogu yiiksek konsantrasyonlarda, hiicre
icinde kompleks bilesikler olusturarak, mikroorganizmalar dahil olmak {izere canlilar
icin toksik olabilmektedirler. Mikroorganizmalar agir metalleri tolere etmek icin ya
atim, kompleks olusturma veya metal iyon rediiksiyonu ya da anaerobik solunumda
terminal elektron alicis1 olarak kullanmak suretiyle c¢esitli mekanizmalar
gelistirmislerdir. Simdiye kadar Cu, Zn, As, Cr, Cd ve Ni gibi metaller i¢in tolerans
mekanizmalar1 tespit edilmis ve ayrintili olarak agiklanmistir. Hiicre disina metal
iyonlarinin atiminda hem kromozomal hem de plazmit iizerinde kodlanan ilgili
genlerin tespit edildigi bircok mekanizma ¢alisilmaktadir. Mikroorganizmalar
tarafindan agir metal iyonlarinin alimi ve sonra atimi genellikle bir redoks
reaksiyonu gerektirdiginden, metal direngli bakteriler bu metal iyonlarmin
biyojeokimyasal dongiisiinde 6nemli bir rol oynamaktadirlar. Bir agir metalin
oksidasyon durumu metalin ¢oziiniirlik ve toksisitesi ile ilgilidir. Ayrica, bir metal
iyonunun oksidasyon hali, ¢oziiniirliigli ile belirlenebilmekte ve birgok bilim adami
agir metalleri okside veya rediikte etmek amaciyla metal kontaminasyonuna maruz

kalmis ¢evrelerin remediasyonu i¢in mikroorganizmalar1 kullanmaktadir [53].

Yiiksek konsantrasyonlarda, agir metal iyonlar1 hiicrelerde toksik bilesikler
olusturabilirler [33]. Toksik etki olusturmak i¢in Oncelikle agir metal iyonlarinin
hiicre i¢ine girmesi gerekmektedir. Baz1 agir metaller enzimatik fonksiyonlar ve
bakteri liremesi i¢in gerekli oldugundan, hiicre i¢ine metal iyonlarinin girisine izin
veren alim mekanizmalar1 bulunmaktadir. iki genel alim sistemi vardir. Birincisi
ATP gerektirmeyen hiicre zarindan bir kemoozmotik gradient ile gecisi saglayan
cabuk ve spesifik olmayan sistem, ikincisi ATP hidrolizinden enerji saglayan daha
yavas ve daha substrata &zgii bir sistemdir. Ilk mekanizmanim enerji bakimindan
verimli olmasi daha fazla agir metalin hiicreye girmesine neden olmaktadir. Yiiksek
konsantrasyonlarda bu metallerin bulunmasi daha sonra hiicre icerisinde toksik

etkilerinin olmas1 muhtemeldir [53].
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Mikroorganizmalar arasinda, bakteri, maya ve protozoalar genellikle ¢evredeki agir
metallere maruz kalan ilk canli grubu oldugundan toksik agir metallerin varligina
adapte olabilmek icin c¢esitli mekanizmalar gelistirmislerdir. Cesitli adaptasyon
mekanizmalar1 arasinda metal emilimi, mineralizasyon, hiicre ic¢ine alim,
akiimiilasyon, ekstraseliiler presipitasyon, enzimatik oksidasyon veya daha az toksik
forma doniistiirmek icin rediiksiyon ve hiicreden agir metallerin atilimi bildirilmistir.
Agir metal direngli mikroorganizmalar, atiksu aritma prosesinde Onemli rol
oynamaktadirlar. Bu direngli mikroorganizmalarin detoksifikasyon yetenekleri atik
sulardaki agir metallerin biyoremediasyonu i¢in manipiile edilebilmektedir. Agir
metalle kontamine olan atiklar, bu mikroorganizmalarin  biyosorpsiyon,
biyoakiimiilasyon ve biopresipitasyon gibi mekanizmalar ile iyilestirilebilmektedir

[10].

Bakteri hiicreleri maruz kaldiklar1 toksik metalleri bloke etmek veya hiicresel
islevlerinde degisiklikler yapmak igin gerekli proteinlerin ve enzimlerin sentezinden
sorumlu gen veya genleri tasimak zorundadirlar. Metal kirliligine maruz kalmis ve
belirgin toksisiteye ragmen, pek ¢ok mikroorganizma diren¢ mekanizmalari
sayesinde hayatta kalabilmektedir. Bu mekanizmalar enzimatik detoksifikasyon ile
kirleticinin daha az toksik forma ¢evrilmesi, metal baglayici peptid ve proteinlerin
tiretimi (metallothioneinler, phytochelatinler gibi) ile hiicre ig¢inde veya disinda
tutulmasi, organik ve inorganik presipitasyon, aktif transport ile atim ve
mikroorganizmanin metale karsi daha duyarsiz hale gelmesi seklinde
ger¢eklesmektedir [54]. Hg, Cd ve Pb’nin insanlar dahil canlilar i¢in toksik metaller
olduklar1 bilinmektedir. Birka¢ deniz bakterisi 25 ppm Hg konsantrasyonunda
yasayarak yiiksek oranda direnclilik gostermistir. Bu ¢alisma boyunca yiiksek civa
konsantrasyonlar1 denenerek bakterilerin Pb ve Cd detoksifiye edebilme yetenekleri
de degerlendirilmistir. Sonuglar bakterilerin sadece Hg degil, Cd ve Pb’yi detoksifiye
edebilme potansiyellerinin de oldugunu gostermistir. Biyokimyasal ve 16S rRNA
gen sekans analizleri ile izole edilen bu bakteriler Alcaligenes faecalis, Bacillus
pumilus, Bacillus sp., Pseudomonas aeruginosa ve Brevibacterium iodinium olarak
identifiye edilmislerdir [4]. Tek bir bakteri bircok metale kars1 direngli

olabilmektedir. P. putida KT2440 genomu bir¢ok metale direng ve toleransi saglayan
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61 open reading frame igermektedir. Hg, Cd, Zn, Sn, Cu ve Pb gibi bir¢ok metale

kars1 direngliligi olan izole edilmis bir bakteride bulunmustur [4].

1.1.8.1.1. Kadmiyum Diren¢ Mekanizmasi

Kimyasal ¢oktiirme, iyon degisimi ve adsorpsiyon gibi konvansiyonel atiksu isleme
prosesleri verimsiz ya da pahali olabileceginden, kadmiyumun giderilmesinde
biyolojik prosesler son yillarda 6ne ¢ikmistir. Son on yilda bakteri, mantar ve alg gibi
farkli biyokiitle tiirleri belirlenip yaygin olarak ¢alisilmaktadir. Yaygin bir maya olan
Rhodotorula sp., potansiyel olarak agir metallere karsi1 direng gostermektedir ve agir
metal toksisitesinin giderimi ic¢in biyoremediasyonda kullanilmasi uygun olup
sistematik olarak arastirilmamustir. R. rubra’nin Cd ve Pb akiimiile edebildigini
bildirmislerdir. Rhodotorula’nin iyon degisimi ve ekstraselliiler presipitasyon ile

Pb*? giderim mekanizmasi oldugunu géstermistir [55].

Toprak bakterilerinde Cd direncliligi, ¢esitli genetik sistemler ile gergeklesmektedir
ve iyi bilinen direng¢ sistemlerinden biri olan Cd atim sistemi, Cd diren¢ genini
kodlayan cadA operonu tarafindan kodlanmaktadir. cad4 gen homologlarinin
Staphylococcus aureus, Bacillus firmus, Listeria monocytogenes ve Lactococcus
lactis gibi gram pozitif bakterilerde ve gram negatif bakteri olan Stenotrophomonas

maltophilia’da yaygin oldugu bildirilmistir [56].

Kadmiyum remediasyonunda, potansiyel organizmalar belirtilmistir. Bioadsorpsiyon,
biyoakiimiilasyon ve biyotransformasyon ig¢in belirlenen potansiyel organizmalar,
kontamine ¢evrelerden agir metal gideriminde 6nem tasimaktadir. Sharma ve Fulekar
(2009) tarafindan tanimlanmis olan Buttiauxella izardii DSM 9397’nin Cd
remediasyonunda, biyoakiimiilasyon mekanizmasi ile daha etkili bir sus olabilecegi
bildirilmistir. Ayrica, bu susun biyokimyasal analizler, sekanslama filogenetik agac
ve BLAST, Clustal W ve FASTA gibi biyoinformatik tekniklere dayanilarak
identifikasyonu yapilmistir [57].
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Kadmiyuma kars1 bakteriyel direng ilk kez S. aureus’ta tanimlanmistir. cad4 ve cadB
olarak adlandirilan iki direng belirleyici, pI258 iizerinde bulunmustur. Daha sonra
benzer direnclilik E. coli’de bulunmustur. cad4 direng belirleyici cad4 ve cadC
genlerini igcermektedir. cad4 ATP bagimli membran akis pompast ve cadC, operon
i¢in baskilayici bir proteindir. cad4, Cd direncliligini saglamak icin ATP hidrolizi ile
aciga c¢ikan enerjiyi kullanarak Cd iyonlarini hiicre membranindan geg¢irmektedir

[58].
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Sekil 1.3. S. aureus’ta Cd ve Zn direnci ve transportu [34]

Gram pozitif bakterilerde, Cd"*’nin birikimi P1258 plazmiti ve ilgili plazmitler
iizerinde yer alan cadA direng sisteminin ekspresyonuna (Sekil 1.3.) neden olur.
cadA aktif iyon atimimi saglayan bir direng¢ sistemidir. cad4 direng determinanti
indiiklenebilirdir ve cadC gen liriiniiniin, bu sistemde trans-etkili DNA baglayici bir
diizenleyici protein oldugu bilinmektedir. Katyon atimi1 bir P-tipi ATPaz olan cadA4
proteini tarafindan katalize edilir [34]. ATP, cadA katalizli kadmiyum iyonunun
tasinmasi i¢in bir enerji kaynagi olarak islev goriir. cadA, P-tipi ATPaz (CPx-ATPaz)
olup Staphylococcus ve Bacillus gibi gram pozitif bakterilerde genellikle
bulunmaktadir. ATPaz proteini, direngli hiicreler Cd+2’ye maruz kaldiklarinda

sentezlenmektedir. Bu protein enerji kaynagi olarak ATP’yi kullanarak intraseliiler
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Cd+2’yi hiicreden uzaklastirmaktadir [34, 56]. Cd"*’nin enzimatik detoksifikasyonu
ile toksik formlar olustugundan, mikroorganizmalar kadmiyumun hiicre disina aktif
transport ile atilmasi seklinde bir diren¢ mekanizmasi gelistirmiglerdir [2]. Sekil
1.4’te goriildigii gibi gram negatif bakterilerde, Cd™ bir ¢inko tastyicist Czc ve nikel
tastyicist Ncc gibi RND sistemleri tarafindan detoksifiye olmaktadir [59]. Ralstonia
sp. CH34, ve S. cerevisiae’da Cd"” magnezyum alim sistem ya da sistemleri
tarafindan akiimiile edilmektedir. Diger bakterilerde, Cd+2, bazi Mn'? alim sistem ile

hiicreye girmektedir [33].

Ccdzt cd?t

MITAT™N Mn-uptake |-,
_.,f A o

JEER Smit

Ccd2t

Sekil 1.4. Magnezyum veya manganez alimi sistemleri; Cd™ alimindan sorumludur
ve gram negatif bakterilerde RND odakli ulasim seklini alir ve

muhtemelen de CDF tasiyicilar tarafindan hiicre digina atilmaktadir [33]

Synechococcus denizlerde yasayan bir siyanobakterdir. Bu mikroorganizmada smtA
ve smtB olmak {izere iki gen bulunmaktadir. Siyanobakterilerde, sm¢A4 tarafindan
kodlanan, Cd™ ve Zn"*’ye baglanan metalotionin benzeri proteini (smt) karakterize
edilmistir [33]. Bu gen yiiksek diizeydeki Cd™, Zn™ ve Cu' konsantrasyonlarinda
indiiklenmektedir. sm¢B geni de smtA geninin represdri olan smtB proteinin
tiretilmesinden sorumludur. Metallotioninler, tiyol igeren sisteince zengin agir metal
baglayic1 proteinler olup hiicre iginde potansiyel olarak serbest toksik metal

iyonlarinin birikimini dnlemektedirler. Agir metal iyon baglama, sistein igeren tiyol
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gruplar ile iyonlarin etkilesimi ile gerceklesmektedir. Metallotionin genleri hem
smtA (metallotionin proteinini kodlama) ve smtB (represor, diizenleyici proteini
kodlama) genlerini igeren, sm¢ operonu tarafindan diizenlenmektedir. sm¢
metalotionin lokusunun amplifikasyonu ile Cd direncinin arttig1 ve smt delesyonu ile

direncin azaldig1 belirlenmistir [33].

Sekil 1.5.’te bakterilerde Cd diren¢ makenizmasi: (A) ¢evreden gelen Cd™ iyonlart;
(B) Bakteri hiicre duvarinda Cd™ iyonlarmin tutulmasi (protein, karbonhidrat); (C)
metal iyon transport sistemi (MIT) ile hiicre icine Cd™nin girisi; (D) P-tipi ATPaz

12,

olan cadCA protein ile Cd “’nin atim (Efflux) yoluyla transportu; (E) katyon-
difuzyon kolaylastirict (CDF) ile katalize edilen yavas atim; (F) bakteriyel
kromozom tarafindan kodlanan smt¢ metallotionin proteinleri Cd baglayarak hiicre
icinde tutma (G) S. aureus plazmit lizerinde cadCA operonu cadCA proteinin kodlar
(D). (G) Cd™ iyonlarnm hiicre igine girmesini engellemek igin Cd™ iyonlar: ile

kompleks olusturan bilesiklerin hiicre digina salinmasi seklinde kisaca anlatilmistir

[401.
©) X
Sorpsiyon
s _ -
(G] .
©
® =

LI

perun

1'«lTs

- gy -a .

(E) Tranmsport

\ CDP

BN apuid a1an ||

Sekil 1.5. Bakterilerde Cd diren¢ mekanizmalari [40]
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1.1.8.1.2. Civa Diren¢ Mekanizmasi

Civanin biyolojik bir rolii yoktur ve yasamin tim formlar1 i¢in ¢ok zehirli bir
metaldir. Toksik metal diren¢ sistemlerinin anlasilmasinda civa ve organomercurial
direng¢ mekanizmalar1 basta gelmektedir. Hg direnci, gram negatif ve pozitif
bakterilerden ¢evre, klinik ve endiistriyel izolatlarinda yaygin olarak bulunur. Civa
direng genleri siklikla plazmit iizerinde ya da transpozonlar lizerinde kodlanmaktadir.
Hg direncinin transpozon Tn21’de, once Japonya'da bulunan birkag antibiyotik
direncini tastyan 94 kb boyutundaki R100 plazmiti iizerinde yaklasik 8 kb’lik
kisminda kodlandig: tespit edilmistir [60, 44]. Kromozomal Hg direnci Bacillus
izolatlarinda yaygmndir [44]. Hg™ diren¢ mekanizmasi spesifiktir ve diger toksik
metal iyonlarinda farklidir. Abiyotik ve diger mikrobiyal faktorler ile birlikte mer
diren¢ mekanizmasi, kiiresel Hg dongiisiine 6nemli sekilde katkida bulunur. Agirlikli
olarak anaerobik siilfat indirgeyen bakteriler tarafindan dogal ortamda metil
kobalamin tarafindan metil civaya (CH;Hg") doniistiiriiliir. Bu yiizden kiiresel civa

dongiisii 6ncelikle mikrobiyal yontemlerle calisir (Sekil 1.2.) [44].

Civa, E. coli’de test edilen en toksik elementlerden biridir. Tiyol gruplari i¢in civa
afinitesi kadmiyum afinitesinden daha giicliidiir. Enzimlerin siilfidril gruplarina

baglanarak bu sayede canli hiicre fonksiyonlarini inaktive eder [61].

Kiiresel jeolojik ve antropojenik aktiviteler ile yayilan zehirli civa bilesikleri bir yanit
olarak, mikroorganizmalar gelistirmis olduklar1 diren¢ belirleyicileri ile hiicre igi
tasinmada rol oynayan proteinleri kodlamaktadir. Yogun calisilan direng sistemine
en iyi ornek, enzimatik rediiksiyon bakteride metalik civa Hg™* nin Hg” metalik
civaya detoksifikasyonunu saglayan mer operonunun, i¢inde kiimelenmis genlere

dayanmaktadir [44, 62].

Hg direng belirleyicileri, farkli ortamlardan izole edilen gram negatif ve gram pozitif
bakterilerin bir¢ogunda tespit edilmistir. mer operonu plazmit ve kromozomlar
lizerinde lokalize olmustur [60]. iki ana mer belirleyicisi tanimlanmistir; dar
spektrumlu mer belirleyicileri, yalnizca inorganik civa tuzlarina karst direng

kazandirirlar, genis spektrumlu mer belirleyicileri ise inorganik civa tuzlarinin yani
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sira metil civa ve fenil civa gibi organomerkuriallere kars1 da diren¢ kazandirirlar
[43]. Baz1 bakteriler Hg™ direngliligi saglayan ve mer operonu tarafindan kodlanan
gen setlerine sahiptir. Bu operon, sadece Hg*"yi detoksifiye etmekle kalmayip, ayni
zamanda civayi hiicre digina tagimakta ve kendi kendini regiile edebilmektedir. mer
operonu, organik civa liyaz ve civa rediiktaz olmak {izere iki enzim kodlamaktadir.

+24

Organik civa liyaz enzimi C-Hg bagim kirarken, civa rediiktaz Hg"*yi Hg" (metalik
civa) indirgemektedir. mer operonu tarafindan kodlanan transport proteinleri aracilig
ile metalik civa, hiicre membranindan gegirilerek disar1 verilmektedir [44, 60, 61].
Bacillus, Escherichia, Klebsiella, Micrococcus, Pseudomonas, Salmonella, Sarcina,
Shigella, Staphylococcus ve Streptococcus, Hg'™? ye karst direng gosteren cinsler

olarak bilinmektedir [62].

mer operonunun islevleri; Hg+2’nin hiicre igerisine transportu, iyonik civanin
nispeten daha az toksik olan elemental civaya (Hg") enzimatik NADPH bagiml
dontisiimii ve fonksiyonel genlerin regiilasyonu seklindedir. mer operonunda merT,
merP (transport), merA (civa rediiksiyonu), merB (organik kalintidan civanin
ayrilmasi), merR ve merD (regulasyon), merC ve merF (membran proteinleri,
transport islevini yerine getirir) ve merG (fenil civaya direng) genleri yer almaktadir
(Sekil 1.6.). mer operonunda, mer genleri farkli roller oynar. Bu genlerin

fonksiyonlari;

merR: Hg™ yoklugunda kendi yapisal genin transkripsiyonunda represor-baskilayic
olarak gérev alan metalloregulator DNA baglayici proteindir. Bunun yamisira Hg "

varliginda yapisal genin transkripsiyonunda pozitif efektor olarak gorev yapar.

merB: Organociva liyaz, NADPH’yi enerji kaynag1 olarak kullanarak mekanizmasi
ile organomerkurial bilesiklerin hidrokarbon ve Hg™’ye protonolitik par¢alanmasini

katalize eder.
merA: Civa iyon rediiktaz, FAD ve redoks aktif disiilfit iceren bir enzim olup

glutatyon reduktaz ile homoloji gdsterir. Bu enzim Hg " bilesiklerini daha az toksik

olan metalik civay:1 elemental civaya rediikte eder [44, 63].
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Diger bakteriyel periplazmik baglayici protein-bagimli tasima sistemleri ile
karsilastirmaya dayanarak dis zar boyunca Hg *’nin difiize oldugu éne siiriilmiistiir.
Hg"™ iyonlari bir dizi tastyici proteinlerle hiicre disina tasinir. Periplazmadaki merP
proteini iizerinde Hg™>’ye baglanan bir ¢ift sistein bulunmaktadir. Hg™ sonra
sitoplazmik membran proteini olan merT {izerindeki bir ¢ift sisteine aktarilir ve son
olarak merA (civa rediiktaz) aktif yerinde bir sistein ¢iftine transfer edilir. NADPH-
bagimh reaksiyon ile Hg™ Hg%a indirgenir. Toksik olmayan Hg’ buharlasarak
hiicreden uzaklasir [64].
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Sekil 1.6. Gram negatif bakterilerde Hg direng operon (mer) modeli (Organik ve
inorganik civa detoksifikasyonu ve mer genlerinin regililasyonunda

bakteriyal mekanizmalar [65]
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Sekil 1.7. mer operonlarinda genlerin diizenlenisi [66]

1.1.8.1.3. Antimon Diren¢ Mekanizmasi

Arsenit (As+3), antimonit (Sb™) ve arsenat (As™) direnci hem gram negatif hem de
gram pozitif bakterilerde goriilmektedir. Arsenik direnci plazmit iizerinde kodlanan
(ars) operonlar ile baglantilidir. Plazmit ile kodlanmis arsenik direncliligi birgok
antibiyotige diren¢ ortaya c¢ikmadan Once bakteri tiirleri arasinda yaygindir [69].
Rediiksiyon ile agir metal iyonlarmin detoksifikasyonu As™’in  As™’e
dontstiiriilmesinde kapsamli olarak ¢alisilmistir. Hiicre enzimatik detoksifikasyon ile
metali rediikte eder ve rediikte olan {iriinler atim sistemi ile uzaklastirilir [33]. Direng
mekanizmalar1  kromozomal veya plazmit aracili olabilmektedir. Arsenik
oksianyonlar1 bakteri hiicrelerine diger bilesiklerin tasiyicilart ile girmektedir. E.
coli’de, arsenat alimi her zaman fosfat tasiyicit Pit (inorganik fosfat alimi) ve Pst
pompalar araciligi ile olmaktadir (Sekil 1.8.) [33, 68]. Fosfat yogunlugunda daha az
spesifik olan Pit kanal sistemi, hiicrenin fosfat ihtiyacin1 karsilarken, arsenat
birikimine yol acgar. Fosfat acgliginda, cok spesifik Pst-sistemi fosfat alimi igin

indiiklenir ve i¢ zari, Pst fosfat-baglayici proteini ve PstABC ATPaz kompleksini
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kullanir. Ancak Pit sistemi, arsenat alimi i¢in baskin sistem gibi goriinmektedir.
Benzer sekilde, bir okaryot olan, S. erevisiae’da, arsenat aliminda cesitli fosfat

tastyicilar gérev almaktadir [68].
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Sekil 1.8. E. coli’de arsenat direnci ve transportu. OM, dis membran; Peri,
periplazmik aralik; CPM, stoplazmik membran; Cyto, sitoplazmik aralik;

G-SH, rediiklenmis glutatyon; G-S-S-G, oksitlenmis glutatyon [34]

E. coli R773 plazmitinde yer alan ars operonu ile arsenik ve antimon toksik
oksianyonlarina kars1 direng gosterilmektedir [67, 69]. Her iki oksianyon Pit veya Pst
sistem tarafindan sitoplazmada tasmir [34]. E. coli konjugal R773 plazmiti ars
operonu arsRDABC olmak iizere bes gen icermektedir. arsR ve arsD genleri
regiilator proteinleri, ars4 ve arsB genleri bir ATP odakli arsenit pompasinin alt
birimlerini kodlamaktadir. ars4 geninin yoklugunda, tek basma arsB gen {irlini,
ikincil uniporter olarak islev goriip, biiyiikk olasilikla kismi arsenit direnci
saglamaktadir. Arsenik direnci, arsC gen {iriinii ile arsenite indirgenir ve arsenit

tagima sistemi ile hiicreden uzaklastirilir [67]. Arsenat ele alindiginda, 6nce arsenite
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indirgenir. E. coli ve S. aureus’ta arsenat, arsC geni tarafindan kodlanan arsC enzimi
tarafindan arsenite indirgenir ve arsenite 0zgii arsB proteini yoluyla hiicre digina
atilir [34, 67]. Glutatyon ve tiyoredoksin sirasiyla E. coli ve S. aureus’ta potansiyel
rediiksiyon kaynagi olarak gorev yapmaktadirlar. arsR represor proteini ve arsD

koregiilator proteini arsRDABC operonunu diizenler (Sekil 1.8.) [34].

Arsenik ve antimon oksianyonlarinin kimyasal 6zellikleri benzer oldugundan, ayni
yol ile tasinmaktadir. Arsenik gibi antimon direncinde de hiicre igine alinan bu
metaller detoksifiye edilip hiicre disina atilirlar [70, 71]. Antimonit bu indiiklenebilir
direng sistemlerinde indiikleyici olarak da islev gdrmektedir. Sb™’iin inorganik
formlariin E. coli hiicrelerine gliseroporin GlpF kanali ile alim1 kolaylastirilir [68]
ve Sb™iin transportu arsB tastyic protein ile katalize edilir. NADH oksidasyonu ile
saglanan enerji ile hiicre digia dogru membran vezikiillerinde Sb™ akiimiile edilir.
arsB proteini ile Sb™’iin tasinmasi, pH gradienti ya da membran potansiyeli ile

gergeklesir [72].

1.1.9. Agir Metal ve Antibiyotik Direncliligi

Agir metallerin endiistriyel ve maden atiklariyla farkli formlarda c¢evreye girmesi
mikroorganizmalarin aktivitelerinde Onemli degisimlere neden olmaktadir. Son
yillarda antibiyotik ve agir metallere karst direngli bakteriler ve bunlarin direnclilik
yollar1 farkli ¢alismalarda arastirilmistir. Ekolojik c¢alismalar antibiyotik ve agir

metal direngliliginin global 6neme sahip oldugunu gostermektedir [73].

Antibiyotiklerin uygunsuz ve gelisigiizel kullanimi ile gerek toplum kdkenli gerekse
hastane kokenli direngli mikroorganizmalarla olusan enfeksiyonlarda ciddi tedavi
sorunlar1 yasanmaktadir. Bir antibiyotige direncgli olan etken kisa siirede birden ¢ok
ilaca kars1 da diren¢ kazanmakta ve bu cogul direngli mikroorganizmalar hizla
ortama yayilmaktadir [74]. Hastane, endiistriyel ve zirai atiklarin verildigi sularin
direncli bakterilerin ortaya c¢ikmasinda biliylikk rol oynadigi bilinmektedir.
Antibiyotiklere ve agir metallere direncli bakterilerin 6zellikle sucul ortamlarda gen

transfer yoOntemleriyle hassas bakterilere antibiyotik ve agir metal direngliligi
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kazandirmaktadir. Plazmitler, antibiyotik ve agir metal direnglilik genlerini
tagimaktadir [73]. Agir metal toleransina 6nemli bir katkida antibiyotik diren¢ genleri
ile saglanmaktadir. Antibiyotik ve agir metal direnci ¢ogu bakteride genellikle bir
operonda kiimelenmis, birlikte transkripte olabilen, islevsel olarak baglantili bir¢ok
genlerle yapilmaktadir. Plazmitler {izerinde farkli diren¢ genlerinin kiimelesmis
olmasi, bakteriler arasinda ¢ogul direncin yayilmasinda 6nemli rol oynamaktadir.
Diren¢ plazmitleri; konjugasyon, transdiiksiyon veya transformasyonla duyarli olan
alic1 bakterilere horizontal olarak aktarildiginda, onlarda da bir veya daha fazla
antibiyotige kars1 direncin olusumuna yol agmaktadirlar. Bakterilerde ayni plazmit
tizerinde birlikte bulunmasi ve bdylece daha fazla ortamda birlikte transfer olmalar
muhtemel oldugundan bakterilerin metal toleransi ve antibiyotik direngliligi arasinda

bir iligski oldugunu gostermektedir [53, 74].

Karakterize edilmis Hg direnglilik genlerinin ¢ogu plazmit kdkenlidir. Bununla
birlikte, homolog kromozomal genlerin ¢ogunlugu bazi gram pozitif bakterilerde
bulunmustur. mer direng genlerinin bir¢ogu transpozonlar iizerinde de tespit
edilmistir [44, 60]. Transpozonlar; bir bakteri i¢cinde kromozomla veya plazmitle
baglanmis olarak, kromozom veya plazmit iizerinde ayn1 anda karsilikli olarak yer
degistirebilen, cesitli antibiyotik ve ilaca direncte dnemli gorevleri olan 6zel genler

tasiyan, DNA karakterlerinde ¢ift iplikli lineer genetik elementlerdir [60, 75].

Coklu metal direnci konusunda Gilotra ve Srivastava (1197), yaptiklar1 bir
caligmada, topraktan izole ettikleri Pseudomonas pickettii US321 susunun, ampisilin,
eritromisin gibi antibiyotiklerle, 2 mM Cd, 25 mM Zn ve 2 mM Cu agir metallerine
direng gosterdigini tespit etmislerdir. Ayni ¢alismada US321 susunun pUS321 adh
yiiksek molekiiler agirlikli bir plazmit bulundurdugu rapor edilmistir [76].

Abosereh ve arkadaslar1 (2007), Pseudomonas suslarinda ¢oklu metal ve antibiyotik
direnglilik profillerini belirlemislerdir. Glimiis direncliligi olan suslarin Cu, Ni, Fe,
Hg, Zn, Cd ve Pb metallerine de ortak diren¢ gosterdikleri tespit edilmistir. Ayrica
giimiis direngli Pseudomonas suslarinin kloramfenikol, kanamisin, tetrasiklin ve

ampisilin antibiyotiklerine de ortak direng gosterdikleri saptanmustir [77].

30



Yapilan bir diger ¢alismada Rajbanshi ve arkadaslar1 (2008), krom metaline direng
gosteren Klebsiella pneumoniae susunun antibiyotik direncliligini incelemislerdir.
Bu susun gentamisin, kotrimoksazol antibiyotiklerine duyarli oldugu tetrasiklin,
siprofloksasin, kloramfenikol ve ampisilin antibiyotiklerine karsi da direngli oldugu

goriilmistiir [10].

Abosereh ve arkadaslar1 (2007), Pseudomonas suslarinda Ag direnglilik profillerini
incelemis ve bu direncliligin diisiik ve yliksek molekiil agirlikli plazmitler ile
baglantilt oldugunu tespit etmislerdir. Ayrica Pseudomonas suslarinda Zn, Fe, Hg,
Co, Ni gibi metaller ile antibiyotiklere direngliligin de plazmitler ile iliskili oldugunu
saptamislardir [77].

1.1.10. Agir Metal Direncli Bakterilerin Tanimlanmasinda Molekiiler

Yaklasimlar

Son yillarda yapilan g¢aligmalarda metal ile kontamine olmus ortamlarda hayatta
kalabilen arkeal ve bakteriyel populasyonlarin analizi i¢in molekiiler teknikler
uygulanmaktadir. Yillarca agir metal iceren ¢amur ve kanalizasyon sularinin
giderilmeye calisildig1 topraklardaki bakteri topluluklar1 sekanslama, klonlama ve
FISH dahil rRNA wuygulamalari kullanilarak analiz edilmektedir [7]. Farkl
habitatlardan izole edilen agir metallere kars1 direngli olan bakterilerle ilgili ¢ok
sayida c¢alisma bulunmaktadir. Ancak, Kizilirmak’ta agir metal direngli bakteri
populasyonu ya da agir metal direncliligi hakkinda mevcut bilgi bulunmamaktadir.
Geleneksel mikrobiyolojik metodlar, tam olarak mikrobiyal cesitliligi ¢alismak igin
uygun degildir. Bakterilerin identifikasyonu ve karakterizasyonunda molekiiler
tekniklerin kullanilmast bir¢ok avantaj saglar. Tekrarlanabilir ve duyarliginin
yanisira hizli sonug¢ verir. Diger taraftan, molekiiler teknikler arastiricinin
mikroorganizmalar kiiltiire almadan mikrobiyal komiinitenin islev ve yapisin1 daha

dogru bir sekilde incelemesine imkan verir [78].

Farkli g¢evrelerde mikrobiyal cesitliligin identifikasyonunda kullanilan molekiiler

tekniklerin hizli ve etkili oldugu goriilmektedir. Genetik cesitlilik, organizmalarin
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biyolojik cesitliliginde kesin bilgi saglayan DNA veya RNA’larinin baz1 benzersiz
kisimlar ile organizmalar tanimlanabilmektedir [79]. Diger taraftan Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PZR) ve 16S rRNA analizi gibi niikleik asit teknolojisindeki son
gelismeler, bakterilerin genotip analizleri i¢in yeni metodlarin kullanilmasina yol
acmistir. 16S rRNA karsilagtirmali analizleri, son derece korunmus dizilerin
degisken dizi bolgeleri ile ice oldugunu gostermektedir. Degisken bdlgelerin
analizleri, degisken filogenetik ve evrimsel iligkilerin belirlenmesine izin
vermektedir [80]. Mikroorganizmalarin tanimlanmasinda korunmus ya da degisken
olan bolgeler PZR ile DNA amplifikasyonuna yonelik primer i¢in hedef olarak
kullanilabilmektedir. Geleneksel mikrobiyolojik metodlar, tam olarak mikrobiyal
cesitliligi calismak i¢in uygun degildir. Bakterilerin identifikasyonu ve

karakterizasyonunda molekiiler tekniklerin kullanilmasi bir¢cok avantaj saglar [78].

Klasik testlere ve API sistemine ilave olarak ¢esitli molekiiler yontemler tiirler
arasindaki farkliligi belirlemek igin gelistirilmistir. Kromozomal DNA baz bilesimi
(%omol G+C) ve DNA-DNA sivi hibridizasyon yontemleri tanimlama icin
kullanilmaktadir. Ozel DNA problar1 ve PZR, plazmit ve toplam hiicre protein
profillerinin belirlenmesi, 16S rRNA dizi analizi, Southern blotlama gibi molekiiler

yontemler tanimlamanin kesin ve hizli bir sekilde yapilmasini saglamaktadir [81].

1.1.10.1. 16S rRNA Sekans Analizi

Bakterilerin tanimlanmasi i¢in 1980 yilindan itibaren yontemler gelistirilmeye
baslanmistir. Woese ve arkadaglar1 bakteriler arasindaki filogenetik iliskiyi
belirlemek icin genetik kodun degismeyen bolgelerini  kiyaslamiglardir.
Bakterilerdeki bu gen bolgeleri 16S rRNA geni (ribozomun kiigiik alt birimine 6zgii
RNA) ve 23S ve 5S rRNA (biiytiik alt birimler) genleri ve bu genler arasinda yer alan
bolgelerdir [81, 82]. 5S rRNA molekiiliiniin 16S rRNA’ya gore (120 baz cifti)
oldukca kii¢iik olmasit ve smirli bilgi tasima kapasitesinden dolayr tercih
edilmemektedir. 23S rRNA molekiilii, 16S rRNA molekiiliine gore daha fazla
filogenetik agidan bilgi icermesine karsin (3300 baz cifti), 23S rRNA’ya yonelik

calismalara literatiirde daha az rastlanilmaktadir. Bakterilerin siniflandirilmasinda
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yaygin olarak kullanilan gen bolgesi 16S rRNA’dir. 16S rRNA gen bolgesi yaklagik
olarak 1550 bp uzunlugundadir ve hem degisebilen hem de korunmus bdlgelerden
olusur [83]. 16S rRNA dizilerinin kiyaslanmasi bakteriler, arkebakteriler ve
Okaryotik organizmalar arasindaki filogenetik ve evrimsel yakinligin belirlenmesi
icin kullanilan giiclii bir molekiiler aragtir [82, 83]. Bu dizilerin BLAST programinda
karsilastirilarak homolojileri belirlenmektedir [84]. Ayrica 16S rRNA dizileri kiiltiirii
yapilamayan prokaryot tiir ¢esitliliginin ortaya konulmasi ve kiiltiir bagimli olmayan
mikrobiyal komiinitelerin belirlenmesi i¢cin TRNA hedefli problarin dizayninda son
derece avantajlidir. Bu amagla binlerce organizmanin rRNA dizileri belirlenmistir ve

bu bilgiler RDP-II ve BLAST gibi 6zel veri tabanlarinda saklanmaktadir [85].

1.1.10.2. Filogenetik Analiz ve Filogenetik Aga¢ Olusturulmasi

Filogenetik analiz, mevcut olan karakterlerin degisik kriterlerin degerlendirilmesi
sonucu taksonlar arasindaki akrabalik iliskilerinin ortaya c¢ikarilmasiyla soy
agaclarinin olusturulmasidir [86]. 16S rRNA dizileri, organizmanin taksonomik
grubunu belirlemede kullanilmaktadir. Bu sekanslara gore soy agaglar olusturularak
bakteriyel tiirlerin evrimsel iligkileri gorsel olarak belirlemektedir. Bu analizle,
organizmanin evrimsel olarak akraba olan diger gruplar belirlenebilir ve tiirlerin
ortak atadalardan ayrisma hizlar1 tahmin edilebilir [87]. Ayrica genler arasi etkilesim,
ilag tasarimlari, as1 ¢alismalarinda patojen suslarin ¢esitliligi, genetik hastaliklar ve
bulasici hastaliklarin epidemiyolojisi, yeni genlerin goérevlerinin tespiti mikrobiyal
ekoloji c¢alismalarinda da kullanilmaktadir. Filogenetik agag, dallanma olaylarinin
modelini, bazi durumlarda zamanini ve zaman aralifin1 tanimlar, tiirlesme sirasini
kaydeder, hangi taksonlarin yakin ya da uzak akraba olduklarin1 gdsterir. Filogenetik
bir agacta, dallar; tiirlerin atasal populasyonlarmin zaman igerisindeki durumlarini
gosterir. Dugiimler, bir populasyonun (taksonun) iki veya daha fazla tiirev
populasyona ayrildigi noktalara denir [86, 88]. Agac¢lardaki dal uzunlugu genellikle
dalda olusmus degisikliklerin (basamaklarin) sayisini belirler [89].
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Glinlimiizde filogenetik aga¢ olusturmada kullanilan yontemler iki ana baslik altinda
incelenir ve filogenetik analiz metotlarinda kullanilan bu modeller baz1 varsayimlara

dayalidir [86, 90].

Niikleotid dizisi kullanan metotlar (sequence-based)
e Farkliliklar1 En Aza Indirme Yéntemi (Maximum Parsimony)
e En Yiiksek ihtimal Metodu (Maximum Likelihood)
e Bayes Metodu
Uzaklik kullanan metotlar (distance-based)
e Aritmetik Ortalamayr Kullanan Agirliksiz Cift Grup Metodu UPGMA
(Unweighted Pair Group Method Using Arithmetic Averages)
e Komsu Birlestirme (Neighbour Joining) Metodu

1.1.10.2.1. Niikleotid Dizisi Kullanan Metotlar (Sequence-Based)

1.1.10.2.1.1. Farklihklar1 En Aza indirme Yontemi (Maximum Parsimony)

Maksimum parsinomiye gore olmasi gereken en muhtemel agag, aciga ¢ikmis olan
evrimsel degismenin toplam miktarini en aza indirgeyen agagtir [86, 91]. Yani en az
farkl1 olan birimler, birbirine ¢ok yakin ve en ¢ok benzeyen birimlerdir. Bu nedenle;
Parsimoni (MP), Minimum Evrimsel Metod (parsimoni, tutumluluk) olarak
tanimlanabilir. Yaptig1 islemler nedeniyle zaman ve ¢ok fazla hesaplama isteyen bir
algoritmadir. Maksimum parsimoni metodu kullanmak icin en ¢ok tercih edilen
ticretsiz yazilim PHYLIP’tir. Bu alanda oldukga kabul goren bir program da {icretli

yazilim olan PAUP tur [90].

1.1.10.2.1.2. En Yiiksek ihtimal Metodu (Maximum Likelihood)

Dizi verilerinde gozlenen varyasyonu agiklayan en iyi agaci bulmak i¢in olasilik
hesaplamalarin1 kullanir. Ornek sayis1 ve/veya dizinin uzunluguna gore zaman

alabilir. Farkli soylarda (lineage) mutasyonlar1 igeren agaglari degerlendirebilir.

Hesaplamalarda baz dizisi kompozisyonunda varyasyona izin veren evrimsel
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modeller kullanabilir. Mega yazilimi kullanilabilir, otomatik ve el ile niikleotid dizi
hizalamasi, filogenetik agaclardan sonu¢ ¢ikarmak, web tabanli veri bankalarinda
arastirma yapmak, molekiiler evrim ve evrimsel hipotezleri test etmek i¢in kullanilan

ticretsiz bir programdir [86, 90].

1.1.10.2.1.3. Bayes Metodu

Amag tek bir “dogru” filogeniyi bulmay1 degil, biitiin muhtemel filogenilerin sonraki
(posterior) olasilik dagilimlarin1  hesaplamaktir. Bunun igin bazi evrimsel
parametrelerin olasiliklarint ve dnceki olasilik dagilimlarint kullanir. Oldukga fazla

sayida muhtemel agacin analizi icin Monte Carlo algoritmasina dayanan metotlar

kullanilir. Bu metod icin MRBAYES yazilim1 kullanilabilir [86, 90].

1.1.10.2.2. Uzakhik (Distance) Metotlar:

Bir grup i¢indeki her bir ikili karsilastirma ile elde edilen fark sayisini kullanarak

ilgili grubun agacini hesaplar. En az fark i¢eren ikililer “komsu” (neighbours) olarak

isimlendirilir. Ama¢ komsular1 dogru yerlestirip ve eldeki veriyi yansitan dal

uzunluklarina sahip agac¢ elde etmektir. MEGA yazilimi kullanilabilir [86, 90].

1.1.10.2.2.1. UPGMA Metodu

Agacin dallar boyunca degisiklik hizinin sabit oldugunu varsayar. Bu nedenle

hesaplamalar1 yaparken agacin kokiinii (root-ortak ata) de hesaplar [90].

1.1.10.2.2.2. Neighbour-Joining Metodu

Agacin dallar1 boyunca degisiklik hizinin farkli olabilecegini kabul eder. Bu nedenle

agacin kokiinii hesaplamaz. Bu metod igerik olarak “cluster” analizle alakalidir.
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Ancak, dallar boyunca molekiiler degisikliklerin esit olmayan oranlari i¢in metot izin
verir. Analizin her adiminda uzaklik matriksi, diigiimlerin her ¢ifti arasinda ayarlanan
dal uzunluklarmin net etkisine sahiptir. Bunun anlami; tiim diger diigiimlerden
farkliliktir. Cok verimlidir. Bu yontemde bir tane agac¢ olusturulur ve genis veri
kiimelerinin analizi yapilabilir. Fakat tiim olas1 aga¢ topolojileri degerlendirilemez.

MEGA yazilimi kullanilabilir [86, 90].

De Jaysankar ve arkadaslar1 (2008) toksik olan civa, kursun ve kadmiyum
metallerine karst direng gosteren mikroorganizmalari ¢alismislardir. Birka¢ deniz
bakterisinin 25 ppm (mg/L) Hg konsantrasyonunda yasayarak yiiksek oranda
direnglilik  gosterdigini  belirtmislerdir. Bu c¢alisma boyunca yiiksek civa
konsantrasyonlar1 denenmis ve bakterilerin Pb ve Cd detoksifiye edebilme
yetenekleri de degerlendirilmistir. Sonuglar, mikroorganizmalarin sadece Hg degil,
Cd ve Pb’yi detoksifiye edebilme potansiyellerinin de oldugunu gostermistir.
Biyokimyasal ve 16S rRNA gen sekans analizleri ile izole edilen bakteriler
Alcaligenes faecalis, Bacillus pumilus, Bacillus sp., Pseudomonas aeruginosa ve
Brevibacterium iodinium olarak identifiye edilmistir [4]. Sharma ve Fulekar
tarafindan yapilan bir ¢aligmada ise agir metaller ile kontamine olan bdlgelerin
biyodegredasyonu i¢in agir metal biyoakiimiilasyonu yapma yetenegine sahip
mikroorganizmalarin identifikasyonu ve mikrobiyal karakterizasyonlar1 ¢alisilmistir.
Metal kontaminasyonu maruz kalmis bu bolgede yasayan ve iireyen mikrobiyal
topluluk tanimlanmigtir. Mikrobiyal toplulugun sekans analizi yapilmis ve BLAST,
ClustalW ve PHYLIP gibi Bioinformatiks araglar kullanilarak sekanslar
karsilagtirilmistir.  En yliksek Fe konsantrasyonunda 500 mg/L’de sadece bir
mikroorganizmanin yasadigi ve firedigi belirlenmistir. 16S rRNA sekans ve
filogenetik agag ile karakterize edilen mikroorganizma Klebsiella pneumoniae olup
bu mikroorganizmanin agir metal ile kontamine olan boélgelerin remediasyonunda

kullanilabildigi belirtilmistir [57].
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1.1.10.3. Yag Asidi Metil Esterleri (FAME) Analizi

Biitiin hiicre yag asidinin Gaz Kromotografi (GC) analizi ile bakteri
siniflandirilmasinda  kullanilabilirligini  ilk defa Abel ve arkadaslart 1963’te
kanitlamiglardir. Arastirmacilar, bakteri siniflandirilmasinda lipid analizinin hizli ve
basit bir yontem oldugu sonucuna varmiglardir. 1991°de Welch, hiicre yag asidlerinin
tiir diizeyinde ayriminin, GC FAME profilinin mikrobiyal identifikasyonda 6nemli
bir giicii oldugu sonucuna dayanarak yag asidi analizinin uygulama alanlarini igeren
bir derleme yaymlamistir [92, 93]. 1991°de Microbial ID inc. Sirketi (MIDI, Newark,
Delaware, ABD) gelistirilerek hizmete sunulan bilgisayar kontrolli bir gaz
kromatografi sistemi yardimi ile kiiltiire alinabilen her tiirlii mikroorganizmanin
tanisinda kullanilabilen Mikrobiyal Tani Sistemi (MIS) piyasaya sunmustur [92].
Sherlock Microbial Identification System giiniimiizde bakteriyal FAME profilinde
referans sistem olarak kabul gormektedir. Bakteriyal FAME analizinin populer
olmastyla sonraki yillarda ¢ok sayida ve ¢esitli bakteri grubu incelenmis ve yag asidi
profillerinin numerik analizi yapilmistir. Arastirmacilar cins seviyesinde tanimlama
izerine yogunlagmigsa da FAME verileri gostermistir ki tlir seviyesinde de bilgi
verebilmektedir. FAME profili taksonomi disinda bakteriyel komiinite tayini,
mikrobiyal kaynak takibi ve bakteriyal spor tayini amaciyla kullanilmaktadir [92,
93].

1.1.10.3.1. Yag Asitlerinin Yapisi

Yag asidi profili, karbon uzunlugu 9 ile 20 atom arasinda degisen bilesikler {izerine
yogunlagmis olup hiicre memraninda ki yag asitlerinin biiyiik ¢cogunlugunu olusturan
glikolipidleri fosfolipidleri ve lipopolisakkaritleri (LPS) i¢cermektedir. Mikrobiyal
hiicrelerde yag asitlerinin birincil kaynagi hiicre membranidir. LPS katmanlar1 gram
negatiflerde ilave bir kaynak olusturmaktadir. Bakterilerde yag asidinin sentezi
yiiksek Olciide korunmus enzimlerden olusan tip iki yag asidi sentetaz sistemi
tarafindan gerceklestirilir. Ana bilesenler, yag asitlerini esterleyen molekiil koenzim
A ve acil tastyict proteindir. Birgok bakteri 10 ile 19 karbonlu yag asidi sentezler ve

bunlardan bir¢ogu da 16 ile 18 karbon uzunlugundadir. Genellikle hiicre yag asidi
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profili 5 ile 15 ¢esit yag asidi icerir. Baz1 gram pozitif bakterilerde dalli-zincirli yag
asitleri hakimken, gram negatif bakterileri kisa hidroksi asit zincirlerinden olusan
lipopolisakkaritler karakterize etmektedir [92, 94]. Plazmit ve mutasgenesis
caligmalarina dayanarak yag asidi kompozisyonunun genetik olarak yiiksek diizeyde
korundugunu soyleyebiliriz. Bakterilerde 300°’den fazla yag asidi ve buna bagh
bilesikler bulunmustur. Teorik olarak 2300 farkli kombinasyonun yarattig1 ¢esitlilik
FAME analizini kullanigsiz kilarken bakteri gruplarinda rastgele olmayan dagilim,
yiiksek miktarda olusu bakteriyel taksonlar da tanimlamay1 giiglii kilmaktadir [92].
Welch (1991) yaptig1 calsimada FAME analizinin cins ayrimina olanak sagladigini
ve karakteristik FAME profillerinin tiir diizeyinde bulunabilecegini belirtmistir. Cins
diizeyindeki FAME profillerinin kalitatif farklilik (peak varligi), tiir diizeyindeki
FAME profillerinin ise kantitatif farklilik (peak orani) gostermesi bu durumun altini
cizmektedir [95]. Baglangicta yag asitleri dogal kaynaklarina gore adlandirilsa da
(6rnegin sarkinik asidin kaynagi Sarcina tiirleridir) simdilerde adlandirmada
terminoloji kullanilmaktadir. Yag asidi isimlendirilirken yapisindaki karbon atomu
sayisi, fonksiyonel gruplar ve cift baglarin yeri temel alinir. Sistematik adlandirma
basitce sOyledir; karbon sayisinin soluna “C” sagina da ¢ift bag sayis1 yazilir. “o©”

2

sembolii karbon zincirinde ¢ift bagin bulundugu yeri gosterirken “c” ve “t” harfleri
cis veya trans konfigiirasyonunu temsil etmektedir. Zincirin karboksil ucu (COOH) a
sonu olarak adlandirilir. Zincirin dallandig1 yer, sikopropan yapist ve hidroksi yag
asitleri numaralandirilirken zincirin karboksil ucundan baslanmaktadir. Alternatif
olarak o ucundan da baslanabilir. iso ve ante iso dalli yag asitleri 2 ve 3 karbon

atomlarinda (o ucuna gore) metil dallanmasi olan yag asitleridir. Bu yag aistleri

adlandirilirken isimlerinin 6nlerine iso veya anteiso onekleri alirlar [92, 95].

1.1.10.3.2. Kiiltiir ve Biiyiime Kosullari

Farklt makalelerde farkli kosullarin FAME profilini etkiledigi belirtilmistir. Kiiltiir
ve biiyiime kosullarinin 6nemi Abel ve arkadaglari tarafindan vurgulanmistir.
Kaneda, yag asitlerinin fizyolojik ve ¢evresel kosullara bagl olarak nispi oranlarda
degisiklik gosterebildigini belirtmistir. Ayrica biiylime fazinin safhasina gore de

degisebilecegini gostermistir. Degisik sicakliklarin ve besiyerlerinin bakteriyel yag
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asidi kompozisyonu {izerine etkisini bir ka¢ arastirmaci ¢calismistir [92, 96]. Farkli
sicakliklar yag asidi oranimi degistirmektedir. Genel olarak yag asidi profili, triptik
soy agar (TSA) besiyerine, inkiibasyon zamanina, inkiibasyon atmosferine, sicakliga
ve kromatografik ekipmana gore kantitatit degsiklik (peak alani) gdsterebilir. Dahasi
ve Onemlisi bu faktorler yag asidi profilinde kalitatif etkiler (peak varligi) de
yaratabilir. Farkli suslarin yag asidi profilleri incelenirken géz oniine alinmalidir ki
besiyeri ve biliylime kosullar1 ayni olmalidir. Bu makalelerden yola ¢ikarak FAME
temelli tanimla i¢in kiiltiir ve biiyiime kosullarima bir standart getirilmelidir. Bu
calismada Sherlock MIS protokoliinii takip edilmistir [92, 93]. Bu metot bakteriyal
lipidlerin hidrolizasyonu ve ekstraksiyonuna dayanir (Sekil 1.9.) [97]. Karboksilik
gruplarin metilasyonu yag asitlerinin metil esterlerini iiretir ve bunlar GC ile analiz
edilir. Analiz edilecek madde uygun bir kolonda bulunan sabit faz arasindan hareket
eden bir inert gaz yardimiyla gegcirilir. Analiz edilecek madde kolonun girisinde
bulunan enjektdr kismin yardimiyla buhar halinde kolona verilir. Kolonda her bilesen
sabit fazdan mobil faza ve mobil fazdan sabit faza farkli hizlarda go¢ ederek devamli
tagiirlar ve bdylece birbirlerinden ayrilarak farkli zamanlarda kolondan ¢ikarlar.
Kolonun sonuna konan uygun bir dedektorle tespit edilerek miktarlariyla orantili
olarak tespit edilirler. GC’de kullanilan sabit faz kat1 ise gaz kromatografisi, sabit faz
sivl ise gaz-sivi kromatografisi s6z konusudur. GC’de kolon yiiksek sicaklikta
tutularak ayrilacak maddeler gaz halinde geg¢irildiginden kaynama noktas1 500°C’ye
kadar olan bilesikler ayrilabilir. Ciinkii bugiin i¢in ancak bu sicakliga dayanabilecek

sabit fazlar gelistirilmigtir [98].

Gaz kromatografik islem basamaklarini sdyle siralayabiliriz:

o  Ekstraksiyon: Siv1 veya kati o6rnek analiz edilecek bilesikleri ¢ozebilen bir
¢oOziicii ile ekstrakte edilir. Bu islem bir blenderda veya bir ayirma hunisinde

gergeklestirilir.

e Temizleme: Eksraksiyon sonucu ele gecen ekstraktta ilgilenilen bilesiklerin
disinda pek c¢ok bilesik bulunmaktadir. Analizde girisimlerden korunmak i¢in bu
kirletici bilesiklerin uzaklastirilmasi gerekmektedir. Bu igslem i¢in pratikte kolon,
ince tabaka kromatografileri ve ayirma hunisinde sivi-sivi  partisyon

kromatografisinden yararlanilmaktadir.

39



e Konsantrasyon: Temizlenmis ekstrakttaki ¢oziiciiniin buharlastirilarak 6rnegin
konsantre edilmesi gerekir. Bunun i¢in vakumlu doner buharlastiricidan

yararlanilir.

e Tiirevlendirme: Temizlenmis ve konsantre edilmis Ornek icerisindeki bazi
bilesenlerin analizi i¢in bilesik ¢esitli kimyasal reaksiyonlar ile baska bir forma
doniistiiriiliir ve boylece gaz kromatografisi dedektorii tarafindan duyarli hale

gelmis olur. Bu islem her gaz kromatografik analizde zorunlu degildir [99].

Balteri Saponifikasyon Elestralesiyon
kittrs  ve Metilasyon  ve yag asidlerinin Laitiiphanede taranmast
topheiiis ve identifikasyon

Gaz kromotografi analizi ~ Elde edilen verilern

Sekil 1.9. Sherlock Mikrobiyal Tanimlama Sistemi ve FAME Analizi [97]

Gaz kromatografisinin avantajlarii kisa siirede Orneklerin ayrilmasi, oldukca
kompleks karigimlar1 ayirabilme ve ¢ok kiiciik miktarlar tespit edebilme yetenegine
sahip olmasi, gaz kromatografisi dogru ve tekrarlanabilir analiz sonuglar1 vermesi
olarak siralayabiliriz. Gaz kromatografisinin dezavantajlar1 ise numunelerin belli bir
ucuculuga sahip olma zorunlulugudur. Kompleks karisgimlar i¢in  gaz
kromatografisinde analizden once ekstraksiyon ve tiirevlendirme gibi 6n islemler
gerekebilir. Kolon sicakliginda stabil olmayan maddeler i¢in uygun degildir. Yiiksek
polariteli maddeler i¢in gaz kromatografisi uygun ayirma teknigi degildir. Yiiksek
molekiil agirlikli maddelerle calisilmamaktadir [100]. MIDI sirketi, Sherlock MIS

kiitiiphanelerinin mikroorganizmalarin en genel kosullar1 secilerek yapilandirildig
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tizerine dursada, bakteriyel suslar spesifik kosullar ve kiiltiir gerektirir. Bu da

bakteriyel tanimlamanin kapsamini sinirlandirmaktadir.

1.1.10.4. Floresan in situ Hibridizasyon (FISH)

In situ hibridizasyon (ISH), bagimsiz iki grup tarafindan gelistirilmistir. Xenopus
oositleri, sitolojik olarak hazirlanan radyoaktif isaretli DNA ve 28S RNA ile
hibritlenmis ve mikrootoradyografi ile tepsit edilmistir. En sonunda ISH, Giovannoni
ve arkadaglar1 tarafindan radyoaktif isaretli rRNA oligoniikleotid problari
kullanilarak mikrobiyolojiye sunulmustur. Floresan isaretlerin gelistirilmesiyle
radyoaktif isaretlerin yerini non-izotopik boyalar almistir [91]. ISH, niikleik asit
dizilerinin (DNA ve RNA) morfolojik olarak korunmus kromozomlar, hiicreler veya
doku kesitlerinde saptanarak gosterilmesini saglayan ve temel olarak cift iplikli
niikleik asit olusumu kinetigini kullanan 6zgiin bir yontemdir. FISH ydnteminin
hibridizasyon yontemlerinden (Southern veya Northern blot) farki, niikleik asitlerin
kendi hiicresel ortamlarinda tanmarak gosterilmesidir. Boylece hedef niikleik asit
dizisinin hiicredeki yeri belirlenmis olur [92]. Bu teknik niikleik asit sekansini, hiicre
morfolojisini degistirmeden veya bilesik biitiinliiglini bozmadan incelemeyi
miimkiin kilmistir [91]. 1989 yilinda ilk kez De Long ilk defa tek mikrobiyal
hiicrelerin tespitinde floresan igaretli oligoniikletotidleri kullanmistir. O zamandan bu
yana ISH, kromozomal evrim, tiimorlerin kromozom analizi, 16semi ve sitogenik
caligmalar i¢cin modifiye edilmistir. Radyoaktif problarla karsilastirildiginda floresan
problar gilivenlidirler, daha iyi ¢O6ziim sunar ve tespit i¢in ilave basamak
gerektirmezler. Dahasi floresan problar farkli dalga boylarinda emisyona sahip
boyalar ile boyanabilir oldugundan tek hibridizasyonda farkli hedef sekanslarin

incelenebilmesini saglamaktadir [91].

Son yillarda niikleik asitleri isaretlemek i¢in birgok yontem gelistirilmistir. Biotin,
dioksigenin, dinitrofenil veya florokromlarla enzimatik olarak isaretleme genellikle
tercith edilmektedir. Rekombinant DNA preparasyonlar1 ile saf prob elde
edilebilmektedir. Prob se¢imine bagli olarak, belirli genom ve kromozomlar,
tekrarlayan DNA dizileri, tek kopyali diziler, mRNA ve viral diziler gibi farklh
hedefler saptanabilmektedir [101]. FISH yonteminde, hedef niikleik asit

41



molekiillerinin saptanmast i¢in isaretli proba baglanan florokrom konjuge antikorlar
ya da proba kovalent bagli farkli renkte emisyon veren florokrom molekiilleri
kullanilir. Bu teknik, 6zellikle kromozomal anomalilerin tanimlanmasi i¢in ve gen
haritalamasi i¢in uygundur. FISH, inceleme ve boyama i¢in arastirmacinin istedigi
DNA dizilerine komplementer olan prob olarak adlandirilan tek iplikli DNA’nin kisa
dizilerinin hazirlanmasin1 kapsar. Bu problar hibridize olur ya da komplementer
DNA’ya baglanir ve floresan isaretlendiginden DNA’nin bu dizilerinin yerinin
goriilmesini saglamaktadirlar. Prob sinyali bir floresan mikroskobunda incelenir ve

klinik 6rnekteki DNA sinyalinin varlig1 ya da yoklugu ile degerlendirilir [102].

Son on yilda FISH’in sagladigi hiz ve hassasiyet filogenetik, ekolojik, cevresel
caligmalarda ve teshiste FISH’1 gii¢lii bir ara¢ haline getirmistir [91]. Bakterilerin
cevresel dagilimini incelemek igin molekiiler yontemlerin kullanilmasi, mikrobiyal
komiinitelerin yapis1 hakkinda dogrudan bilgi saglamaktadir. Biitiin hiicrelerin 16S
rRNA hedefli oligoniikleotid problar ile FISH, ¢evresel uygulamalarda
mikroorganizmalarin filogenetik, morfolojik identifikasyonu ve sayisal olarak
degerlendirilmesi bakimindan gii¢lii bir tekniktir [103]. Geleneksel mikrobiyoloik
yontemlerle dogal ekosistemler ve mikrobiyal yasamdan birgok mikroorganizma
izole edilip calisilamamistir. Molekiiler uygulamalar arasinda olan rRNA hedefli
oligontikleotid problar ile FISH, mikroorganizmalar kiiltiire almadan karakterize
edilmelerini saglayan gii¢lii ve yaygin kullanilan tekniklerdir [104]. FISH spesifik
olarak mikroorganizmalar1 belirleyebilir, tiir ve cins diizeyinde filogenetik olarak
tanimlayabilir ve sayilarini tespit edebilir. Ayrica, FISH mikrobiyal komiinitelerin
bulunduklar1 alanda analiz edilmelerini saglar ve Kkiiltiire alinmayan
mikroorganizmalarin  fizyolojisini ¢alismak i¢in diger tekniklerle birlikte
kullanilmaktadir. FISH c¢aligmalarinin basarist mikrobiyal topluluklarin yapilarinin
belirlenmesinde genelikle tespit edilebilen mikrobiyal hiicrelerin kiigiik bir parcasi

olarak ol¢tilmektedir [105].

FISH teknigi mikroorganizmalar1 dogal ortamlarinda incelemek i¢in ilgili
organizmanin rRNA’s1 ile dizayn edilen oligoniikleotid problarin spesifik baglanmasi
esasia dayanan bir tekniktir. Oligonukleotid problarin dizayn edilmesi i¢in hedef

hiicrenin rRNA sekansiin bir kismina ait bilgiye ihtiya¢ vardir. En yaygin hedef
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sekanslar bakteriyel ribozomun 16S alt birimindeki sekanslardir ancak ribozomun
diger alt birim sekanslar1 da kullanilmaktadir [106]. Genellikle 18 ile 30 niikleotid
bazdan olusan, problar hiicrelere girerek spesifik olarak ribozomlardaki
komplementer hedef sekanslar ile hibridize olmaktadirlar. Ribozomda hedef
sekanslar olmadiginda problar hibridize olamay1p, yikama asamasinda baglanamayan
problar uzaklastirilmaktadir. Problarin 5” ucu florosein ya da sulfoindosiyanin (Cy3,
Cy5) gibi fluorokrom boyalar ile isaretlenmekte ve isaretlenen oligonukleotid problar
hiicresel rRNA’ya baglanarak hedef hiicreler epifloresan mikroskobu, konfokal lazer
taramali mikroskobu veya akis sitometrisi ile tespit edilip sayilabilmektedir [106,
107]. Secilen mikrobiyal hedeflere, farkli fluorokromlar ile isaretlenen problar
baglanarak ayni anda bir¢ok hedef organizma goriintiilenebilmektedir. FISH i¢in
kullanilan uygun problar taksonomik diizeyde gelistirilmistir. EUB338 problar (I, I,
and III) bakterileri hedefler, Arkeler ARCH915 ve Eukaryotlar EUK516 probu ile
hibridize olmaktadir. Alt taksonomik diizeylerde calismak icin literatiirde yer alan
caligmalarda tanimlanan daha spesifik problar kullanilmaktadir ya da Ribozomal
Veritaban1 Projesi II (the Ribosomal Database Project II) gibi biiyiik kamu erisim
veritabanlarinda  yayinlanmis rRNA  verileri  kullanilarak  prob  dizayn
edilebilmektedir. 16S rRNA hedefli oligonukleotid problarin dizayn edilmesi,
degerlendirilmesi ve c¢evresel Orneklerde kullanimi i¢in detayli protokoller
bulunmaktadir [107]. Alternatif olarak cesitli taksonomik diizeylerde FISH
problarinin se¢iminde literatiirden yararlanarak bir kamu erisim veritabani katologu
probebase hazirlanmistir [108]. Siirekli olarak yeni 16S rRNA dizileri ve
oligontikleotid problar identifiye edilerek ve kamu erisim veritabanlarina
eklenmektedir. Ancak bu konsensus dizilerinin diizenli olarak kontrol edilmesi

gerekmektedir [107].

1.1.10.4.1. Problar ve isaretleme

FISH icin prob segerken, 6zgiilliik, hassasiyet ve dokuya kolay niifuz edebilmesi géz
online alinmalidir. Tipik bir oligoniikleotid prob 15-30 bp uzunlugundadir. Kisa

problar hedeflerine daha kolay erisirler fakat birkag¢ tane isaret tasiyabilirler. Farkli

isaretleme yollar1 mevcuttur. Direkt floresan isaretleme en ¢ok kullanilan metod olup
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hizli, ucuz ve kolaydir. Ciinkii hibridizasyondan sonra tespit i¢cin bagka adim
gerektirmez. Tek veya daha fazla floresan boya molekiilleri, oligoniikleotidlere
dogrudan, kimyasal yollarla sentez sirasinda probun 5’ ucuna aminolinker ile veya
enzimatik yollarla terminal transferaz kullanilarak 3’ ucuna baglanabilmektedir. 18-
karbon spacer aracilifi ile oligoniikleotidin floresein-izotiyosiyanat (FITC) ile
baglanmas1 direkt konjuge problara gore sinyal yogunlugunu arttirabilir. Ayrica
floresan sinyalin kaybolmasini engellemek i¢in uygun spacer ile 3’ ucuna bir, 5’
ucuna dort floresan molekiilii ekleyerek iki ucunda isaretlenmesinin floresan
sinyalini arttirdig1 belirlenmistir. Floresan isaretli oligoniikleotidler artik ticari olarak

temin edilebilmekte ve aylarca -20°C’de karanlikta saklanabilmektedirler [91, 108].

1.1.10.4.2. Floresan Boyalar

Farkli uyarma ve emisyona sahip florokromlar eg zamanl olarak bir veya daha fazla
mikroorganizmanin tespitine olanak saglar. Birlesik florokromlar, problar arasinda
spektral ortiismeyi engelleyebilmek i¢in keskin emisyon pikleri vermelidir. En parlak
fotostabil boya, diisiik yogunluktaki hedefler i¢in kullanilmalidir. Mikrobiyolojide
FISH i¢in sik¢a kullanilan boyalar; floresein tiirevleri ((Fluorescein-Isothiocyanate
(FITC), 5-(-6-) carboxyfluorescein—N-hydroxysuccimide (FluoX)), rodamin tiirevleri
(Tetramethyl-Rhodamine-Isothiocyanate (TRITC), Texas Red) ve son zamanlarda
Cy3, Cy5 gibi siyanin boyalaridir. Bu boyalarla sonuglarin klasik boyalara kiyasla
daha iistiin oldugu gosterilmistir. Ciinkii biiylik 6l¢iide parlak boyanma saglarlar ve
daha stabildirler. 4’,6-diamidino-2, fenilidol dihidroklorid (DAPI) gibi DNA’ya
bliylik benzesmeyle baglanan aromatik didiamidinler ile mavi floresan boyama

(counterstaining) yapilabilir [109].

1.1.10.4.3. Hedef Molekiil rRNA
FISH i¢in mikrobiyolojide sik¢a kullanilan hedef molekiil; genetik stabilitesi,

korunmus bolgeleri, degisken bolgeleri ve c¢ok sayida kopyasiyla birlikte 16S

rRNA’dir. Bakteriler ve arkealar arasindaki her bir taksonomik seviye igin
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oligoniikleotid problar, rRNA bdlgesine gore tasarlanmistir. Ticari veya kamuya agik
veri tabanlarina 16S rRNA sekans verilerinin girisi 6zellikle kiiltiire edilemeyen
organizmalarla ve karisik bakteriyal populasyonlarla c¢alisirken biiylik kolaylik
saglamaktadir. FISH ig¢in, 16S rRNA’nin metabolik olarak aktif olan hiicrelerde ve
her replikasyonda fazla sayida kopyasinin olmasi bakteriyal hiicrelerin tek isaretli
oligoniikletodlerle goriintiilenmesi igin yeterli olmaktadir. Hedef bolgenin secilimi ve
problarin dizayni bliyiik bir titizlikle yapilmalidir. Rasyonel prob gelistirmek igin
ARB gibi uygun yazilimlar mevcuttur. 16S rRNA sekans analizinin pratikligi ve
siirlar1 ve rRNA prob dizayni daha 6nce incelenmistir. 23S rRNA ve 18S rRNA
gibi diger hedefler ve son zamanlarda mRNA da basariyla FISH’de kullanilmaktadir
[91, 110].

1.1.10.4.4. Fiksasyon

Bakterilerin hibridizasyonu i¢in oncelikle bakteriler fikse edilmelidir. Boylelikle
floresan boya ile isaretli problarin hiicre i¢ine niifuz etmesi i¢in hiicre membrani
gecirgen hale gelmelidir ve RNA’lar endojen RNAaz’lardan korunmalidir.
Fiksasyonda etanol ve metanol gibi tetikleyici ajanlar, aldehidler gibi ¢apraz bagl
ajanlar veya bu ikisinin karistmi kullanilabilmektedir. Fiksasyon sartlar1 hedef
organizmaya veya dokuya gore degisiklik gostermektedir. Efektif bir fiksasyon, iyi
bir FISH sonucu i¢in ¢ok dnemlidir fakat optimizasyonu zordur. Uygun fiksasyon,
probun hiicreye girmesi, hedef RNA’nin maksimum diizeyde tutulmasi, hiicre
biitiinliigli ve morfolojisinin korunumuyla sonug¢lanmalidir. Genelde %3-4 (v/v)
formaldehit veya paraformaldehit soliisyonlar1 bir¢ok gram negatif bakteri igin
yeterlidir. Gram pozitif bakteriler i¢in; etanol (%50), etanol/formalin (9:1 v/v) veya

1s1 uygulama onerilir ve gecirgenlik i¢in ilave 6n uygulama gerekebilir [111].

1.1.10.4.5. Ornek Hazirlanmasi ve Onislemleri

Orneklerin lamlara iyi tutunmasi icin Oncelikle bir kaplama maddesi ile birinci

yiizeylerin muamele edilmesi tavsiye edilir. Jelatin ve poli-L-lizin i¢eren kimyasallar
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basartyla kullanilmaktadir. Bazi durumlarda Ornegin gram pozitif hiicrelerde
peptidoglikan tabakayi agmak i¢in lizozim ile enzimatik muamele gerekli olabilir.
Mycobacterium  kompleksi, Norcardia veya Microthrix parvicella  gibi
Actinomycetales’lerin mikolik asit igerikleri i¢in, 1M HCI ile hafif asit hidrolizi gibi
permeabilizasyon teknikleri veya mutanolizin veya 1,4 ditiyo-L-threitol ile muamele
edilmesi degerlendirilmistir. Zengin G+C igerikli 6rneklerin uygun fiksasyonu ve
Onislemleri susa gore degistigi i¢cin kompleks ¢evresel 6rneklerin analizi hala zordur

[91].

1.1.10.4.6. Hibridizasyon

Probun hedef sekansa dogru bir sekilde baglanabilmesi i¢in hibridizasyon siki sartlar
altinda yapilmalidir. FISH prosediiriiniin bu ¢ok onemli basamagi icin; hedef
RNA’nin komplementeri olan floresan isaretli prob igeren 6rnek, dncesinde 1sitilmis
hibridizasyon tamponu ile muamele edilir. Hibridizasyon ve bir sonraki yikama
asamasinda yikama soliisyonunda optimizasyonu saglamak i¢in farkl sicaklik, farkli
NaCl ve formamid konsantrasyonlar1 ¢alisilmaktadir. Bu kosullar probtan proba
degismekte olup optimum kosullar probun hedef bolgeye baglanmasini ve spesifik
olmayan baglanmalart minimuma indirgemeyi saglamaktadir [91, 106]. Formamid,
hidrojen baglarin1 zayiflatarak erime sicakligini diistiriir, bu da diisiik sicakliklarda
calismayr miimkiin kilmaktadir. Hibridizasyon genellikle 37-50°C sicakliklarda
karanlik ve nemli bir ortamda olmaktadir. Hibridizasyon siiresi 30 dakika ile birkag
saat arasinda degisebilmektedir. Sonrasinda baglanamayan problarin giderilmesi igin

lamlar distile suyla yavasca yikanir, kurutulur ve goriintiilenir (Sekil 1.10.) [112].
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Sekil 1.10. FISH metodu [112]

Gillan ve arkadaglar1 (2004) Norveg’in giineyinde yiiksek seviyede Zn, Cu, Cd ve Pb
kontaminasyonuna maruz kalmis marin sedimentinin mikrobiyal komiinitesini 16S
rRNA sekanslama ve FISH teknigi ile karakterize etmislerdir. Bu c¢aligmada
Obakteriler (eubacteria) i¢in EUB338, arkebakteriler (archaebacteria) i¢in ARC915,
Proteobakteriler icin GAM42a, Cytophaga-Flexibacter-Bacteroides igin CF319a,
Actinobakteriler HGC69a, Planctomycetes icin PLA886 ve Desulfosarcina-
Desulfococcus grubu icin DSS658 ve negatif kontrol olarak NON338 oligoniikleotid
problar1 kullantlmistir [113].

Sekil 1.11°de goriildiigii gibi, Simbahan ve arkadaslar1 (2005) agir metal ile

kontamine olmus su orneklerinde Hg direngli arkea ve bakteri populasyonlarini,

FISH metoduyla analiz etmislerdir [114].
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Sekil 1.11. Hg direngli arkea ve bakteri populasyonlarinin FISH metoduyla analizi;
A) DAPI ile boyanmis total hiicre populasyonu, B) arkeal prob
ARCHO915-fluorescein ile igsaretlenmis olan arkeal hiicreler (yesil renkli)
ve bakteriyal EUB388-Cy3 ile isaretli bakteri hiicreleri (kirmizi renkli)
[114]

Nicomrat ve arkadaslar1 (2006) tarafindan, maden drenaj sularinin karistigi sediment
orneklerinde bulunan mikrobiyal populasyonlar 16S rRNA ile karakterize edilmis ve
FISH teknigi ile sayilar1 belirlenmistir. Fe ve S oksitleyen Acidithiobacillus
ferrooxidans, Acidithiobacillus thiooxidans, Acidithiobacillus caldus, Leptospirillum
ferrooxidans ve Acidiphilium spp. gibi asidofilik bakteriler ve Ferroplasma
acidarmanus ve Sulfolobus spp. gibi asidofilik arkealarin FISH analizi i¢in 16S
rDNA oligonukleotid problar dizayn edilmistir. Alinan yiizey sediment 6rneginde
total mikrobiyal komiinitenin %0,01’inde arkeler tespit edilmistir. Bakteriyel
populasyonun %37’sini Acidithiobacillus ferrooxidans olusturdugu belirtilmistir.
Acidiphilium cinsine ait heterotroflar, bakteriyel populasyonda %20 oraninda
bulunmustur. Leptospirillum ferrooxidans’in miktari ise belirlenme diizeyinin altinda

oldugundan tespit edilememistir [115].
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1.1.11. Cahismanin Amaci

Bu tezin amaci, Kirikkale il sinirlart igerisinden gecen Kizilirmak’tan Cd, Hg ve Sb
agir metallerini tolere eden suslarin izole edilmesi, tanimlanmasi ve molekiiler
karakterizasyonlarinin yapilmasidir. Bu amagla Kizilirmak iizerinde belirlenen 12
bolgeden su Ornekleri alinarak, Cd, Hg ve Sb metallerini tolere eden suslar izole
edilmistir. Suslarin her bir metal i¢cin maksimum tolere edilebilen konsantrasyon
(MTK) degerleri belirlenmis ve en yiiksek MTK degerine sahip olan suslar daha
sonraki ¢aligmalarda kullanilmak iizere secilmistir. Secilen Cd, Hg ve Sb direncli her
bir sus, antibiyotik ve diger metallere direnglilikleri bakimindan da test edilmistir.
Boylece suslarin antibiyotik ve ¢oklu metal direnglilik profilleri belirlenmistir.
Suslarin diren¢ mekanizmalarin1 belirlemek amaciyla total protein, dis membran
proteini ve plazmit profilleri ¢ikartilmistir. Plazmit varlig1 gosterilen suslarda plazmit
eliminasyon calismalar1 yapilarak antibiyotik-metal direncliliginin plazmit veya
kromozomal DNA ile baglantis1 kurulmaya calisilmistir. Cd, Hg ve Sb direngli her
bir susun, 16S rRNA sekans analizleri yapilarak bakteriler tanimlanmis ve soy
agaclart olusturulmustur. FISH yontemi kullanilarak suslarin 2010-2012 yillar

arasinda mevsimsel populasyon yayilimlart belirlenmistir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal

Calismanin deneysel siirecinde asagida verilmis olan materyaller kullanilmistir.

2.1.2. Kullanilan Besiyerleri

2.1.2.1. Nutrient Agar (NA) Besiyerinin Hazirlanisi

Izole edilen bakterilerin stok kiiltiir seklinde saklanmasi icin kullanilmistir. Nutrient
agar besiyeri; pepton (5 g), et oziitii (5 g), maya o6ziitii (1 g) ve agardan (12 g)
olusmaktadir. Gerekli miktarda hazirlanan besiyeri kullanimdan 6nce 121°C’de 1

atm basingta otoklavda steril edilmistir.

2.1.2.2. Nutrient Broth (NB) Besiyerinin Hazirlanisi

izole edilen bakterilerin bilyiime egrisi, plazmit izolasyonu, protein izolasyonu gibi
deneyler i¢in kullanilmistir. Nutrient broth besiyeri; pepton (5 g), et 6ziitiinden (3g)
olusmaktadir. Gerekli miktarda hazirlanan besiyeri kullanimdan 6nce 121°C’de 1

atm basingta otoklavda steril edilmistir.

2.1.2.3. Triptik Soy Agar (TSA) Besiyerinin Hazirlanisi

Izole edilen bakterilerin yag asidi analizinde kullanilmistir. TSA besiyeri; triptone
(15 g), soy pepton (5 g), sodyum klorid (5 g) ve agardan (15 g) olugmaktadir. Gerekli
miktarda hazirlanan besiyeri kullaniomdan 6nce 121°C’de 1 atm basingta otoklavda

steril edilmistir.
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2.1.3. Kullanilan Kimyasallar ve Tamponlar
2.1.3.1. Agir Metal Stok Cozeltilerinin Hazirlanisi

2.1.3.1.1. 0.5 M Kadmiyum Nitrat Cézeltisi (Cd(NO5); 4H,0)

3.856 g Cd(NOs), 4H,0 tartilarak 25 mL distile suda ¢ozlilmiistiir ve hazirlanan
cozelti 0.2 p’luk filtre ile steril edilmistir.

2.1.3.1.2. 0.5 M Civa Nitrat Cézeltisi (Hg(NO;), 2H,0)

4.283 g Hg(NOs;), 2H,0 tartilarak 25 mL distile suda ¢oziilmiistiir ve hazirlanan
cozelti 0.2 p’luk filtre ile steril edilmistir.

2.1.3.1.3. 0.5 M Potasyum Antimon Tartarat Cozeltisi (K(SbO)CsH40¢ 0.5 H,0)
4.174 g K(SbO)C4H406 0.5H,O tartilarak 25 mL distile suda ¢oziilmiistiir ve

hazirlanan ¢ozelti 0.2 p’luk filtre ile steril edilmistir.

2.1.3.2. DNA izolasyonunda Kullanilan Cézeltiler

2.1.3.2.1. Tris/EDTA Cozeltisi (250 mL)

0.3 g Tris ve 0.008 g EDTA tartilarak 250 mL distile suyla (pH 8.0) tamamlanmuistir.

2.1.3.2.2. % 10’luk SDS Cézeltisi (100 mL)

10 g SDS tartilarak 100 mL distile suda ¢ozlilmiistiir.
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2.1.3.2.3. Proteinaz K’nin Hazirlanmasi (10 mL)

0.0384 g CaCl, 2H,0 tartilarak, 5 mL gliserol ve 100 mL 1 M Tris-HCI (pH 8.0) ile
¢Oziilmiistir. Son hacim 10 mL oluncaya kadar distile su ile tamamlanmistir.

Hazirlanan bu ¢6zeltiden 10 mL alinarak 100 mg proteinaz K ¢oziilmiistiir.

2.1.3.2.4. NaCl Cézeltisi (5 M, 100 mL)

29.2 g NaCl tartilarak, 100 mL distile su ile ¢ozlilmiistiir.

2.1.3.2.5. CTAB/NaCl Cozeltisi (100 mL)

4.1 g NaCl tartilarak 90 mL distile suda ¢ozilmiistir ve 10 g CTAB yavasca
soliisyona eklenerek 65°C’ye kadar 1sitilmistir. Son hacim 100 mL oluncaya kadar

distile su ile tamamlanmustir.

2.1.3.2.6. Kloroform/ izoamil Alkol Cézeltisi (100 mL)

96 mL kloroform, 4 mL izoamil alkol ile karigtirilmistir.

2.1.3.2.7. %70’lik Etanol (100 mL)

30 mL distile su ile 70 mL % 100’luk etanol ile karistirilarak hazirlanmstir.

2.1.3.2.8. Kloroform/ izoamil Alkol/ Fenol Cézeltisi (100 mL)

48 mL kloroform, 2 mL izoamil alkol ve 50 mL fenol ile karigtirilarak tampon

hazirlanmistir.
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2.1.3.2.9. izopropanol Alkol (100 mL)

Izopropanol alkolden 100 mL almarak kromozomal DNA izolasyonunda

kullanilmustir.

2.1.3.2.10. Tris-HCI Cozeltisi (50 mM, 100 mL)

8.47 g Tris-HCI tartilarak 50 mL distile suda ¢ozlilmiistiir ve pH 8.0’e ayarlanmistir.

Son hacim 100 mL oluncaya kadar distile su ile tamamlanmaigtir.

2.1.3.2.11. Tris-HCI Cozeltisi (1 M, 100 mL)

0.12 g Tris-HCI tartilarak 100 mL distile suda ¢oziilmiistiir.

2.1.3.3. Yag Asitleri Metil Esterler (FAME) Analizinde Kullanilan Cozeltiler

2.1.3.3.1. Cozelti 1 (Hiicre parcalayici)

150 mL metanol ve 150 mL distile ¢ozelti sigsesine ilave edilmis ve daha sonra 45 g
sodyum hidroksit eklenerek c¢oziilmesi saglanmistir. Isik gérmeyecek sekilde oda

sicakliginda saklanmistir.

2.1.3.3.2. Cozelti 2 (Metillestirme)

6N 325 mL HCI ve 275 mL metanol karistirilarak hazirlanmistir. Isik gérmeyecek

sekilde oda sicakliginda saklanmaigtir.

2.1.3.3.3. Cozelti 3 (Saflastirma)

200 mL hekzan (HPLC Grade) ve 200 mL metil tert- butil eter (MTBE, HPLC grade)

karistirilarak hazirlanmistir. Isik gormeyecek sekilde oda sicakliginda saklanmustir.

53



2.1.3.3.4. Cozelti 4 (Bazik Yikama)

10.8 g sodyum hidroksit (ACS grade) ve 900 mL distile su karigtirilarak

hazirlanmistir. Isik gérmeyecek sekilde oda sicakliginda saklanmaistir.

2.1.3.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonunda Kullanilan Primerler

Izolatlarin 16S rRNA gen dizisini PZR yontemi ile ¢ogaltarak dizi analizini yapmak

amaci ile kullanilan primerler ve 6zellikleri asagidaki tabloda verilmistir.

Cizelge 2.1. Kullanilan Primerler ve Ozellikleri

Primer Dizi (5'-3") Ozellik Tm (°C) Referans
27F AGAGTTTGATCMTGGCTCAG  Obakteriyal, 48 Britschgi ve

diiz Giovannoni [116]
1492R ACCTTGTTACGACTT Universal, 43 Edgcomb ve

ters ark., [117]

2.1.3.5. Kullanilan Antibiyotik Diskler
Antibiyotik direnglilik diizeylerinin belirlenmesinde kullanilan antibiyotik disklerinin

tamam1 merck ve sigma marka olup isimleri ve igerdikleri antimikrobiyal madde

miktar1 Cizelge 2.2°de belirtilmistir.
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Cizelge 2.2. Antibiyotik diskler ve kullanilan konsantrasyonlari

Antibiyotikler Konsantrasyon
(pg/disk)
B-laktamlar
Ampisilin, AMP 10
Amoksisilin-Klavulanik asit, AMC/CA 20/10
Imipenem, (IPM) 10
Oksasilin, OXA 1
Penisilin, PEN 10
Tikarsilin, TIC 75
Tikarsilin - Klavulanik asit, TIM 75/10

Aminoglikozidler

Amikasin, AMK 30
Gentamisin, GEN 10
Netilmisin, NET 30
Tobramisin, TOB 10
Kuinolonlar

Siprofloksasin, CIP 5
Pefloksasin, PEF 5

Sephalosporinler

Aztreonam, ATM 30
Sefepim, FEP 5
Seftazidim, CAZ 30
Sulbaktam /Sefoperazon, CFP 75/30
Siilfonamidler

Trimetoprim- Siilfametoksazol, SXT 25

Polipeptidler

Basitrasin, BAC 10
Poliketidler

Tetrasiklin, TET 30
Makrolidler

Eritromisin, ERY 15
Rifamisinler

Rifampin, RIF 5
Glikopeptidler

Vankomisin, VAN 30
Amfenikoller

Kloramfenikol (C) 30
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2.1.3.6. Plazmit DNA izolasyonunda Kullanilan Tamponlar

2.1.3.6.1. Soliisyon I (Glukoz/Tris/EDTA)

0.990 g glukoz, 0.394 g Tris, 0.372 g EDTA tartilarak 100 mL distile suyla (pH 8)

tamamlanmustir.

2.1.3.6.2. Soliisyon II (NaOH/SDS)

5 N NaOH c¢ozeltisinden 4 mL, %10’luk SDS ¢ozeltisinden de 10 mL alinarak

karistirilip 86 mL distile su ile soliisyon 100 mL’ye tamamlanmaistir.

2.1.3.6.3. Soliisyon III (K-asetat/Glasiyal asetik asit)

74 g K-asetat tartilarak ve 28.75 mL glasiyal asetik asit ile ¢oziilmiistiir. Soliisyonun

son hacmi 250 mL olacak sekilde distile su ile tamamlanmustir.

2.1.3.6.4. Elektroforez Tamponu (50x TAE) Hazirlama

242 g Tris, 37.2 g Na,EDTA.2H,0 tartilarak 57.1 mL glasiyal asetik asit ile

¢Oziilmiistiir. Son hacim 1000 mL olacak sekilde saf su ile tampon tamamlanmastir.

2.1.3.7. Total Protein izolasyonunda Kullanilan Tamponlar

2.1.3.7.1. Potasyum Fosfat Tamponu (KH,PO,, K;HPO4 1000 mL)

6.8 g KH,PO4 ve 8.7 g K,HPO, tartilarak 1000°er mL distile suda ¢ozlilmiistiir.

Hazirlanan iki ayr1 ¢ozelti belirli oranlarda karistirilarak pH 7.0’ye ayarlanmustir.
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2.1.3.7.2. Tris Cozeltisi (10 mM Tris-HCI, 100 mL)

0.1576 g Tris tartilarak bir miktar suda ¢oziilerek pH 8.0’e ayarlanmistir. Son hacim

100 mL’ye distile su ile tamamlanmaistir.

2.1.3.7.3. Deterjan Soliisyonu (11,1 mM Tris-HCI, Triton X-100, 100 mL)

1.75 g Tris tartilarak bir miktar suda ¢oziilmiistiir. 1.67 mL Triton X-100 eklenerek

HCl1 ile pH 7.6’ya ayarlanip son hacim 100 mL’ye distile su ile tamamlanmistir.

2.1.3.8. SDS-PAGE Stok Soliisyonlar1 ve Hazirlanisi

SDS-PAGE i¢in kullanilan biitiin stok sollisyonlar ve ¢ozeltiler +4°C’de

saklanmuistir.

Cizelge 2.3. SDS-PAGE stok soliisyonlarinin hazirlanisi

Stok Soliisyonlar Hazirlanisi

Tris-HCL, 2 M 24.2 g Tris tartilarak, 50 mL saf suda ¢oziilmistir. pH 8.8’¢

ayarlanip saf su ile 100 mL’ye tamamlanmustir.

Tris-HCL, 1 M 12.1 g Tris tartilarak, 50 mL saf suda ¢oziilmiistir. pH 6.8’¢

ayarlanip saf su ile 100 mL’ye tamamlanmustir.

SDS (%10) 10 g SDS tartilarak saf su ile 100 mL’ye tamamlanmuistir.

Gliserol (%50) 50 mL %100°lik gliserol alnip saf su ile 100 mL’ye
tamamlanmustir.

Bromfenol mavisi (%1) 100 mg Bromfenol mavisi tartilarak, 10 mL saf su iginde
¢cOzilmistiir.
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2.1.3.9. SDS-PAGE Calisma Soliisyonlar1 ve Hazirlanisi

Cizelge 2.4. SDS PAGE Caligma soliisyonlarinin hazirlanisi

Calisma Soliisyonlari

Hazirlanisi

Soliisyon A %30 akrilamid %0.8
bisakrilamid (100 mL)

Soliisyon B (4x) (100 mIL

Soliisyon C (4x) (100 mL)

Amonyum persulfat %10’Iuk (5 mL)

Elektroforez Tamponu (1 L)

Ornek Tamponu (5x) (10 mL)

29.2 g akrilamid ve 0.8 g bisakrilamid tartilarak saf su
ile 100 mL’ye tamamlanarak  ¢Oziilmiigtiir.
Buzdolabinda saklanmustir.

2 M Tris-HCI (pH 8.8) 75 mL, %10’luk SDS 4 mL, saf
su 21 mL eklenerek hazirlanmistir.

50 mL 1 M Tris-HCI (pH 6.8), 4 mL %10’luk SDS, 46
mL saf su eklenerek hazirlanmustir.

0.5 g amonyum persulfat tartilarak saf su ile 5 mL’ye
tamamlanmustir.

3 g Tris (25 M), 14.4 g glisin (192 mM), 1 g SDS
(%0.1) tartilarak saf su ile 1 L’ye tamamlanmustir.

0.6 mL 1 M Tris-HCI (pH 6.8), 5 mL %50 gliserol, 2
mL %10 SDS; 0.5 mL 2-merkaptoetanol, 1 mL %1
bromfenol mavisi ve 0.9 mL saf su eklenerek

hazirlanmustir.

2.1.3.9.1. Ayirici Jelin Bilesimi (%12)

Cizelge 2.5. Ayirici jelin hazirlanmasi

Soliisyon A (Stok)
Soliisyon B (Stok)
Saf su

Amonyum persulfat

TEMED

7.8 mL
6.0 mL
10.08 mL
79.2 uL
15.6 uL
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2.1.3.9.2. Dengeleyici Jelin Bilesimi (%4)

Cizelge 2.6. Dengeleyici jelin hazirlanmasi

Soliisyon A (Stok) 1.33 mL
Soliisyon B (Stok) 2.0 mL
Saf su 4.67 mL
Amonyum persulfat 27 uL
TEMED 27 uL
2.1.3.9.3. Commassie Brillant Blue Soliisyonunun Hazirlanmasi

%0.1 Commassie Brillant Blue boya tartilarak, %12’lik glasiyal asetik asit ve

%350’1ik metanol ile karistirilarak ¢6ztilmiistiir.

2.1.3.10. Floresan in situ Hibridizasyonda (FISH) Kullanilan Cozeltiler

2.1.3.10.1. Paraformaldehit Cozeltisi (%4, 100 mL)

4 g paraformaldehit tartilip 100 mL fosfat tamponunda 60°C’de ¢oziilerek

hazirlanmistir. Su 6rneklerinin ve bakteri kiiltiirlerinin fiksasyonunda kullanilmistir.

2.1.3.10.2. EDTA Cézeltisi (0.5 M, 100 mL)

18.6 g EDTA 70 mL saf su igerisinde ¢ozdiiriiliip pH 8’e ayarlanir. Son hacmi 100

mL’ye tamamlanip otoklav ile steril edilmistir.

59



2.1.3.10.3. 4',6-Diamidino-2-Fenilindol (DAPI) Boya Cozeltisinin Hazirlanmasi

DAPI boyasimin 200 ng/uL olacak sekilde PBS ile hazirlanmistir. Isik gormeyecek

sekilde -20°C’de saklanmustir.

2.1.3.10.4. PBS (Sodyum Fosfat Tampon Cozeltisi, 1000 mL)

0.13 M NaCl, 7 mM Na,HPO4 ve 3 mM NaH,PO4 iceren PBS tamponu pH 7.2

olacak sekilde 1000 mL hazirlanmistir. Su Orneklerinin ve bakteri kiiltiirlerinin

fiksasyonunda kullanilmistir.

2.1.3.10.5. 1X Tris-EDTA Cozeltisi (250 mL)

Problarin 50 ng/uL olacak sekilde sulandirilmasinda kullanilmistir. 5 mL 0.5 M Tris-

HCl ve 5 pL 0.5 M EDTA ¢ozeltilerinden alarak 250 mL saf suya tamamlanir.

Otoklav ile steril edilerek saklanmistir.

2.1.3.10.6. 1X PBS (Potasyum Fosfat Tampon Cozeltisi, 1000 mL)

8 g NaCl, 0.2 g KCl, 1.44 g NaH,PO4 ve 0.24 g KH,PO,4 800 mL distile su igerisinde

coziilerek ve pH 7.4’e¢ ayarlanmistir. Saf su kullanilarak hacmi 1000 mL’ye

tamamlanir. Otoklav ile steril edilerek saklanmustir.

2.1.3.10.7. NaCl Cozeltisi (S M, 100 mL)

29.2 g NaCl 100 mL saf suda ¢oziiliip 121°C’de 1 atm basingta otoklavda steril

edilmistir.
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2.1.3.11. Floresan in situ Hibridizasyonda (FISH) Kullanilan Problar

Cizelge 2.7. FISH i¢in kullanilan 16S rRNA hedefli oligoniikleotid problar

Prob Hedef organizma

Sekans (5'-3")

Referans

EUB338 Bakteri

EUB338 11 Planctomycetales
EUB338 III Verrucomicrobials
NONEUB  Negatif kontrol

CteA Delftia

tsuruhatensis

Pchl454 Pseudomonas

koreensis

GCTGCCTCCCGTAGGAGT

GCAGCCACCCGTAGGTGT

GTCGCCACCCGTAGGTGT

ACTCCTACGGGAGGCAGC

CATGACCCGRGGATATTAGC

ATACTCACGTATTAGGTAAGTAC

Amann ve ark., [118]
Daims ve ark., [119]
Daims ve ark., [119]
Wallner ve ark., [120]

Bathe ve Hausner [121]

Schmidt ve ark., [122]

ACA652 Acinetobacter ATCCTCTCCCATACTCTA Wagner ve ark., [123]
johnsonii
2.2. Yontem

2.2.1. Calisma Alami ve Orneklerin Toplanmasi

Kizilirmak Nehri, 1150 km’den uzun su yatagi, 75.000 km?® drenaj alani ve yillik

ortalama 184.2 m’/s debisi ile Tiirkiye’nin en uzun nehri olup Kizilirmak Deltasi’n1

gecerek Karadeniz’e ulagsmaktadir. Kirikkale ulasim bakimindan Tiirkiye’nin doguya

acilan kapisi olma, Makine Kimya Endiistrisi ile Tiipras Rafinerisi gibi biiyiik sanayi

kuruluglarin1 biinyesinde barindirma ve Kizilirmak gibi Tiirkiye’nin en biiyiik

nehirlerinden birinin giizergahinda yer almasindan dolay1 olduk¢a 6nemli illerden

biridir. Hemen hemen biitliin sanayi kuruluslar1 Kizilirmak Nehri’nin g¢evresinde

bulunmaktadir. Cizelge 2.8. ve Sekil 2.1°de goriildiigli gibi Kizilirmak ve ¢evresinde

belirlenen 12 farkli istasyondan mevsimsel periyotlarla su o6rnekleri toplamaya

baglanmuistir.
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Cizelge 2.8. Su o6rneklerinin alindig1 istasyonlar ve koordinatlar

Bolge No Bolge Adr Bolge Koordinatlar:

1 Kesikkoprii Baraj1 Girisi 39°22°16.39°°K, 33°26°49.26°’D, 890 m
2 Kesikkoprii Baraji Su Tutma Bendi 39°23°43.987°K, 33°25°38.24°’D, 833 m
3 Erdemli Mah.-Sarimusallli Mevkii 39°26'03.307°K, 33°24°08.43°°D, 781 m
4 Akkosan Merkez Mevkii 39°28’39.46°°K, 33°24°26.73"°D, 740 m
5 Egribiik-Akkosan Y. Mevkii 39°31°09.87°°K, 33°24°39.32°°D, 738 m
6 Bucakyazi-Sazbucagi Mevkii 39°34°34.39°K,33°26°11.61’D, 763 m

7 Sulubiik-Kiyibagt Mevkii 39°37°02.34°°K, 33°26°38.26°’D, 773 m
8 Kapulukaya Baraj1 Girigi 39°39°53.04°K, 33°28°55.46°’D, 852 m
9 Kapulukaya Su TutmaBendi 39°43°59.01°K, 33°28°25.63°’D, 737 m
10 Asagiyazi Kum Ocag1 Mevkii 39°48°38.97°°K, 33°29°14.57°°D, 684 m
11 Mezbahane-MKE Tesisleri Mevkii 39°50°28.41°°K, 33°28°02.13"’D, 686 m
12 Irmak Mevkii-Kizilirmak 1l St Cikis1 - 39°57°22.987°K, 33°25°04,35”°D, 679 m

Mcvkn Kizilifmak I| u|n|r Cikisl
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Imadag ®8
T_"

f@agwa /u"r bcag| Mevkn

O

‘gEfdemI Mah:=Sanimusalli Mevkn :
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Sekil 2.1. Ornekleme bolgesi (Google Earth goriintiisii)
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2.2.2. Metal analizi

Cd, Hg ve Sb direngli mikroorganizmalarin izolasyonu amaciyla 2010-2011
doneminde mevsimsel periyotlarla Kirikkale il sinirlart igerisinde belirlenmis 12
istasyondan alinan su &rneklerinden Cd, Hg ve Sb analizi Indiiktif Olarak
Eslestirilmis Plazma-Kiitle Spektrometresi (ICP-MS, Perkin Elmer, USA) ile Konya
Selcuk Universitesi ICP-MS Laboratuvari’nda yapilmistir. Bu analizler yapilirken

Perkin Elmer tarafindan saglanan cihaz kullanim prosediiriine gore yapilmistir.

2.2.3. Kadmiyum, Civa ve Antimon Direncli Bakterilerin izolasyonu

Cd, Hg ve Sb direngli bakterilerin se¢imi igin belirli konsantrasyonda kadmiyum
nitrat (Cd(NOs), 4H,0), civa nitrat (Hg(NO;), 2H,0) ve potasyum antimon tartarat
(K(SbO)C4H4O¢ 0.5H,0) (100 mg/L) igeren nutrient agar ortamlar1 hazirlanmis ve
alman su o&rneklerinden belirli diliisyonlarda ekim yapilmistir. Inkiibasyon siiresi
sonunda petriler, ortamdaki lireme ¢esidi bakimindan incelenmis ve Cd direncli
bakteriler 7, 8 ve 11. bolgelerden, Hg direncli sadece 2 farkli bolgeden 10 ve 11
bolgelerden ve Sb direngli bakteriler ise 1, 2, 4, 10 ve 11.bolgelerden izole edilmistir.
Secici ortamdan izole edilen farkli koloniler saflastirma i¢in 30°C’de 72 saat inkiibe
edilmistir. Kat1 agarda biiyiitiilen saf suglarin koloni morfolojisi Pelczar ve Reid’e

(1958) gore yapilmistir [124].

2.2.4. Maksimum Tolere Edilebilen Metal Konsantrasyon (MTK) Degerlerinin

Belirlenmesi

Cd, Hg ve Sb direncli izolatlarin MTK degerleri, petrilerde koloni goriilmeyene
kadar nutrient agar plaginda her saat 10 pg/mL artan konsantrasyonda kendi agir
metali eklenerek saptanmistir. Baslangi¢ konsantrasyonu, literatiir bilgilerine gore
belirlenmistir. Son konsantrasyonda biiyiiyen kiiltiir, ¢izgi metoduyla petriye ekilerek

daha yiiksek konsantrasyona aktarilmistir.
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2.2.5. Morfolojik ve Biyokimyasal Ozelliklerin Belirlenmesi

En yiksek MTK Cd (900 mg/L), Hg (220 mg/L) ve Sb (1400 mg/L)
konsantrasyonlarinda iireyebilen suslar secilmistir. Cd direngli Cd 11-3, Hg direncli
Hg 10-2 ve Hg 11-4 ve Sb direngli Sb 01-01 olarak kodlanan suslarin morfolojik ve
biyokimyasal 6zellikleri (API 20NE) incelenmistir.

2.2.6. Bakterilerin Ureme Egrilerinin Belirlenmesi

Izole edilen suslarin 1 gecelik taze kiiltiir 5rnekleri alinmustir ve 100 mL’lik nutrient
broth besiyerine ekimler yapilmistir. Cd 11-3, Hg 10-2, Hg 11-4 ve Sb 01-01 igin,
kontrol amagli 100 mL’lik Cd, Hg ve Sb igermeyen besiyerlerine ve 900 mg/L
Cd(NO3), 4H,0, 220 mg/L Hg(NO3), 2H,0 ve 1400 mg/L K(SbO)C4H40¢. 0,5H,0O
metallerini igceren 100 mL’lik besiyerlerine ekimler yapilmistir. Bu Kkiiltiirler
calkalamali etiivde 30°C’de inkiibe edilmistir. Spektrofotometrede dalga boyu 600
nm’ye ayarlanarak her 6 saatte bir dl¢iimleri alinmistir. Elde edilen optik density
(OD) degerleri ile iireme egrileri ¢ikarilmistir. g= (logN-logNy)/log, esitliginden

metal igeren ve igermeyen ortamlarda saatteki boliinme sayilar1 hesaplanmistir.

2.2.7. Yag Asitleri Metil Esterler Analizi (FAME) ile Identifikasyon

Bu analiz ile Cd, Hg ve Sb direncgli bakteriler yine molekiiler diizeyde identifiye
edilmistir. Izolatlarn yag asiti analizleri igin gerekli olan tiim kimyasallar ve
uygulama prosediirleri Mikrobial Identification System (MIS) (Microbial ID Inc.
Newark De) kullanma kilavuzuna gore hazirlanmistir. Prosedure uygun olarak
hazirlanmis ve gerekli saflagtirma islemlerine tabi tutulmus Ornekler Mikrobial
Identification System (MIS) (Microbial ID Inc. Newark De) cihazina yerlestirilerek
Gaz kromotografi cihazinda CLIN 50 kiitiiphanesi kullanilarak analiz edilmistir [93].
Analize alinacak Orneklerden triptik soy agara ekilerek 30°C’de 24 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyondan sonra gelisen hiicrelerden steril cam tiiplere 6ze ile 40 mg

tartilmistir. Ilk basamakta saponifikasyonla hiicresel lipitlerin pargalanip, yag
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asitlerinin serbest kalmasi saglanmistir. Bunun i¢in 40 mg 6rnek bulunan tiiplerin
tizerine 1. ¢ozeltiden 1 mL ilave edip 5-10 sn vortekslenmistir. 100°C’lik su
banyosunda 5 dk tutulduktan sonra tekrar vortekslenip ve daha sonra tekrar
100°C’lik su banyosunda 25 dk tutulmustur. Ikinci basamakta yag asitlerin
metilasyonu saglanarak yag asidi metil esterler elde edilmistir. Bunun i¢in, 100°C’lik
su banyosundan cikarilan tiiplere 2. ¢o6zeltiden 2 mL ilave edilip ve 5-10 s
vortekslenip 80°C’lik su banyosunda 10 dk tutulmustur. Ugiincii basamak olan
saflagtirma basamaginda sogutulan tiiplerin {izerine 3. ¢dzeltiden 1.25 mL ilave
edilip ve 10 dk karistirilmistir. Bu basamak sonunda tliplerde altta asidik, iistte
organik s1v1 faz olmak iizere iki faz gézlenmistir. Tiiplerdeki asidik faz pastor pipeti
ile uzaklastirilip, yag asidi metil esterleri, asidik fazdan ayrisarak organik faz
bolgesinde toplanacak ve organik faz muhafaza edilmistir. Son basamakta ise
tiiplerin {lizerine 4. ¢ozeltiden 3 mL ilave edilip ve 5 dk karistirilmistir. Boylece
serbest yag asidi metil esterlerinin saf olarak elde edilmesi saglanip tiiplerde
gbzlenen tist faz pastor pipeti ile 2 mL’lik gaz kromotografi tiiplerine transfer edilmis
ve agizlan sikica kapatilmistir. Orneklerin FAME analizi, Yeditepe Universitesi
Genetik ve Biyomiihendislik Bolimii Molekiiler Biyoloji Arastirma ve Uygulama

Merkezi’nde yapilmaistir.

2.2.8. Total DNA Ekstraksiyonu

Izole edilen Cd, Hg ve Sb direngli bakterilerden kromozomal DNA izolasyonu
Cutting ve Horn (1990) protokoliine gore yapilmistir [125]. 25 mL nutrient broth sivi
besiyerine tek koloniden ekim yapilip 150 rpm’de 30°C’de 1 gece inkiibe edilmistir.
Bir gecelik bakteri kiiltiirleri 1.5 mL’lik epondorf tiiplere koyularak 10.000 rpm’de
santrifiijlenmistir. Ust kisim uzaklastirildiktan sonra pelletler 567 pL TE tamponu
igerisinde mikropipet yardimiyla ¢oziindiiriilecek ve iizerlerine 30 uL SDS ve 3 uL
proteinaz K ¢ozeltileri eklenerek vortekslenmistir. 37°C’de 1 saat bekletilen
hiicrelere 100 pL. NaCl ekleyerek tekrar vortekslenmistir. 80 ul. CTAB/NaCl
cozeltisi ekledikten sonra tiipler vortekslenip ve 65°C’de 10 dk tutulmustur. Tiiplerin
lizerine esit hacimde kloroform/izoamil alkol eklenerek tekrar vortekslenmistir.

10.000 rpm’de 5 dk santrifiijlenen tiiplerin iist fazlari, temiz santrifiij tiiplerine alip
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ve esit hacimde  fenol/kloroform/izoamilalkol  karisimindan  ekleyerek
vortekslenmistir. 10.000 rpm’de 5dk santrifiij edildikten sonra iist fazlar dikkatlice
temiz tiiplere alinarak ve 0,6 hacim izopropanol eklenmistir. Ardindan DNA
cokiinceye kadar tiipler vortekslenip 15.000 rpm’de 10 dk santrifiijlenmistir. Tiiplere
50 pL %70 etanol eklenerek DNA’lar yikanacak ve tiipler hemen ters ¢evrilip alkol
uzaklagtinnlmigtir. Tipler agz1 acik durumda oda sicakliginda bir siire (10-15 dk)
veya 60°C’de birka¢ dk bekletilerek alkoliin tamamen ugurulmasi saglanmustir.
Pelletlerin {izerine 50-100 puL TE tamponu ekleyip tiiplere parmakla yavasca
vurularak DNA’lar ¢ozdiirilmistir. DNA safligi  Qubit Fluorometre cihazi

(Invitrogen) ile 6l¢iilmiistiir.

2.2.9. Polimeraz Zincir Reaksiyonu ve Optimizasyonu

16S rRNA oOrneklerini amplifiye etmek i¢in standart 16S rRNA gen sekansina
(GenBank) gore sentezlenmis olan iki evrensel oligoniikleotid primer c¢ifti, 27 F
primer: 5'-CCGAATTCGTCGACAACAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’ ve 1492
R primer: 5'-CCCGGGATCCAAGCTTACGGCTACCTTGTTACGACTT-3’
kullanilmistir. Primerlerin Tm 6zellikleri ve literatiir verileri baz alinarak bir PCR
programi belirlenmis ve bu program kullanilarak PCR reaksiyonun genomik DNA,
MgCl, miktar1 ve farkli annealing sicakliklar1 denenerek optimizasyon yapilmistir.
Optimum PCR reaksiyon igerigi ve programlart asagidaki gibidir. PZR
amplifikasyonunda toplam hacmi 100 pL PZR karisimi i¢in 10 pL kromozomal
DNA (100 ng), 5 pL 16S forward primer (20 pmol), 5 pL 16S reverse primer (20
pmol), 4 uL 5 mM 4 ANTP karigimi, 4 pL. 50 mM MgCl,, 10 pL 10x Taq Buffer, 61.5
pL saf su, 0.5 pL (2.5U) Taq DNA polimeraz karistirilip pipetaj yapilmigtir. Tiiplerin
thermal cycler da 30 dongii icin izlenen prosediir su sekildedir. 5 dk 95°C de 6n
1sitma, 95°C’de 30 sn 30 dongli denatiirasyon, 30 sn 55°C’de primerlerin
baglanmasi, 2 dk 72°C’de uzama ve 10 dk 72°C’de zincir sentezinin
gerceklestirilmesi seklindedir. Suglarin 16S rRNA bdlgeleri PZR’de ¢ogaltildiktan
sonra %1°lik agaroz jelde yiiriitiilmiistiir. 100 bp Plus DNA Ladder marker olarak
kullanilmistir. PZR {iriinleri jelde goriintiilendikten sonra sekans analizi yapilana

kadar -20°C’de saklanmustir [78].
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2.2.10. 16S rRNA Sekans Analizi ile Bakterilerin Identifikasyonu ve Filogenetik

Analiz

izole edilen bakterilerin PZR ile ¢ogaltilmis 16S rRNA gen bdlgelerine yonelik PZR
iiriinlerinin sekans analizi Gazi Universitesi Molekiiler Biyoloji Arastrma ve
Uygulama Merkezi’'nde yapilmistir. Elde edilen niikleotid sekanslari, National
Center of Biotechnology Information’in internet sayfasindaki BLAST programi
dogrultusunda NCBI GenBank veritabaninda yayimlanan sekanslarla kiyaslanmistir.
Filogenetik analiz, PZR ile agir metal direncli suslardan elde edilen 16S rRNA
sekanslar1 ile gen bankalarindan segilen ilk 10 tiir kullanilarak yapilmistir. izole
edilen Cd, Hg ve Sb direngli bakterilerin filogenetik agaglarin olusturulmasinda
oncelikle 16S rRNA sekanslari, Mega 5.1 (Molecular Evolutionary Genetic
Analysis) istatistik analiz programinda Clustal W se¢enegi kullanilarak tiirlere ait baz
dizileri hizalanmistir [126]. Komsu-baglant1 (neighbour-joining) metodu ile soy
agaclan cizilmistir ve olusturulan soy agaglari ile izolatlarin birbirleriyle yakinlik

dereceleri ortaya konulmustur.

2.2.11. Coklu Metal Direnc¢ Profillerinin Belirlenmesi

Cd, Hg ve Sb direngli herbir izolatin, bu ¢alisma i¢in segilen diger AlCl; 6H,0, LiCl,
BaCl, 2H,0, CrN3;O9 9H,0, MnSO4 H,O, Pb(NO3),, Co(NOs), 6H,0, FeCl; 6H,0,
Ag(NOs3), CuSO4 5H,0, SnCl, 2H,0, NiSO4 6H,0, ZnSO4 7H,0, K(SbO)C4H4O06
0,5H,0, Cd(NOs), 4H,0, Hg(NO3), 2H,0 ve Sr(NOs), agir metal bilesiklerine karsi
direnclilikleri de tespit edilmistir. Bdylece izolatlarin bu metallere kars1 ¢oklu direng

profilleri belirlenmistir.

2.2.12. Antibiyotik Diren¢ Profillerinin Belirlenmesi

Cd, Hg ve Sb direngli izolatlarin antibiyotik duyarlilik testleri Kirby-Bauer disk

diflizyon metoduna gore belirlenmistir [76]. Inkiibasyondan sonra organizmalar,
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standart antibiyotik disk ¢izelgesinde verilen inhibisyon zon ¢apina gore antibiyotik

direncli (R) veya duyarli (S) olarak siniflandirilmistir.

2.2.13. Plazmit DNA izolasyonu

Saflastirilmis izolatlardaki plazmitlerin varligi alkali lizis metodu kullanilarak
saptanmustir [127]. Plazmit izolasyonu yapilacak bakteriler, 5 mL’lik nutrient broth
besiyerine ekilerek 30°C’de bir gece inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda
kiiltiirlerden 1.5 mL alinarak ependorf tiiplere aktarilip 4°C’de 10.000 rpm’de 30 s
santrifiij edilerek hiicreler ¢Oktiiriilmiis ve tstteki sivi kisim atilmistir. Ependorf
tiiplerindeki hiicrelerin iizerine 100 pL alkali lizis 1 soliisyonundan eklenmistir.
Tiiplerdeki karigimlar homojen oluncaya kadar vorteks edilmistir. Daha sonra
tiiplerdeki karigimlara 200 pL alkali lizis II sollisyonu eklenmistir ve sonra tiipler
birka¢ kez alt-iist edilmistir (bu asamada vorteks kullanilmamistir). Bu islemden
sonra tiipler buz icinde birka¢ dk bekletilmistir. Tiipler buz i¢inden c¢ikarilip
tizerlerine 150 pL alkali lizis III soliisyonu eklenip, birka¢ kez alt-iist edilmistir. Bu
islemden sonra tiipler buz i¢inde 5 dk bekletilmistir. Tiipler 4°C’de 10.000 rpm’de 5
dk santrifiij edilip, Ustteki siv1 kisim toplanarak yeni ependorf tiiplere aktarilmistir.
Bu islemden sonra ependorf tiiplere 2 hacim (1:2) oda sicakligima sahip etanol
eklenmis, vortekslendikten sonra, 2 dk oda sicakliginda bekletilmistir. Presipite olan
niikleik asit molekiilleri, 4°C’de 10.000 rpm’de 5 dk santrifiij edilerek ¢oktiiriiliip,
tist kisim dikkatli bir sekilde atilmistir. Tiipler oda sicaklifinda birakilarak etanol
ucurulmustur. Tiiplere 1 mL %70’lik etanol eklenip, birka¢ kez alt-iist edildikten
sonra, 4°C’de 10.000 rpm’de 5 dk santriflij edilmistir. Daha sonra iist kisim dikkatli
bir sekilde atilmistir ve tiipler oda sicakliginda bekletilerek kalan etanol
ucurulmustur. Tiiplerdeki niikleik asit molekiillerinin iizerine 50 pL TE tamponu
(Tris-EDTA) eklenmistir. Izole edilen Cd, Hg ve Sb direngli bakterilerin metal
direnglilik genlerinin lokasyonunu belirlemek amaciyla plazmit profilleri
cikartlmistir.  Agrobacterium tumefaciens CS58C1 (215 kb) marker olarak
kullanilmistir. izole edilen plazmitlerin molekiil agirliklari ve lokalizasyonlari
belirlenmistir. Cd, Hg ve Sb direngli suslarin metal direngliliginin plazmit ile

iliskisini dogrulamak i¢in plazmit eliminasyonu yapilmistir. Farkli eliminasyon
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sicakliklarinda tiretilen suslardan plazmit izolasyonu yapilmistir. Hem metal hem de
metal icermeyen ortamlarda iiremeleri test edilen bu suslarin antibiyotik direnclilik

profilleri tekrar incelenmistir.

2.2.14. Agaroz Jel Elektroforezi

Marker olarak kullanilan Agrobacterium tumafaciens C58CI1 ile her bir susa ait izole
edilen plazmitler ve kromozomal DNA’lar %0.7’lik agaroz jele yiiklenerek (w/v) 80
V’ta 6 saat boyunca elektroforezde (Bio-rad, Mini-Sub Cell G-T) yiiriitiilmiistiir. Jel,
etidyum bromiirle boyanarak UV altinda goriintiilenmis ve marker ile olusturulan

standart egriden her bir plazmitin molekiil agirliklar1 belirlenmistir.

2.2.15. Total ve Dis Membran Protein Analizleri

2.2.15.1. Total Protein Izolasyonu

Izole edilen Cd, Hg ve Sb direncli bakterilerin total protein izolasyonu Kishore ve
arkadaslar1 tarafindan tanimlanan metoda gore yapilmistir [128]. 100 mL’lik
Cd(NOs3), 4H,0, Hg(NOs), 2H,0 ve K(SbO)C4H4O4 0,5H,0 igeren ve icermeyen
nutrient broth besiyerlerine ekim yapilmistir. Inkiibasyon sonrasi besiyeri, santrifiij
yapilarak uzaklastirilmistir. Pellet lizerine 5 mL distile su eklenerek 2 kez yikama
islemi yapilmistir, Ust kisim atilmistir. Pellet iizerine 2 mL fosfat tamponu
eklenmistir ve 10 dk 50 devirde sonikasyon islemi uygulanmistir. 2000 rpm’de 2 dk
santrifiij yapildiktan sonra iist kisim temiz tiiplere alinmistir. 75 pL 6rnek iizerine 75
uL ornek tampon ilave edilmistir. Elektroforez islemi oncesinde 6rnekler 100°C’de

10 dk bekletilip -20°C’de saklanmustir.

2.2.15.2. Dis Membran Protein Izolasyonu

Izole edilen Cd, Hg ve Sb direncli bakterilerin dig membran izolasyonu Achtman ve

arkadaslar1 tarafindan tanimlanan metoda gore yapilmistir [129]. 100 mL’lik metal
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iceren ve icermeyen nutrient broth besiyerlerine ekimler yapilmustir. Inkiibasyondan
sonra besiyerini uzaklagtirmak i¢in santrifiij yapilmistir ve sivi kisim atilmistir. 10
mL, 10 mM Tris-HCI pelletler iizerine eklenerek sonikasyon (80 sn, %50 devir)
islemi ile hiicreler parcalanmistir. Parcalanan hiicreler 4°C, 3000 rpm’de, 20 dk
santrifiij yapilarak uzaklastirilmigtir. Ust kisim yeni tiiplere alinarak 4°C’de, 20.000
rpm’de 60 dk santrifiij yapilmistir. Ust kisim uzaklastirilip pelletlerin {izerine 150 puL
distile su eklenerek ornekler -20°C de 1 gece bekletilmistir. -20°C’den alinan
orneklere 200 pL Triton-X igeren soliisyon eklenmistir ve 20 dk bekletilmistir.
Ornekler 20°C’de 2000 rpm, 90 dk santrifiij yapilmis ve sivi kisim atilmistir.
Pelletler iizerine 50 uL 6rnek tamponu eklenmistir ve elektroforezden 6nce 100°C’de
5 dk bekletilmistir. Laemmli’ye gore, %4’liikk dengeleyici ve %12’lik ayirict jel
kullanilarak sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezinde (Bio-rad, Mini

Protean Tetra System) yapilmistir [130].

2.2.15.3. Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

2.2.15.3.1. Ayirma Jelinin Hazirlanmasi

16.7 mL %30’luk akrilamid/bis akrilamid, 19.8 mL distile su, 12.5 mL 1.5 M Tris-
HCI (pH 8.6), 500 pL %10’luk APS (amonyum persiilfat), 500 pL %10’luk SDS
birbirine iyice karistirildiktan sonra 30 uL TEMED (N,N,N’,N’-Tetrametil etilen
diamin) ilave edilerek, 1 mm araligina sahip iki jel cami arasina hizli bir sekilde
dokiilmistiir. Jelin iist kismi biitanol ile kaplanarak hava ile temasi Onlenmis ve

polimerize olmasi i¢in bekletilmistir.

2.2.15.3.2. Dengeleyici Jelin Hazirlanmasi

3.4 mL %30’luk akrilamid/bis akrilamid, 13.6 mL distile su, 2.5 mL 1 M Tris-HCI
(pH 6.8), 200 pL %I10’luk APS ve 200 mL %]10’luk SDS birbiri ile iyici
karistirildiktan sonra 20 uLL. TEMED ilave edilmistir. Bu karisim polimerize olan

ayirma jelinin tizerindeki biitanol distile su uzaklastirildiktan sonra ayirma jeli
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lizerine dokiilmistiir. Tarak yerlestirilmis ve polimerize olmasi i¢in bekletilmistir.
Polimerizasyonu takiben tarak cikarilmis, kuyucuklar elektroforez yiirlitme tamponu
ile yikandiktan sonra tanka sabitlenmis ve elektroforez diizenegi yiirlitme tamponu
ile doldurulmustur. Ornekler kuyucuklara yiiklenmis ve 80 mA’de yaklasik 150 V’ta

ortalama 1 saat ylritiilmiistiir.

2.2.15.3.3. SDS-PAGE Jellerinin Boyanmasi

Elektroforez islemi tamamlandiktan sonra jeller tespitleme ¢ozeltisi i¢erisinde 1 gece
bekletilmistir. Tespitleme isleminden sonra jeller boyama ¢ozeltisinde ortalama 1
giin bekletilerek boyanmistir. Daha sonra jeller distile su ile 20 dk araliklarla

yikanarak [131], fotograflari karanlik odada 151kl beyaz tabla iizerinde ¢ekilmistir.

2.2.15.3.4. Protein Bantlarinin Yogunluk (Intensity) Ol¢iimii

SDS-PAGE yapildiktan sonra Coomassie Brillant Blue-R boyali bantlar jel
gorlntiilleme cihaz1 (Gel Logic 2200 Pro) kullanilarak proteinlerin goreceli
miktarlarim1 belirlemek i¢in taranmistir. Protein bantlarimin verdigi pik absorbans
degerleri jel goriintiileme cihazi iizerinde kaydedilmistir. Her bir bant i¢in ii¢ farkl
yerlerde tarama yapilmis, degerlerin ortalamasi alinmistir. Yatay konumdaki protein
bantlar1 arasindaki mesafe iki bant arasindaki tepe noktalarinin dik bir eksende
birlestirilmesiyle jel goriintiilleme cihazi ile belirlenmistir. Bu oranlarin giivenilirligi
bagimsiz olarak programlanmis bilgisayar analizi kullanilarak belirlenen grafik ile

desteklenmistir [132].

2.2.16. Floresan in situ Hibridizasyon (FISH) Kullanilacak Orneklerin

Toplanmasi ve Fiksasyonu

Su ornekleri %4 paraformaldehit ile 0.13 M NaCl, 7 mM Na,HPO, ve 3 mM
NaH,PO; igeren PBS tamponunda (pH 7.2) +4°C’de 24 saat siireyle fikse edilip, 1:1:
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oraninda etanol (%100) ve PBS ile siispanse edilmistir. Ornekler etiketlenerek FISH
icin -20°C’de saklanmistir [104].

2.2.17. Floresan in situ Hibridizasyon (FISH) ve Optimizasyon

Taksonomik diizeyde FISH problarinin se¢iminde literatiirden yararlanarak bir kamu
erisim veritabani katologu probebase kullanilmistir. Pozitif kontrol olarak EUB338
(Bact338), EUB338 II (SBACT P 338), EUB338 III (SBACT V 338) problari,
negatif kontrol olarak NONEUB (NON338) (Non-bact338), Delftia tsuruhatensis
icin CteA, Pseudomonas koreensis igin Pchl454 ve Acinetobacter johnsonii igin
ACA652 (ACA23A) problar1 FITC ile isaretlenmistir. Calismada tasarlanan problar,
mevsimsel olarak alinan su 6rnekleri ile in situ hibridizasyona tabi tutulmustur [133,
134, 135]. Biitiin hibridizasyonlar Amann protokolii esas alinarak yapilmistir [53].
Fiske edilmis bakteri siispansiyonlarindan 1-3 uL lamlarin iizerine yayilarak 45°C’de
30 dk kurutulmustur. Ardindan lamlar sirayla %50, 80 ve 96°lik etanol serisinden
sirayla gecirilip (3’er dk stireyle) lamlar tekrar oda sicakliginda kurutulmustur. 0,9 M
NaCl, 20 mM, Tris-HCI (pH 7.2), 10 mM EDTA, %0,001 SDS ve farkh
konsantrasyonlarda formamid igeren 9 pL hibrizasyon tamponu ile 1 pL prob
soltisyonu (50 ng/uL) ve 1 uL DAPI (200 ng/ul) lamlarin iizerine yayilmistir. Lamlar
48°C’de 15 dk siireyle 1sitilmis 50 ml yikama tamponuyla (0,9 M NaCl, 20 mM,
Tris-HC1 (pH 7.2), %0,001 SDS iceren) yikanip bidistile su ile yikama tamponu
uzaklastirilmistir. Biitiin deneyler iki kez tekrar edilmistir. Mikroskopik analiz Leica
Floresan mikroskopu ile yapilmistir. Goriintiiler CCD dijital kamera ile 100%
bliylitme kullanilarak elde edilmistir. FITC ve DAPI boya sinyallerini analiz etmek
icin sirastyla filtre setleri I3 ve A (Leica) kullanilmistir. Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen’den temin edilen (DSMZ, Germany)
Comamonas testosteroni 50244, Pseudomonas koreensis DSM 16610 ve
Acinetobacter johnsonii 6963 referans sus olarak kullanilmistir. /n situ uygulamada
hedef olan hiicreler ile hibridizasyonu ger¢eklestirmek i¢in, FITC isaretli problar i¢in
optimum kosullar belirlenmistir. NaCl konsantrasyonu hibridizasyon tamponunda

kullanilan formamid konsantrasyona gore ayarlanmistir.
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2.2.18. Kadmiyum, Civa ve Antimon Direnc¢li Suslarin Populasyon

Yayilimlarinin Belirlenmesi

Belirlenen optimum kosullar fikse edilen ii¢ yillik su 6rneklerine uygulanmis ve Cd,
Hg ve Sb direncgli bakterilerin hem DAPI hem de FITC filtreleri segilerek Leica
Floresan mikroskopu ile mikroskopik analiz yapilmistir. Goriintiller CCD dijital
kamera ile 100x biyiitme kullanilarak elde edilmistir. FITC ve DAPI boya
sinyallerini analiz etmek igin sirasiyla filtre setleri I3 ve A (Leica) kullamlmistir. Ug
replika gergeklestirilen FISH uygulamalarinda populasyon yogunluklar: Leica QWin
Plus programi kullanilarak belirlenmistir. DAPI ve FITC goriintiilerinin piksel
alanlari,

Biyokiitle (%) = FITC piksel alani/DAPI piksel alan1

esitliginden Cd, Hg ve Sb direngli bakterilerin yiizde oranlar1 hesaplanmistir [136].

2.2.19. istatistiksel Analizler

Cd, Hg ve Sb direngli bakterilerin ii¢ yillik mevsimsel populasyon yogunluk
grafikleri, belirlenen biyokiitle yiizde oranlarinin ortalama ve standart sapma
degerleri kullanilarak ¢izilmistir. Calismada elde edilen bulgular degerlendirilirken,
istatistiksel analizler i¢in Origin Pro 8.5 programi (OriginLab Corporation,
Northampton, Massachusetts, USA) kullanilmistir. Degiskenlere iligkin veriler,
ortalamatstandart hata ile verilmistir. Ikiden fazla bagimsiz degisken arasinda
istatiksel olarak anlamli bir farkliligin olup olmadigimi tespit etmek amaciyla tek
yonlii varyans analizi (one way ANOVA) testi yapilmistir. Varyans analizi sonucu
fark onemli ¢iktiginda hangi gruplar arasinda fark oldugunu belirlemek amaciyla
coklu karsilastirma Tukey Testi uygulanmigtir. Siirekli degiskenlerin dagiliminin
normale yakin olup olmadig1 Shapiro Wilk Testi ile arastirilmistir. Analizler bulgular
boliimiinde yorumlanmistir. Bulgular, %95 giivenlik aralig1 ve (p<0.05 significance
level) anlamlilik diizeyinde degerlendirilmistir. p<0.05 icin sonuglar istatistiksel

olarak anlamli kabul edilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Boliim 1

3.1.1. Kadmiyum Direncli Bakterilerin Izolasyonu ve Maksimum Tolere

Edilebilen Kadmiyum Konsantrasyon Degerlerinin Belirlenmesi

Cd direngli bakterilerin secimi i¢in belirli konsantrasyonda Cd(NOs), 4H,O (100
mg/L) igeren nutrient agar ortamlar1 hazirlanmis ve alinan su 6rneklerinden belirli
diliisyonlarda ekim yapilmistir. inkiibasyon siiresi sonunda petriler, ortamdaki iireme
cesidi bakimindan incelenmis ve sadece Cizelge 3.1.°de belirtildigi gibi 7, 8 ve 11.
bolgelerden toplam 15 sus izole edilmistir. Sadece Cd 11-3 olarak kodlanan izolat
900 mg/L Cd(NOs3), konsantrasyonunda iireyebilmistir. Bu konsantrasyon izolatin
tireyebildigi en yliksek Cd konsantrasyonu olup bu izolat i¢in MTK degeri olarak
kabul edilmistir. Daha sonraki ¢alismalar, bu sus kullanilarak gerceklestirilmistir. Bu
susun stok kiiltiirleri hazirlanmis ve daha sonraki calismalarda kullanilmak iizere

+4°C’de saklanmustir.

Cizelge 3.1. Cd direngli bakteriler i¢in belirlenen MTK degerleri

Cd (mg/L)

Bolge-izolat 100 200 300 400 500 600 650 700 750 800 850 900
07-1 + +
07-2
07-3
07-4
08-1
08-2
08-3
11-1
11-2
11-3
11-4 +

(+); treme var, (-); ireme yok

+
1

+ o+ + o+ o+ +
e
o+ o+ o+ o+ o+
o+ o+ o+ o+ o+
o+ o+ o+ o+ o+
4+ + o+ o+ o+

+

.

e

o+ o+
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3.1.2. Su orneklerinde ICP-MS ile Kadmiyum Analizi

Sekil 3.1.°de belirtildigi gibi 2010-2011 donemlerinde mevsimsel periyotlarla
Kirikkale-Kizilirmak’tan alinan su Orneklerinde ICP-MS ile yapilan analiz
sonuglara goére Cd miktar1 Ocak ayinda 8 ve 11. bolgelerde sirasiyla 0.078 ve 0.977
ppm olarak belirlenmistir. Bu sonuglar Konya Selguk Universitesi ICP-MS
laboratuvarinda ICP-MS cihazi ile cihaz kullanim kilavuzunda belirtilen standart ve

kalibrasyon egrileri kullanilarak elde edilmistir.

1 o= o T

.-E e ——

= 0.8 ~T

E ——

B 06 = e

= - —
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X 0 e T -l
1 2 3 ——_____-,_-___-_
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Bilgeler

mQOcak ®mNisan =Temmuz ®=Ekim

Sekil 3.1. 2010-2011 dénemi ICP-MS ile yapilan kadmiyum analiz sonuglari

3.1.3. Kadmiyum Direncli Susun Morfolojik ve Biyokimyasal Ozelliklerinin

Belirlenmesi

En ytiksek Cd (900 mg/L) konsantrasyonunda iireyebilen Cd 11-3 olarak kodlanan
susun biyokimyasal Ozellikleri (API 20NE) Cizelge 3.2’de verilmistir. Cd 11-3
susunun floresan renkli, gram (-) basil oldugu belirlenmistir. Biyokimyasal testler
sonucu katalaz, {ireaz, oksidaz, arjinin dihidrolaz, hemoliz, glukonat, mannitol,

fruktoz, sodyum malonat, laktik asit, nitrat rediiksiyonu ve polimiksin B testleri
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pozitif olarak belirlenirken kazein, jelatin, indol, nisasta, laktoz, glukoz, inositol, L-
arabinoz, maltoz, glikojen, ksiloz, sukroz, L-ramnoz, lizin dekarboksilaz,
betagalaktosidaz, ornithin dekarboksilaz, N-asetilglukozamin, trozin, eskiilin ve H,S

testleri negatif olarak tespit edilmistir.

Cizelge 3.2. Cd 11-3 susunun biyokimyasal ve morfolojik 6zellikleri

Cd11-3

Biyokimyasal ozellikler
susu

Koloni rengi Floresan
Gram boyama -
Hiicre morfolojisi Basil
Katalaz +
Oksidaz +
Kazein -
Jelatin -
Indol -
Nisasta -
Sitrat +/-
Ureaz +
Hemoliz +
Laktoz -
D-Glukoz -
Inositol -
L-Arabinoz -
Glukonat +
D-Mannitol +
Fruktoz +
Maltoz -
Sodyum malonat +
Glikojen -
Ksiloz -
Sukroz -
L-ramnoz asimilasyonu -
Lizin dekarboksilaz -
Laktik asit
Arjinin dihidrolaz
Beta-galaktosidaz -

Ornithin dekarboksilaz -
N-asetilglukozamin -

Tirozin -

Nitrat rediiksiyonu +

Eskulin -
Polimiksin B +

H,S -
Tanmmlanan tiir Comomonas testesteroni

(+); pozitif, (-); negatif
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3.1.4. Kadmiyum Direncli Susun Ureme Egrisinin Belirlenmesi

Izole edilen Cd direngli Cd 11-3 susunun iireme egrisi Sekil 3.2.’de verilmistir. Cd
icermeyen kontrol ortaminda {iretilen Cd 11-3 susunun Cd igeren ortamda iiretilen
Cd 11-3 susuna gore daha erken log fazina gectigi goriilmektedir. Cd iceren ortamda
Cd 11-3’iin log fazina 18. saatten sonra gectigi ve duragan faza ise 58. saatte gectigi
tespit edilmistir. Kontrol ortaminda duragan faza gegisin, Cd igeren ortama gore daha
kisa siirdiigii goriilmektedir. Bu susun Cd igeren ve Cd igermeyen ortamlarda saatteki
boliinme sayilar1 hesaplanmigtir. Buna gore Cd 11-3 i¢in Cd i¢cermeyen ortamda 15.2
dakikada bir ve Cd iceren ortamda ise 15.5 dakidada bir bolinme oldugu

belirlenmistir. Ureme egrisine dayanarak Cd 11-3 susunun iiremesi iizerine Cd’nin

etkisinin sinirlt oldugu belirlenmistir.
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0.8

OD (600 nm)

0.6

04

g

s B ot1trol

B

G0 mg L
Cd(NO3)2

12

18

24 30 36 42 48 34 60 66

zaman (saat)

T2

Sekil 3.2. Cd 11-3 tireme egrisi; ==#= Cd igermeyen,
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3.1.5. Kadmiyum Direncli Susun Yag Asitleri Metil Esterler Analizi (FAME) ile
Identifikasyonu

FAME gruplarin ihtiva ettikleri yag asitleri yiizde oranlar1 Cizelge 3.3. ve GC
kromotogrami Sekil 3.3’te verilmistir. Cd 11-3 susunda sirastyla 9%22.87 oraninda
16:0 yag asidi belirlenmistir. FAME profili temel alinarak yapilan veri tabani analizi

sonucunda Cd 11-3 susu cins diizeyinde dahi tespit edilememistir.

Cizelge 3.3. Cd 11-3 susunun FAME analizi sonucu elde edilen yag asitleri %

oranlar1
RT | Response | Ar/Hit| RFact| ECL | Peak Name [ Percent | Commentl [ Comment2 _
06927 43515 0.H4 — | 66787 | [ —I<mnm r
07010 | 9.583E+8 | 0,015 —-|_6.7407 | SOLVENT PEAK = <mintt | — -
1653 a0 0010 — | 10,1476 : — = 1
14099 | 3236 | 0.00% | 1098 | 114482 | 10.0 30H 6.00 | ECL deviates 0,000 ]
15283 | 4246 | 0009 | 1064 | 12.0000 | 120 473 | ECL deviates 0.000 Reference 0000
18365 435 D.O0R | 1006 | 132036 | 12:020H 593 | ECL deviates 0.000 T
15183 457 | 000K | 0994 | 134832 [12.030H E.80 | ECL deviaies 0.000
20599 581 | 0.00% | 0976 | 140002 | 14:0 N 0,59 | ECL deviates 0.000 | Reference -0.002
FEL] 697 | G.008 | 0948 | 150008 | 150 | = [ECL deviates 0.001 S
[ 26196 37585 | 0.009 | 0931 | 158360 | Sum In Feature 3 26.87 | ECL deviates -0.004 16:1 wic/16:] wie
[ 26703] 73493 | 0.009| 0928 159990 160 [ 22.82 [ ECL deviates -0.001 Refercnce -0.003
2.7000 | 720 0012 | 160939 - — -
29331 578 0001 0917] 168115 | 17.1 whe .55 | ECL deviates -0.004
19366 2975 | 0.010] 0916 169121 | 170 eycio 2.8 | ECL deviates -0.003
29846 T8S | 0.010] 0913 | 17.0012 [17:0 0.75 | ECL deviates 0.001 Reference -0.004
32195 472 | 0008 | 0506 | 177521 | Sumin Feamre§ 0.45 | ECL deviates -0.004 | 18:2 w6, 9e/T:0 ante
32476 | 15894 0.009 | 0908 | 178418 | SumIn Featrc 8 15,10 | ECL deviates -0.006 18:1 wit
| 33970 586 | 0.010 0.907| 17.9996 180 0.56 | ECL deviates 0.000 Reference -0.007
34dls B2L| 0001 | 184718 ==
35075|  STH| OO0 - | TB6869 e
T 275851 - - — | Summed Feature 3 26,87 | 16:1 wTe/16:1 whe 16:1 whe/16:1 wle
—  m| — — — | Summed Feature § 045 | 180 anic/18:2 w6 9c 18:2 wh, Se/18:0 ante
e 15804 | . =+ | Bummed Feature § 15.10 | 18:1 wTc | 18:1 whe ]
##* No Matches found in RTSBA6
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Sekil 3.3. Cd 11-3susunun FAME analiz sonucu elde edilen GC kromotogram
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3.1.6. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ve Optimizasyonu

PZR optimizasyonunda farkli primer baglanma (annealing) sicakliklar1 ve farkli
MgCl, konsantrasyonlar1 uygulanmistir. Cd 11-3 susunun 16S rRNA bolgeleri
PZR’de c¢ogaltildiktan sonra %]1°lik agaroz jelde yiiriitiilmiistiir. Agaroz jel
elektroforezi analizinde, PZR iirlinlerinin yaklasik 1500 baz ciftine karsilik gelen
bolgede oldugu goriilmektedir. Sekil 3.4’te denenen 54-60°C sicaklik aralifinda en
yogun PCR iirliniiniin 59°C’de elde edildigi goriilmiistiir.

1500 bp =ep

Sekil 3.4. Farkl1 annealing sicakliklarinda (54-60°C) Cd 11-3 susuna ait PZR
tiriinleri; Marker (M)

Optimum annealing sicakligi belirlendikten sonra spesifik olmayan baglanmalarin
giderilmesi icin farkli MgCl, konsantrasyonlar1 (0.5-2.0 mM araliginda) denenmistir.
Cinkii MgCl, miktar1 arttikga PCR {iriin miktar1 azalmaktadir. Sekil 3.5.°te
gorildiigli gibi en 1yi PZR {iriiniiniin, 1.4 mM igeren reaksiyon kosullarinda alindig

gorilmektedir.
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M 2mM L1L5mM l14mM L3mM 12mM 1mM 0.5mM

1500bp wep

Sekil 3.5. Farklt MgCl, konsantrasyonlarinda (0.5-2 mM) Cd 11-3 susuna ait PZR
tiriinleri; Marker (M)

3.1.7. 16S rRNA Sekans Analizi ve Cd 11-3 Susunun Identifikasyonu

16S rRNA sekans analizi sonucunda elde edilen niikleotid dizileri, National Center
of Biotechnology Information’in web sayfasindaki BLAST programi dogrultusunda
yayimlanan sekanslarla kiyaslanmistir. Gen bankasinda yapilan BLAST analizlerinde
Cd 11-3 susunun %96 oraninda Delftia tsuruhatensis T7 (accession number
ABO075017) ile homoloji gosterdigi saptanmistir. Cd direngli bakterinin filogenetik
agaci, 16S rRNA gen sekans dizisi kullanilarak MEGA 5.1 programinda neighbour-
joining metodu ile c¢izilmistir. Sekil 3.6.°da goriildiigii gibi Cd 11-3 susunun

homoloji gosterdigi ilk on bakteri ile soy agaci olusturulmustur.

3.1.7.1. Filogenetik Analiz ile Tiirlerin 16S rRNA Dizilerinin Hizalanmasi
(Alignment)

Calismada, Cd 11-3 susuna ait 16S rRNA (EK-1. Cizelge 1.) bolgesi ile gen
bankasindan alinan 10 bakteriye ait 16S rRNA niikleotit diziler MEGA 5.1
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programinda yer alan Clustal W secenegi kullanilarak hizalama yapilmistir.

Hizalama sonucuna gore filogenetik analizler gerceklestirilmistir.

Cd 11-3 susunun 16S rRNA bolgesi i¢in yapilan hizalama, 1537 karakter matrisi ile
sonuclanmistir. Toplam karakterlerin 231 tanesi korunmus, 1297 tanesi degisken, 92
tanesi filogenetik olarak bilgi verici, 136 tanesininde otomorfik karakter oldugu

gorilmistiir (Cizelge 3.4.).

Cizelge 3.4. Cd 11-3 i¢in gerceklestirilen niikleotit dizi hizalamas1 sonucunda ortaya

cikan karakter tipi ve sayilari

Karakter tipi Karakter tipi sayist/ Karakter tipi sayisi/Toplam
Toplam karakter sayisi karakter sayisi (%)
Degisken karakter sayist 1297/1537 84.38
Korunmus karakter sayis1 231/1537 15.00
Filogenetik agidan bilgi 92/1537 5.98

verici karakter sayisi

Otomorfik karakter sayisi 136/1537 8.84

Filogeniyi olustururken uzaklik matriksi (Distance matrix) metodu kullanilmis ve bu
veriler 1s1¢inda aga¢ olusturulmustur. Bu calismada, 16S rRNA dizi analizi
sonucunda elde edilen baz dizileri MEGA 5.1 bilgisayar programina veri olarak
yiiklenerek Cd 11-3 susuna en yakin homoloji gosteren tiirler arasindaki genetik
varyasyon ve  filogenetik  iligki  belirlenmistir.  Niimerik  analizlerin
gergeklestirilebilmesi i¢in tiirler arasi uzaklik/yakinlik matriksinin hesaplanmasi
gerekmektedir. Bu amagla tiirler aras1 uzaklik matriksi 16S rRNA (Cizelge 3.5.)

bolgelerine gore hesaplanmistir.
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Cizelge 3.5. Cd 11-3 susu i¢in 16S rRNA dizi verileri kullanilarak gerceklestirilen tiirlerin eslestirme degerleri

Tiirler 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
1. Cd11-3 -
2. Delftia tsuruhatensis 0.062 -
3. Delftia acidovorans 0.066 0.005 -
4. Delftia sp. 0.067 0.006 0.001 -
5. Delftia acidovorans 0.073 0.011 0.006 0.007 -
6. Comamonas dontotermitis ~ 0.103 0.041 0.041 0.042 0.044 -
7. Comamonas delicatus 0.111 0.055 0.057 0.056 0.062 0.061
8. Comamonas composti 0.107 0.044 0.045 0.044 0.048 0.042 0.068
9. Giesbergeria kuznetsovii 0.109 0.051 0.051 0.050 0.054 0.059 0.051 0.040 -
10. Giesbergeria anulus 0.109 0.051 0.051 0.050 0.054 0.059 0.051 0.040 0.000 -
11. Acidovorax ebreus 0.106 0.045 0.047 0.046 0.051 0.046 0.053 0.048 0.037 0.037 -
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16S rRNA bolgelerine siralanan dizilerin MEGA 5.1 programinda uzaklik matriksine
dayali olarak neighbour-joining tree olusturulmustur (Sekil 3.6.). Olusturulan soy
agacinin dogrulugunu (agacin giivenilirligi) istatistiksel olarak belirlemek amaciyla
500 tekrarl bootstrap (se¢-bagla) analizi yapilmistir. Soyagacin da birbirlerinden en
fazla uzakta yer alan izolatlar soy agacin da evrimsel olarak birbirlerine en uzak
tiirler olarak belirlenmistir. 16S rRNA i¢in elde edilen dendograma gore Cd 11-3
tamamen ayr1 bir grupta yer alirken, digerlerinin ayr1 bir grup olusturdugu
gorilmektedir. Genetik olarak Cd 11-3 susuna en uzak tiir Comamonas delicatus

(0.111), en yakin tiir ise Delftia tsuruhatensis (0.062) oldugu belirlenmistir.

Gleshergeria anulis LAM T4948 (ABOTI527)
Acidovorax ebrens TPSY (NRO7FI381)
Crrvibacter delicatus 146 (AFO7E756)
[ Comamonas odontaterminis Dant 3-8 (D433 28)
Comamonas composti Y1287 {EFG1 3584}
Delftia acidevorans LAM 12309 {ABO21417)
"y : Delftia acidoverans SPH-1 (NRO74691)
& Delftic sp. Csi-4 (NROT4626)
Delftia tsiruhatensis T7 (ABO75017)
Cd11-3

i} J;::-_: Crieshergeria kummetsovii D-41 2 (A¥780907 )

& |

Ll |

£ L

0o

Sekil 3.6. Cd 11-3 susuna ait neighbour-joining metoduyla olusturulan dendrogram

(0.01; ntikleotidler arasindaki farki gostermektedir.)

3.1.8. Kadmiyum Direncli Delftia tsuruhatensis Susunun Coklu Metal

Direnclilik Profilinin Belirlenmesi

D. tsuruhatensis susunun, bu calisma i¢in secilen diger agir metallere karsi ¢oklu
direng profilleri belirlenmistir. Bu susun Al, Li, Ba, Mn, Pb, Ag, Sn, Ni, Zn ve Sr
agir metallerine karsi ¢oklu direng gosterdikleri Cr, Co, Fe, Cu, Sb ve Hg metallerine

Cizelge 3.6.’da belirtilen konsantrasyonlarda duyarli olduklari1 goriilmektedir.
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Cizelge 3.6. D. tsuruhatensis susunun ¢oklu metal direnclilik profili

AICL; 6H,0 300 R
LiCl 5000 R
BaCl, 2H,0 2700 R
CrN;0, 9H20 1050 S
MnSO, H,0 1000 R
Pb(NO;), 1200 R
Co(NOs) 6H,0 750 S
FeCl; 6H,0 450 S
AgNO; 15 R
CuSO, 5H,0 450 S
SnCl, 2H,0 160 R
NiSO, 7H,0 395 R
ZnS0, TH,0 825 R
Hg(NOs) 2H,0 220 S
St(NOs), 2000 R

(S); duyarli, (R); direngli

3.1.9. Kadmiyum Direngli Delftia tsuruhatensis Susunun Antibiyotik

Direnclilik Profilinin Belirlenmesi

Cizelge 3.7.°de belirtildigi gibi D. tsuruhatensis susunun antibiyotik direng profilleri
ve kullanilan antibiyotiklerin konsantrasyonlari verilmistir. Bu susun B-laktam grubu
antibiyotiklerden ampisilin, oksasilin ve penisiline, aminoglikozidlerden netilmisin
ve tobramisine, kuinolonlardan pefloksasine, makrolidlerden eritromisine, rifamisin
grubundan rifampine, siilfonamid grubundan trimethoprim-siilfametoksazol
antibiyotiklerine kars1 direncli oldugu, sephalosporin, polipeptid, poliketid,
glikopeptid ve amfenikol grubundan olan antibiyotiklere ise duyarli oldugu

belirlenmistir.
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Cizelge 3.7. D. tsuruhatensis susunun antibiyotik direnclilik profili

Antibiyotikler KO?:Z;:;;;?(S)}]OH D(Ct(siulr ;‘ ga:ﬁ';sl;s
B-laktamlar

Ampisilin, AMP 10 R
Amoksisilin-Klavulanik asit, AMC/CA 20/10 S
Imipenem, (IPM) 10 S
Oksasilin, OXA 1 R
Penisilin, PEN 10 R
Tikarsilin, TIC 75 S
Tikarsilin - Klavulanik asit, TIM 75/10 S
Aminoglikozidler

Amikasin, AMK 30 S
Gentamisin, GEN 10 S
Netilmisin, NET 30 R
Tobramisin, TOB 10 R
Kuinolonlar

Siprofloksasin, CIP 5 S
Pefloksasin, PEF 5 R
Sephalosporinler

Aztreonam, ATM 30 S
Sefepim, FEP 5 S
Seftazidim, CAZ 30 S
Sulbaktam /Sefoperazon, CFP 75/30 S
Siilfonamidler

Trimetoprim- Siilfametoksazol, SXT 25 R
Polipeptidler

Basitrasin, BAC 10 S
Poliketidler

Tetrasiklin, TET 30 S
Makrolidler

Eritromisin, ERY 15 R
Rifamisinler

Rifampin, RIF 5 R
Glikopeptidler

Vancomisin, VAN 30 S
Amfenikoller

Kloramfenikol (C) 30 S

(S); duyarli, (R); direncli
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3.1.10. Kadmiyum Direncli Delftia tsuruhatensis Susunun DNA Analizi

D. tsuruhatensis susunun Cd diren¢ genlerinin lokasyonunu belirlemek amaciyla
DNA analizi yapilmistir. Sekil 3.7.de goriildiigii gibi marker olarak kullanilan A.
tumafaciens C58CI1 ile izole edilen plazmitin molekiil agirliklar1 ve lokasyonlar
belirlenmistir. D. tsuruhatensis susunun Cd igermeyen ortamda 23 kb boyutunda
plazmit tasidigr goriiliirken Cd igeren ortamda plazmit varligina rastlanilmamistir. Cd
direngliliginin 23 kb’lik plazmit {izerinde kodlanmadigini dogrulamak i¢in farkl
eliminasyon sicakliklarinda iiretilen susun plazmit izolasyonu yapilmistir. 42°C’de
48 saat inkiibe edildikten sonra susun 23 kb olan plazmitinin elimine oldugu ve Cd
iceren besiyerinde Cd direngliliginin devam ettigi goriilmiistiir. Bu nedenle D.
tsuruhatensis susunun Cd direngliliginin kromozomal DNA ile iligkili oldugu
belirlenmistir. Plazmit eliminasyon ¢alismalar1 sonrasinda D. tsuruhatensis susunun
antibiyotik direnglilik profili tekrar incelenmis ve oksasilin, ampisilin, penisilin ve
rifampin  antibiyotiklerine karsi direncliligini  kaybettigi belirlenmistir. Bu
antibiyotikler i¢in diren¢ genlerinin lokasyonunun elimine olan 23 kb’lik plazmit

tizerinde oldugu belirlenmistir.

11T kb

I3ED —

1 kD

Sekil 3.7. D. tsuruhatensis sugunun plazmit profili
Marker (M); A. tumefaciens C58C1, (1); Cd igermeyen, (2); Cd igeren ortam, (3); plazmit
eliminasyonu, (4); Kromozomal DNA (chr)
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3.1.11. Kadmiyum Direncli Delftia tsuruhatensis Susunun Bakterinin Total ve

Dis Membran Protein Profillerinin Belirlenmesi

D. tsuruhatensis susunun Cd igeren ve icermeyen ortamlarda total ve dis membran
protein profilleri incelenmistir. Molekiiler agirliklart bilinmeyen protein bantlarinin
molekiiler agirliklart her bir jel i¢in ayri ayr1 elde edilen standart egri ile
belirlenmistir. Total protein ekstraksiyonu sonucu Cd iceren ortamda 84, 68, 33, 26,
17 ve 15 kDa boyutlarinda olan bantlarin ekspresyonunda sirasiyla 1.9, 1.32, 1.06,
1.21, 1.24 ve 1.43 kat artis oldugu tespit edilmistir. Dig membran protein
ekstraksiyonu sonucu Cd iceren ortamda 68 ve 18 kDa boyutunda olan bantlarin
ekspresyonunda sirasiyla 1.32 ve 2.2 kat artti1 belirlenmistir (Sekil 3.8.a ve 3.8.b).
Bu sonuglar dogrultusunda D. tsuruhatensis susunun Cd direngliliginde her iki tip

proteinin de etkin rol aldig tespit edilmistir.

M 1 2
170 kDa = ”“‘D"""""'
100 kDa 2 s 84 LDa 100 kDa =3
70kDa =3 SN t'ml:n. \
‘- a
55 kDa
& 53kDa -»>
S5
Fa
—— o e
& 26kDa e
< 17kDa ' & 15kDa
o #= 153 kDa
(a) (b)

Sekil 3.8. D. tsuruhatensis susunun total (a) ve dis membran (b) protein profilleri

Marker (M); Protein Weight Marker Prestained Protein Ladder, (1); Cd icermeyen, (2);

Cd igeren ortam
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3.1.12. Kadmiyum Direncli Delftia tsuruhatensis Susunun Floresan in situ

Hibridizasyon (FISH) ile Mevsimsel Analizi

In situ uygulamada hedef olan Cd direngli D. tsuruhatensis ile hibridizasyonu
gerceklestirmek icin, pozitif kontrol olarak EUB338 (Bact338), EUB338 II (SBACT
P 338), EUB338 III (SBACT V 338) problari, negatif kontrol olarak NONEUB
(NON338) (Non-bact338) ve D. tsuruhatensis icin CteA problar1 FITC ile
isaretlenmis olup optimizasyon calismasi yapilmistir. E. coli DHSa, tim FISH
uygulamalarinda negatif kontrol olarak kullanilmistir. Leica QWin Plus programi
kullanilarak yapilan intensity analizi sonucunda Cizelge 3.8.’de belirtildigi gibi,
pozitif kontrol EUB338, EUB338 II, EUB338 III problari, negatif kontrol probu
NONEUB ile hibridizasyon oranlar1 sirasiyla %89.6+1.23, 9%3.50+0.69 ve
%1.08+0.25 olarak gerceklesmistir (Sekil 3.9.).

Cizelge 3.8. Cd direngli D. tsuruhatensis susunun pozitif ve negatif kontrol problari

ile % hibridizasyon oranlar1

Kontrol Problar: Formar:lid NaClb Hibridizasyon oram
(%) (mM) (%)
Pozitif kontrol (EUB 338, II, III) 30 102 89.6+1.23
Negatif kontrol (NONEUB338) 0 0.9 3.50+0.69
Negatif kontrol (£. coli DH5a) 30 100 1.08+0.25

*hibridizasyon ¢6zeltisinde formamid konsantrasyonu
b yikama ¢o6zeltisinde NaCl konsantrasyonu
(#); standart sapma
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Sekil 3.9. EUB338, EUB338 II, EUB338 III problart pozitif kontrol (a-a),
NONEUB negatif kontrol (b-b;), E. coli DH5a. (c-c;) ile hibridizasyon

Cizelge 3.9. ve Sekil 3.10, 3.11.’de goriildiigii gibi CteA probu i¢in optimum diizey
ve stabilitede hibridizasyonun gerceklesmesi i¢in uygulanan hibridizasyon
sollisyonunda formamid konsantrasyonu %30 olup hibridizasyon orani %88.0+1.58

olarak belirlenmistir.
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Cizelge 3.9. Degisen formamid konsantrasyonlarinda Cd direngli D. tsuruhatensis

susunun % hibridizasyon oranlar1

Formamid konsantrasyonu Hibridizasyon oram
(%) (%)
10 9.04+0.26
15 23.3+0.65
20 44.7+0.69
25 62.1+1.23
30 88.0+1.58
35 71.5+0.33
40 22.6£1.03

(£); standart sapma
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Sekil 3.10. Degisen formamid konsantrasyonlarinda %10 (a-a;), %15 (b-b), %20 (c-

c1), %25 (d-d,) hibridizasyon kosullarinin optimizasyonu
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Sekil 3.11. Degisen formamid konsantrasyonlarinda %30 (e-e;), %35 (f-f}), %40 (g-

1) hibridizasyon kosullarinin optimizasyonu

Cizelge 3.10 ve Sekil 3.12, 3.13 ve 3.14’te gorildiigii gibi gore yikama
soliisyonundaki NaCl konsantrasyonu 100 mM olup hibridizasyon orani %87.6+0.39
olarak belirlenmistir. Belirlenen bu kosullarda su Orneklerinde hibridizasyon
caligmalar1 yapilarak Kizilirmak’tan izole edilen Cd direngli D. tsuruhatensis

susunun mevsimsel populasyon yayilim profili ¢ikarilmistir.
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Cizelge 3.10. Degisen NaCl konsantrasyonlarinda Cd direngli D. tsuruhatensis

susunun % hibridizasyon oranlar1

NaCl konsantrasyonu Hibridizasyon oram
(mM) (%)
95 83.2+1.11
96 85.2+1.85
97 86.3+0.79
98 87.1+£0.41
99 87.4+0.22
100 87.6+0.39
101 86.1+1.02
102 83.6+1.38
103 81.7£1.18
104 80.3+0.53

(%); standart sapma
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Sekil 3.12. Degisen NaCl konsantrasyonlarinda 95 mM (a-a;), 96 mM (b-b;), 97 mM

(c-c1), 98 mM (d-d,) hibridizasyon kosullarinin optimizasyonu
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Sekil 3.13. Degisen NaCl konsantrasyonlarinda 99 mM (e-e;), 100 mM (f-f}), 101
mM (g-g;), 102 mM (h-h,) hibridizasyon kosullarinin optimizasyonu
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Sekil 3.14. Degisen NaCl konsantrasyonlarinda 103 mM (i-i;), 104 mM (j-j1)

hibridizasyon kosullarinin optimizasyonu

3.1.13. Kadmiyum Direncli Delftia tsuruhatensis Susunun Mevsimsel

Populasyon Yayilimi

Sekil 3.15, 3.16 ve 3.17.°de goriildiigii gibi CteA probu i¢in belirlenen optimum
kosullar (%30 formamid ve 100 mM NaCl) 2010 Ocak-2012 Ekim tarihleri arasinda
ticer aylik periyotlarla toplanmis ve fikse edilmis olan su 6rnekleri kullanilarak Cd
direngli D. tsuruhatensis susunun mevsimsel populasyon yayilim profili ¢ikarilmistir.
Sekil 3.19°da verilen grafikte FITC isaretli CteA probu ile hibridize olan D.

tsuruhatensis susunun biyokiitle ylizdeleri (%) belirtilmistir.



Sekil 3.15. Ocak (a-a;), Nisan (b-b;), Temmuz (c-c;), Ekim (d-d;) 2010 dénemi
alinan su Orneklerindeki Cd direngli D. tsuruhatensis susunun

populasyon yayilimlarinin belirlenmesi
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Sekil 3.16. Ocak (a-a;), Nisan (b-b;), Temmuz (c-c;), Ekim (d-d;) 2011 dénemi
alinan su Orneklerindeki Cd direngli D. tsuruhatensis susunun

populasyon yayilimlarinin belirlenmesi



Sekil 3.17. Ocak (a-a;), Nisan (b-b;), Temmuz (c-c;), Ekim (d-d;) 2012 dénemi
alman su Orneklerindeki Cd direngli D. tsuruhatensis susunun

populasyon yayilimlarinin belirlenmesi
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Cd direngli D. tsuruhatensis susunun populasyon yogunlugu (%) DAPI ve CteA
probu ile hibridize olan bu susun FITC gbrintiilerinin piksel alanlar1 (pp®) ve

standart sapma degerleri hesaplanarak belirlenmistir (Sekil 3.18.).
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Sekil 3.18. 2010-2012 yillar1 arasinda alman su Orneklerinde Cd direngli D.
tsuruhatensis susunun populasyon yayilmi (pp?) (hata cubuklari

standart sapmay1 gostermektedir.)

2010 Ekim aymda toplam bakteri populasyonunun en fazla oldugu
(8.64x10°+0.034x10° pp®) belirlenmistir. Ekim ay1 D. tsuruhatensis susunun
populasyon yogunlugunun diger aylara gore en diisik oldugu (0.23x10°+0.03%x10°
pp?) tespit edilmistir. Temmuz ayinda D. tsuruhatensis susunun populasyon

yogunlugunun en fazla oldugu (0.50x10°+0.07x10° pp®) belirlenmistir.

2011 Ocak aymnda toplam bakteri populasyonunun en fazla oldugu
(8.67x10°+£0.02x10° pp?) tespit edilmistir. Nisan ayinda D. tsuruhatensis susunun

100



populasyon yogunlugunun diger aylara gore en diisik oldugu (0.21x10°+0.02x10°
ppz) belirlenmistir. Temmuz ayinda D. tsuruhatensis susunun populasyon

yogunlugunun en fazla oldugu (0.33x10°+0.03x10° pp?) goriilmiistiir.

2012 Temmuz aymda hem toplam bakteri (8.52x10°+0.02x10° ppz) ve D.
tsuruhatensis susunun populasyon yogunlugunda (0.92x10°+0.03x10° pp?) artis
gorlilmiistiir. Ocak ayinda D. tsuruhatensis susunun populasyon yogunlugunun diger

aylara gore diisiik oldugu (0.36x10°+0.05x10° pp?) belirlenmistir.

FITC ile isaretli CteA probuyla hibridize olan D. tsuruhatensis susununun toplam
biyokiitledeki yiizdeleri (%), piksel alan grafigine dayanarak c¢izilen 2010-2012 yil

mevsimsel yayilim grafigi Sekil 3.19.’da verilmistir.
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Sekil 3.19. Cd direngli D. tsuruhatensis susunun 2010-2012 yillarindaki (%)
ortalama mevsimsel yayilimi (hata ¢ubuklar1 standart sapmayi

gostermektedir.)
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2010 yili Ocak ayinda D. tsuruhatensis sugunun ortalama yogunlugu %°6.79+0.14,
Nisan ayinda %6.87+0.52, Temmuz ayinda %6.85+0.98 ve Ekim ayinda %?2.71+0.30
olarak belirlenmistir. Ocak, Nisan ve Temmuz aylarinda populasyon yayilim
oranlarinda ¢ok fazla degisiklik gozlenmezken, populasyon yayiliminda Temmuz
aymda azalma goriilmiistiir. Ocak, Nisan ve Temmuz aylarinda gozlenen ortalama D.
tsuruhatensis yogunluklar1 arasindaki farkliligin istatistiksel olarak anlamli olmadig:
(p>0.05), Temmuz ayidan Ekim ayma gecerken gozlenen azalisin anlamli oldugu

(p<0.05) gozlenmistir.

2011 yili D. tsuruhatensis susunun mevsimsel yayilimina bakildiginda biyokiitledeki
ortalama yogunlugu Ocak aymnda %2.81+0.25, Nisan ayinda %3.91+0.40, Temmuz
ayinda %35.33+0.46 ve Ekim ayinda %3.09+0.36 olarak belirlenmistir. Ocak ayindan,
Nisan ve Temmuz aylarina gecerken gozlenen artisin ve Temmuz ayinda gozlenen
ortalama Cd direngli D. tsuruhatensis yogunlugundaki azalisin istatistiksel olarak

anlamli oldugu (p<0.05) belirlenmistir.

2012 yili biyokiitledeki D. tsuruhatensis susunun ortalama yogunlugu Ocak ayinda
%5.05+£0.52, Nisan ayinda %5.93+0.59, Temmuz ayinda %7.12+0.36 ve Ekim
ayinda %6.52+0.43 olarak belirlenmistir. Ocak, Nisan ve Temmuz aylarinda
gozlenen ortalama Cd direngli D. tsuruhatensis populasyon yogunluklar1 arasindaki
artigin istatistiksel olarak anlamli oldugu (p<0.05), Temmuz ayindan Ekim ayimna

gecerken gozlenen yogunluk azalisinin anlamli olmadigi (p>0.05) belirlenmistir.

Yapilan ANOVA testi neticesinde 2010, 2011 ve 2012 yili igerisinde Ocak, Nisan ve
Temmuz ve Ekim aylarinda gozlenen ortalama Cd direngli D. tsuruhatensis
yogunluklarinin esit olmadigi (p<0.001) ortaya c¢ikmustir. Ayrica bu ili¢ yil igin
uygulanan Shapiro-Wilk istatistiksel analiz testine gore D. tsuruhatensis igin

verilerin normal dagilim (p<0.05) gosterdigi belirlenmistir.
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3.2. Boliim 2

3.2.1. Civa Direncli Bakterilerin izolasyonu ve Maksimum Maksimum Tolere

Edilebilen Civa Konsantrasyon Degerlerinin Belirlenmesi

Hg direngli bakterilerin se¢imi icin belirli konsantrasyonda Hg(NOs), 2H,O (100
mg/L) iceren nutrient agar ortamlar1 hazirlanmis ve alinan su 6rneklerinden belirli
diliisyonlarda ekim yapilmistir. inkiibasyon siiresi sonunda petriler, ortamdaki iireme
¢esidi bakimindan incelenmis ve sadece 2 farkli bolgeden (10 ve 11. bolge) 8 farkh
Hg direngli mikroorganizma izole edilmistir. Cizelge 3.11.’de gosterildigi gibi bu
sekiz izolattan sadece Hg 10-2 ve Hg 11-4 olarak kodlanan izolatlar 220 mg/L
Hg(NOs), konsantrasyonu MTK degeri olarak belirlenmistir. Daha sonraki ¢aligmalar
Hg direnci yliksek olan bu iki izolat kullanilarak gergeklestirilmistir. Bu suslarin stok
kiiltiirleri hazirlanmis ve daha sonraki c¢alismalarda kullanilmak iizere +4°C’de

saklanmustir.

Cizelge 3.11. Hg direngli bakteriler icin belirlenen MTK degerleri

Hg (mg/L)

Bélge-izolat 100 120 140 150 160 170 180 190 200 210 220
10-1 + + + + + + - - - - -
10-2 + + + + + + + + + + +
10-3 + + + + + + + + -

11-1 + + + + + + + -
11-2 + + + + + + + + + -
11-3 + + + + + + - -
11-4 + + + + + + + + + + +
11-5 + + + + + + - -

(+); tireme var, (-); ireme yok

3.2.2. Su orneklerinde ICP-MS ile Civa Analizi

2010-2011 donemlerinde mevsimsel periyotlarla Kirikkale-Kizilirmak’tan alinan su

orneklerinde ICP-MS ile yapilan Hg analiz sonuclar1 Sekil 3.20.’de verilmistir.
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Sadece 4. ve 9. bolgelerde TSE, WHO ve ABD Cevre Koruma Ajanst EPA’nin igme
suyu standartlarinda 6n goriilen civa degerlerinin altinda (<0.005) Ocak ve Nisan

aylarinda sonuglar elde edilmistir.

001 — B o
E 0008 — e —_—
E‘ 0.006 — o S =
g 0004 — —
S 0002 - P
) L
1 7 3
Bilgeler
mOcalk ®mNisan Temmuz ™ Ekim

Sekil 3.20. 2010-2011 dénemi ICP-MS ile yapilan civa analiz sonuglari

3.2.3. Civa Direncli Suslarin Biyokimyasal ve Morfolojik Ozelliklerinin

Belirlenmesi

Cizelge 3.12.°de gosterildigi gibi Hg 10-2 ve Hg 11-4 olarak adlandirilan suslarin
morfolojik ve biyokimyasal 6zellikleri (API 20NE) tespit edilmistir. Suslarin optik
Ozellik bakimindan saydam oldugu ve her iki susun beyaz renkte pigmente sahip
oldugu belirlenmistir. Hg 10-2 ve Hg 11-4’{in morfolojilerini belirlemek i¢in gram
boyama yapilmig gram negatif olduklar1 ve morfolojileri bakiminda da basil
olduklar1 tespit edilmistir. Biyokimyasal testler sonucu her iki susunda arabinoz,
glukonat, mannitol, glukoz, malonat ve arjinin pozitif, laktoz, DP 300, inositol,
adonitol, ksiloz, kazein, indol, nisasta, dekstrin, maltoz, lizin dekarboksilaz, eskulin,
polimiksin B, sorbitol, ONPG, ornitin, nitrat rediiksiyonu, sukroz ve ramnoz ise

negatif olarak tespit edilmistir.
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Cizelge 3.12. Hg direngli bakterilerin biyokimyasal ve morfolojik 6zellikleri

Biyokimyasal ozellikler Hg 10-2 Hg 11-4
susu Susu
Koloni rengi Sar1 Sar1
Gram boyama - -
Hiicre morfolojisi Basil Basil
Katalaz + +
Oksidaz + +
Kazein - -
Jelatin + +
Indol - -
Nisasta - -
Sitrat + +
Ureaz - -
Hemoliz + +
Laktoz - -
D-Glukoz + +
Inositol - -
L-Arabinoz + +
Glukonat + +
D-Mannitol - -
Fruktoz + +
Maltoz - -
Sodyum malonat - -
Glikojen - -
Ksiloz - -
Sukroz - -

L-ramnoz asimilasyonu - -
Lizin dekarboksilaz - -
Laktik asit
Arjinin dihidrolaz
Beta-galaktosidaz - -

Ornithin dekarboksilaz - -
N-asetilglukozamin - -

Tirozin + +

Nitrat rediiksiyonu - -

Eskulin - -
Polimiksin B - -

H,S - -
Tanmlanan tiir Pseudomonas stutzeri Pseudomonas stutzeri

(+); pozitif; (-); negatif
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3.2.4. Civa Direncli Suslarin Ureme Egrilerinin Belirlenmesi

Izole edilen Hg 10-2 ve Hg 11-4 suslarmn {ireme egrileri sirastyla Sekil 3.21 ve
3.22.°de verilmistir. Hg 10-2 ve Hg 11-4’lin benzer iireme profili gosterdikleri
belirlenmistir. Her iki susunda Hg icermeyen kontrol ortaminda {iretildiklerinde lag
fazindan erken ¢iktiklar1 ve ilk saatlerde log fazina gectikleri goriilmektedir. Hg
iceren ortamda iiretilen bu suglarin ise lag fazindaki hazirlik evresinin uzun siirdiigi
ve log fazina gecislerinin 12. saatten sonra oldugu tespit edilmistir. Hg 10-2 i¢in Hg
icermeyen ortamda 19.1 dakikada bir boliinme gosterdigi, Hg iceren ortamda ise 16.1
dakikada bir boliindiigi belirlenmistir. Hg 11-4 metal icermeyen ortamda 16.8
dakikada bir boliintirken, Hg iceren ortamda ise 14.4 dakikada bir iiredigi

gozlemlenmistir. Hg 11-4 susunun daha hizli iiredigi belirlenmistir.

12 s B or1trol

14 -

e

0.8 -

0D (600 nm)

0.6 -

0.4 4

0 6 12 18 24 30 36 42 48 354 60 66 72

zaman (saat)

Sekil 3.21. Hg 10-2 {ireme egrisi; === Hg icermeyen , Hg iceren ortam
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Sekil 3.22. Hg 11-4 iireme egrisi; =-#= Hg icermeyen, = Hg iceren ortam

3.2.5. Civa Direncli Suslarin Yag Asitleri Metil Esterler Analizi (FAME) ile
Identifikasyonu

Hg 10-2 susunda FAME gruplarinin ihtiva ettikleri yag asitleri ylizde oranlari
Cizelge 3.13. ve GC kromotogrami Sekil 3.23.’te verilmistir. Hg 10-2 susunda
%23.13 oraninda 16:0 yag asidi belirlenmistir. Yag asidi profili temel alinarak
yapilan veri tabani analizinde Hg 10-2 susunun Pseudomonas syringae (0.129) ile
eslestigi tespit edilmistir. Hg 11-4 susunda ise FAME gruplarinin ihtiva ettikleri yag
asitleri yilizde oranlar1 Cizelge 3.14 ve GC kromotogrami Sekil 3.24.’te verilmistir.
Hg 11-4 susunda %?23.82 oraninda 16:0 yag asidi belirlenmistir. Yag asidi profili
temel alinarak yapilan veri tabani analizinde Hg 11-4 susunun Pseudomonas putida

(0.320) ile eslestigi tespit edilmistir.
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Cizelge 3.13.

Hg 10-2 susunun FAME analizi sonucu elde edilen yag asitleri %

oranlari
RT | Resp Arft| RFact| ECL | Peak Name Percent | Comment] Ci 2 |
06025 370781 0004 | -—| Ba792 [ <mintt |
7008 | OATTEFR | 0016 ——| 67408 | SULVENT PEAK ~—|<mmnn_ =
11636 | 777 | 0010 — | 16.1514 -
1.4052 4720 | 0009 | 1098 | 114505 10:0 300 5.90 | ECL deviates 0.003 =
15273 4620 | 0,009 ] 1064 | 120005 | 12:0 5.60 | ECL deviaies 0,000 Reference -0.004
1361 7940 | 0008 1006 | 133041 | 12:0 30H 5.10 | ECL deviates 0.000 i
eI G060 | 0.008| 0.994 | 13.4827 | 12.0 30H 7.88 | ECL deviates 0,000
2.0594 504 | 0008 | 0.976 | 13.9992 | 14:0 1,56 | ECL deviates -0.001 Reference -0.004 5
73593 660 | D008 | 0,948 | 149992 150 < | ECL deviates -0.001
T619%| 25511 0008 | 0931 | 158371 | Sum In Feature 3 27.03 | ECL deviates -0.003 161 wie/lf: | whc
26702 21890 0.009| 0.928 | 15,5990 [ 160 23.13 | ECL deviates -0.001 Reference -0.006
[ 3.7008 B4 | 0011 ez | 16,0968 - i
19257 B47] 0013 | 0007 168143 | 17:1 wle 0,68 | ECL deviates -0.001
19566 2378 0010 0916 169131 | 17:0 cyelo 248 | ECL devintes -0.002
1.0841 763 | 0.009 | 0515 17.0011 | 170 0.79 | ECL deviaies 0001 Reference 40.003
32199 631] 0011 0,900 | 17.7555 | Sum In Feature 5 0,65 | ECL deviates 0.000 182 wh 9e/18:0 ante
| 33475 14638 | 0.009 | 0.908 | 17.8441 | Sum In Feature § 1513 | ECL devintes -0.003 BT wic
[ 33567 652 | 0011 | 0.007] 180013 | 18:0 0.67 | ECL devintes 0.001 Reference -0.007
| 34407 830 | 0012 —- | 184727 - -
35078 627 | 0.00% — | 186921 =
36015 403 | 0010|0902 | 189988 | 19:0 0.41 | ECL deviates -0.00 | Reference 0013
v 25511 ] = - —- | Summed Feature 3 27.03 | 161 wie/16:1 woe 16:1 whe/l6:1 wTle
——n 631 - —eem === | Summed Feature 5 0.65 | 18:0 ante'18:2 w9 18:2 wo,Se/18:10 ante
—| 43| — — —- | Summed Feature § 15.13 ] 18:1 wie 18:1 whc
Matches:
Library Sim Index Entry Name
RTSBAG 6,00 0.129 Psendomonas-syringae-syringae
0,118 Psendomonas-putida-biotype B/vancouverensis
L —
| ™ E
| ] 3 3
-
@
= 3
28 ] .
-
» =
wE +
%
i
23 s = ‘
o k g ‘ J BE 3% 3
o ; f ] nlle -
1 1 i T T 1

bt
-
hr
|

Sekil 3.23. Hg 10-2 susunun FAME analiz sonucu elde edilen GC kromotogrami
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Cizelge 3.14. Hg 11-4 susunun FAME analizi sonucu elde edilen yag asitleri %

oranlar1
[__RT] Resp Ar/Ht | RFact| ECL | Peak Nume Percent | Comment] C 2
06520 | 796252 | 0.004 e | 66767 —<minmt
0.7000 | G.5T5E+4 | 0.016 -— | 6.7358 | SOLVENT FEAK ~ | <minn B
14093 9082 | 0.009 | T0GF | 114491 [ 10:0 300 5.80 [ ECL deviates 0.001 -
15277 6913 | G.009 | 1064 | 120000 | 120 ; (428 | ECL deviates 0.000 Reference 0.003
[ TB360] 15432 0.008| 1006 132037 12:020H 9.03 | ECL deviates 0.000 1
[ 15147] 13603 | 0.00F | 0954 | 134842 [ 12:0 30H 7.87 | ECL devantes 0.001 i
[_2.0895 936 [ 0.009 | 0076 | 140000 | 14:0 053 | ECL devintes 0.000 Reference -0.004
[ 3384 1317 0009 | 0648 | 150008 | 150 —— | ECL deviates 0.000
| (26192] 48350 | 0.009 | 0.931] 158362 | Sum In Feature 3 26.18 | ECL deviates -0.004 16:1 we/16:1 wée
26700| 44108 | 0.009 | 0.528 | 155996 | 160 7381 | ECL devintes 0000 | Reference 0,006
27004 ] 592 | 0012] | 16,0963 -
29253 | 909 [ 0.010| 0017 16.8138 | 17:1 we 0.49 | ECL deviates -0.001
T9563] 7791 0.009 | 0916 | 169124 [ 170 cyelo 4.15 | ECL deviates -0.003
29838 1536 0009 ] 0815 | 170007 1790 = 0.82 | ECL deviates 0.001 Reference -0.007
3.1556 346 [ 0009|0810 | 17.5501 | 160 30H | DIB[ECLdeviawes 0002 |
32197 460 [ 0.009 | 0900 | 17.7552 | Sum In Featurc 5 _0.24 | ECL deviates -0.001 18:2 w6 9e/18:0 ante
32474] 30459 | 0.009| 0908 | 17.8437 | Sumin Feature § 16.00 | ECL deviates -0.004 | 18:0 wie
32967 1007 | 0010 0907 179997 180 0.33 | ECL deviates 0.000 Reference -4.009
34400 697 [ 011 — [ 184731 i —— |
3.3087 4T4] 0.009| - | 186944 - =) = : '
— 48350 — — —- | Summed Feature 3 2618 | 16:1 wie/16:1 whe 16:0 whc/16:1 wTlc
] 460 — - - | Summed Featurs 3 0.24 | 18:0 ante/18:2 w6 9c TH:3 wé Je/18:0 ante
el A4EI] - e —- | Summed Feature § 16.09 | 18:1 wie 18:1 whe
Matches:
Library Sim Index Entry Name
RTSBAG 6.00 0.320 Pseudomonas-putida-biotype A
TR &F [¥] T - 1
L ! E |
. 1 |
A |
|
i |
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Sekil 3.24. Hg 11-4 susunun FAME analiz sonucu elde edilen GC kromotogrami

3.2.6. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ve Optimizasyonu

PZR optimizasyonunda farkli primer baglanma sicakliklar1 ve farkli MgCl,
konsantrasyonlari uygulanmistir. Hg 10-2 ve Hg 11-4 suslarinin 16S rRNA bolgeleri
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PCR’da c¢ogatildiktan sonra %]1°lik agaroz jelde yiiriitilmiistiir. Agaroz jel
elektroforezinde, PZR iirlinlerinin yaklagik 1500 baz ¢iftine karsilik gelen bolgede
oldugu goriilmektedir. Sekil 3.25 ve 3.26.’da Hg 10-2 ve Hg 11-4 suslarina ait en
yogun PZR {iriinlerinin 55°C’de elde edildigi gosterilmektedir.

M 34°C 55°C S56°C 37°C 58°%C 59°C 60°C

1500 bp wep

Sekil 3.25. Farkli annealing sicakliklarinda (54-60°C) Hg 10-2 susuna ait PZR
tiriinleri; Marker (M)

> S79C S8°C 50°C 60°C

1500 bp ==

Sekil 3.26. Farkli annealing sicakliklarinda (54-60°C) Hg 11-4 suslarina ait PZR
irtinleri, Marker (M)
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Optimum annealing sicakligi belirlendikten sonra spesifik olmayan baglanmalarin
giderilmesi icin farkli MgCl, konsantrasyonlari (0.5-2 mM araliginda) denenmistir.
Ciinkii MgCl, miktar1 arttikga {iriin miktar1 azalmaktadir. Sekil 3.27 ve 3.28’de
gortldiigli gibi Hg 10-2 susu i¢in en iyi PZR {iriiniiniin, 1.4 mM igeren reaksiyon
kosullarinda alindig1 goriiliirken Hg 11-4 susu i¢in optimum MgCl, konsantrasyonu

1.3 mM olarak belirlenmistir.

M 2pM 15mM 14mM 13mM 12mM 1mM 05mM

1500Bp mep

Sekil 3.27. Farkli MgCl, konsantrasyonlarinda (0.5-2 mM) Hg 10-2 susuna ait PZR
tiriinleri; Marker (M)

M 2mM 15w@M 14mM 13mM 12mM 1mM 0.5mM

1500 bp m—

Sekil 3.28. Farkli MgCl, konsantrasyonlarinda (0.5-2 mM) Hg 11-4 susuna ait PZR

iriinleri; Marker (M)
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3.2.7. 16S rRNA Sekans Analizi ve Hg 10-2 ve Hg 11-4 Suslarinin
Identifikasyonu

16S rRNA sekans analizi sonucunda elde edilen niikleotid dizileri, National Center
of Biotechnology Information’in web sayfasindaki BLAST programi dogrultusunda
yayimlanan sekanslarla kiyaslanmistir. Gen bankasinda yapilan BLAST analizlerinde
Hg 10-2’nin %96 oraninda, Hg-11-4’lin ise %98 oraninda Pseudomonas koreensis
(accession number AF468452) ile homoloji gosterdigi saptanmistir. Hg 10-2 ve Hg
11-4 suslarinin filogenetik agaglari, 16S rRNA sekans dizileri kullanilarak Mega 5.1
programinda neighbour-joining metodu ile ¢izilmistir. Sekil 3.29.-3.30.’da gorildigii

gibi bu suslarin homoloji gosterdigi ilk on bakteri ile soy agaclar1 olusturulmustur.

3.2.7.1. Filogenetik Analize Dahil Edilen Tiirlerin 16S rRNA Dizilerinin

Hizalanmasi (Alignment)

Calismada, Hg 10-2 ve Hg 11-4 suslarinin 16S rRNA (EK-1. Cizelge 2 ve Cizelge
3.) bolgeleri ile gen bankasindan alinan 10 bakteriye ait 16S rRNA niikleotit dizileri
MEGA 5.1 programinda yer alan Clustal W secenegi kullanilarak hizalama
yapilmistir. Hizalama sonucuna gore de filogenetik analizler gerceklestirilmistir. Hg
10-2’nin  16S rRNA bolgesi i¢in yapilan hizalama 1531 karakter matrisi ile
sonuglanmistir. Toplam karakterlerin 1419 tanesi korunmus, 98 tanesi degisken, 92
tanesi filogenetik olarak bilgi verici, 64 tanesinde otomorfik karakter oldugu
goriilmistiir (Cizelge 3.15.). Hg 11-4’in 16S rRNA bolgesi icin yapilan hizalama,
1547 karakter matrisi ile sonuglanmistir. Toplam karakterlerin 730 tanesi korunmus,
788 tanesi degisken, 45 tanesi filogenetik olarak bilgi verici, 742 tanesininde

otomorfik karakter oldugu belirlenmistir (Cizelge 3.16.).
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Cizelge 3.15. Hg 10-2 i¢in gerceklestirilen niikleotit dizi hizalamasi sonucunda

ortaya cikan karakter tipi ve sayilari

Karakter tipi Karakter tipi sayisy/ Karakter tipi sayisi/Toplam
Toplam karakter sayisi karakter sayisi (%)
Degisken karakter sayisi 98/1531 6.4
Korunmus karakter sayisi 1419/1531 97.3
Filogenetik agidan bilgi 92/1537 2.2

verici karakter sayisi

Otomorfik karakter sayisi 64/1531 4.1

Cizelge 3.16. Hg 11-4 icin gerceklestirilen niikleotit dizi hizalamasi sonucunda

ortaya ¢ikan karakter tipi ve sayilari

Karakter tipi Karakter tipi sayis/ Karakter tipi sayisi/Toplam
Toplam karakter sayisi karakter sayisi (%)
Degisken karakter sayist 788/1547 50.934
Korunmus karakter sayisi 730/1547 47.19
Filogenetik agidan bilgi 45/1547 291

verici karakter sayisi

Otomorfik karakter sayisi 742/1547 47.96

Bu calismada, 16S rRNA baz dizileri MEGA 5.1 bilgisayar programina veri olarak
yiiklenerek Hg 10-2 ve Hg 11-4 suslarima en yakin homoloji gdsteren tiirler
arasindaki genetik varyasyon ve filogenetik iliski belirlenmistir. Niimerik analizlerin
gerceklestirilebilmesi i¢in tiirler arast uzaklik/yakinlik matriksinin hesaplanmasi
gerekmektedir. Bu amagla tiirler aras1 uzaklik matriksi 16S rRNA (Cizelge 3.17 ve

3.18.) bolgelerine gore hesaplanmistir.
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Cizelge 3.17. Hg 10-2 susu icin 16S rRNA dizi verileri ile gergeklestirilen tiirlerin eslestirme degerleri

Tiirler 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
1. Hg10-2 -
2. Pseudomonas koreensis 0.042 -
3. Pseudomonas moraviensis 0.044 0.004 -
4. Pseudomonas reinekei 0.045 0.004 0.006 -
5. Pseudomonas vancouverensis 0.049 0.007 0.009 0.006 -
6. Pseudomonas cedrina subsp. 0.056 0.019 0.023 0.018 0.022 -
7. Pseudomonas cedrina 0.057 0.018 0.022 0.018 0.021 0.001 -
8. Pseudomonas jessenii 0.046 0.004 0.008 0.002 0.007 0.019 0.018 -
9. Pseudomonas libanensis 0.059 0.018 0.021 0.017 0.021 0.007 0.006 0.018 -
10. Pseudomonas gessardii 0.060 0.019 0.021 0.017 0.021 0.007 0.007 0.019 0.001 -
11. Pseudomonas migulae 0.057 0.016 0.018 0.014 0.018 0.009 0.008 0.015 0.007 0.007 -
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Cizelge 3.18. Hg 11-4 susu icin 16S rRNA dizi verileri ile gergeklestirilen tiirlerin eslestirme degerleri

Tiirler 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
1. Hg11-4 -
2. Pseudomonas koreensis 1.074 -
3. Pseudomonas moraviensis 1.081 0.011 -
4. Pseudomonas reinekei 1.073 0.010 0.009 -
5. Pseudomonas vancouverensis 1.084 0.011 0.016 0.012 -
6. Pseudomonas jessenii 1.075 0.022 0.025 0.019 0.026 -
7. Pseudomonas umsongensis 1.087 0.022 0.019 0.027 0.025 0.038 -
8. Pseudomonas mohnii 1.089 0.020 0.022 0.020 0.024 0.030 0.034 -
9. Pseudomonas fulva 1.088 0.023 0.030 0.026 0.022 0.034 0.036 0.018 -
10. Pseudomonas chlororaphis 1.075 0.025 0.016 0.025 0.021 0.025 0.027 0.032 0.034 -
11. Pseudomonas mandelii 1.084 0.015 0.022 0.019 0.021 0.030 0.031 0.031 0.030 0.036 -

115



16S rRNA bolgelerine siralanan dizilerin MEGA 5.1 programinda uzaklik matriksine
dayali olarak neighbour-joining agact 500 tekrarli bootstrap (sec¢-bagla) analizi
olusturulmustur (Sekil 3.2.10. ve 3.2.11.) Hg 10-2 ve 11-4 tamamen ayr1 bir grupta
yer alirken, digerlerinin ayr1 bir grup olusturdugu goézlenmistir. Bu sonuca gore
genetik olarak Hg 10-2’ye en en uzak tiir Pseudomonas gessardii (0.060), yakin tiir
ise Pseudomonas koreensis’tir (0.042). Hg 11-4 susuna en uzak tiir Pseudomonas

mohnii (1.089), en yakin tiir ise Pseudomonas koreensis (1.073) olarak belirlenmistir.

% Pseudomonas cedring subsp. fulgida (47492830)
{ Pseudomonas cedring CFML 96-198 {(AF064461)
o _: Pseudomonas libanensis CIP ml_i-fa'ﬂ..rﬁ}—“ﬂ_i 7643)

5% Psendomonas gessardil CIP [05469 (AFO74384)
3 Pseudomonas migulae CIP 105470 (AF074383)
& —— Pseudomonas reinekel MT1 (AM2933363)
33— Pseudomonas jessenii CIP 105274 {(AF068259)
Pseudomonas vancouverensis Dhd-31 (4701 157)
Pieudomonas koveensis Py 9-14 (AF468452
Pseudomonas moraviensis COM 7280 (AY970932)

Hg 10-2

0.00%5

Sekil 3.29. Hg 10-2 susuna ait neighbour-joining metoduyla olusturulan dendrogram
(0.005; niikleotidler arasindaki farki ifade etmektedir.)

_:¢-|-: Pseudomonas umsongensis Ps 3-10 (AF468450)
Pseudomonas mohmii Ipd-2 (AM293567)

Prseudomanas vanceuverensis Did-31 (47011507)
% Pseudomonas fulva AT 2129 {AB046996)

— Pseudomonas koveensis Ps 9-14 (AF468432)

5 ——— Pseudomonas moraviensis CCM 7280 (4¥Y970952)
52 — Pseudomonas reinekei MT1 (AF064461)
8 —— Pseudomenas jessenii CIP 105274 (AF068259)
Preudomonas mandelii CIP 105273 (AF038286)
Preudomonas chlororaphis subsp. (Z76673)
Hg 11-4

3E

o

Sekil 3.30. Hg 11-4 susuna ait neighbour-joining metoduyla olusturulan dendrogram

(0.1; niikleotidler arasindaki farki ifade etmektedir.)
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3.2.8. Civa Direngli Pseudomonas koreensis Suslariin Coklu Metal Direnglilik

Profillerinin Belirlenmesi

P. koreensis suglariin Cizelge 3.19.’da belirtilen konsantrasyonlarda Al, Li, Ba, Pb,
Ag, Ni, Sr agir metallerine kars1 ¢coklu direng gosterdikleri, buna ek olarak Hg 11-4
susunun Ba metaline kars1 direng gosterdigi tespit edilmistir. Diger taraftan her iki
susun da Cr, Mn, Co, Fe, Cu, Sn, Zn, Sb ve Cd metallerine kars: kullanilan

konsantrasyonlarda duyarli olduklar belirlenmistir.

Cizelge 3.19. P. koreensis suslariin ¢oklu metal direng profilleri

A@ir Metal Konsantrasyon P. koreensis P. koreensis
(mg/L) (Hg 10-2 susu) (Hg 11-4 susu)
AlCl; 6H,0 300 R R
LiCl 5000 R R
BaCl, 2H,0 2700 R S
CrN;0,9H20 1050 S S
MnSO, H,0O 1000 S S
Pb(NOs), 1200 R R
Co(NOs) 6H,0 750 S S
FeCl; 6H,0 450 S S
AgNO; 15 R R
CuSO45H,0 450 S S
K(SbO)C4H,O¢ 0.5H,0 1400 S S
SnCl, 2H,0 160 S S
NiSO, 7H,0 395 R R
ZnS0, 7H,0 825 S S
Cd(NOs) 4H,0 900 S S
Sr(NOs), 2000 R S

(S); duyarli, (R); direngli
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3.2.9. Civa Direncli Pseudomonas koreensis Suslarinin Antibiyotik Direnclilik

Profillerinin Belirlenmesi

Cizelge 3.20.’de belirtildigi gibi P. koreensis suslarinin antibiyotik direng profilleri
ve kullanilan antibiyotiklerin konsantrasyonlar1 verilmistir. P. koreensis suslarinin,
B-laktam grubu antibiyotiklerden ampisilin, amoksisilin-klavulanik asit, oksasilin ve
penisiline, aminoglikozidlerden netilmisin ve tobramisine, siilfonamid grubundan
trimethoprim  siilfametoksazol, polipeptidlerden  basitrasine, makrolidlerden
eritromisine ve glikopeptid grubundan vankomisin antibiyotiklerine karsi direngli
olduklari, kuinolonlar, sephalosporin, poliketid ve amfenikol grubundan olan
antibiyotiklere ise duyarli olduklar1 belirlenmistir. Diger taraftan f-laktam grubundan
tikarsilin/klavulanik asit ve rifamisin grubundan rifampin antibiyotigine karsi

direngliliginin sadece P. koreensis Hg 10-2 susunda oldugu bulunmustur.
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Cizelge 3.20. P. koreensis suslarinin antibiyotik direnglilik profilleri

Antibiyotikler Konsan.trasyon P. koreensis P. koreensis
(ng/disk) (Hg 10-2 susu)  (Hg 11-4 susu)

B-laktamlar

Ampisilin, AMP 10 R R

Amoksisilin-Klavulanik asit, AMC/CA 20/10 R R

Oksasilin, OXA 1 R R

Penisilin, PEN 10 R R

Tikarsilin, TIC 75 S S

Tikarsilin - Klavulanik asit, TIM 75/10 R S

Aminoglikozidler

Amikasin, AMK 30 S S

Gentamisin, GEN 10 S S

Netilmisin, NET 30 R R

Tobramisin, TOB 10 R R

Kuinolonlar

Siprofloksasin, CIP 5 S S

Pefloksasin, PEF 5 S S

Sephalosporinler

Aztreonam, ATM 30 S S

Sefepim, FEP 5 S S

Seftazidim, CAZ 30 S S

Sulbaktam /Sefoperazon, CFP 75/30 S S

Siilfonamidler

Trimetoprim-Siilfametoksazol, SXT 25 R R

Polipeptidler

Basitrasin, BAC 10 R R

Poliketidler

Tetrasiklin, TET 30 S S

Makrolidler

Eritromisin, ERY 15 R R

Rifamisinler

Rifampin, RIF 5 R S

Glikopeptidler

Vankomisin, VAN 30 R R

Amfenikoller

Kloramfenikol (C) 30 S S

(S); duyarli, (R); direngli
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3.2.10. Civa Direngli Pseudomonas koreensis Suslarinin DNA Analizi

Izole edilen P. koreensis suslarmin Hg’ye kars1 direnglilik genlerinin lokasyonunu
belirlemek amaciyla DNA analizi yapilmistir. Marker olarak kullanilan A.
tumafaciens C58C1 ile Hg direngli suslardan izole edilen plazmitlerin molekiil
agirliklar1 ve lokasyonlari, Sekil 3.31 ve 3.32.’de goriildiigii gibi belirlenmistir. Hg
igeren ortamda iiretilen her iki P. koreensis susundan 215 kb boyutunda plazmit izole
edilmistir. Plazmit profilleri belirlenen farkli bolgelerden izole edilen Hg direngli
suslarin Hg direncliliginin plazmit ile iliskisini belirlemek i¢in farkli eliminasyon
sicakliklarinda tiretilip plazmit izolasyonlar1 yapilmistir. Eliminasyon sicakliklar1 Hg
10-2 i¢in 38°C ve Hg 11-4 i¢in 40°C olarak belirlenmistir. P. koreensis suslar1 48 saat
inkiibe edildikten sonra plazmit izolasyonlar1 yapilmistir. Hg iceren besiyerinde
tiremedikleri test edilen bu suslarin antibiyotik diren¢ profillerindeki degisiklik

kontrol edilmistir.

P. koreensis Hg 10-2 susunun eliminasyon analizi sonucunda, Hg igeren besiyerinde
tireyemedigi ve Hg diren¢ genlerinin 215 kb boyutundaki plazmit ile baglantil
oldugu belirlenmistir. Ayrica Hg 10-2 susunun amoksisilin, ampisilin, basitrasin,
oksasilin, rifampin, penisilin, vankomisine ve eritromisin antibiyotiklerine karsi
direngliligini kaybettigi tespit edilmistir. P. koreensis Hg 11-4 susunun eliminasyon
analizi sonucunda Hg 10-2 gibi Hg iceren besiyerinde iireyemedigi, amoksisilin,
ampisilin ve eritromisin antibiyotiklerine kars1 direncliligini kaybettigi belirlenmistir.
Her iki P. koreensis susu i¢cin Hg ve bu antibiyotiklere karsi direng genlerinin,

elimine olan 215 kb’lik plazmitler iizerinde kodlandig1 belirlenmistir.
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215 kb o—

140 kb b

60 kb m—)

S kb —
13 kb w—

Sekil 3.31. P. korensis Hg 10-2 susunun plazmit profili

Marker (M); A. tumafaciens, (1); Hg igermeyen, (2); Hg iceren ortam, (3); plazmit

eliminasyonu, (4); Kromozomal DNA (chr)

140 kb ==

4 chr

Sekil 3.32. P. koreensis Hg 11-4 susinun plazmit profili

Marker (M); A. tumafaciens, (1); Hg igermeyen, (2); Hg iceren ortam, (3); plazmit
eliminasyonu, (4); Kromozomal DNA (chr)
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3.2.11. Civa Direngli Pseudomonas koreensis Suslariin Total ve Diy Membran

Protein Profillerinin Belirlenmesi

P. koreensis Hg 10-2 ve Hg 11-4 suslarinin Hg igeren ve icermeyen ortamlarda total
ve dis membran protein profilleri incelenmistir. Sekil 3.33.a.’da goriildiigi gibi Hg
10-2 igin total protein ekspresyonu sonucunda Hg iceren ortamda 97.7, 63.5 ve 53.4
kDa boyutlarinda olan bantlarin ekspresyonunda sirasiyla 1.71, 1.72, 2.07 kat artis
oldugu tespit edilmistir. 39.6, 37.1 ve 27.8 kDa boyutlarindaki bantlarin
ekspresyonunda ise sirasiyla 1.4, 1.3 ve 1.5 kat azalma oldugu belirlenmistir. Sekil
3.33.b.’de dis membran protein ekspresyonu sonucunda Hg iceren ortamda 56.9,
45.8, 43.2, 39.6 35.3 ve 27.3 kDa boyutlarindaki bantlarin ekspresyonunda sirasiyla
1.34,1.08, 1.01, 1.5, 1.1 ve 2.47 kat artis oldugu tespit edilmistir.

M 12 M E .1
| o
LA - 280 kD - ——
170 kDs =
130 kDa -
130 kDa mp e | . -
1R o s | 100 KDa oy
= 977 kDa
70 kDa -
- 635102 -
- A— £6.9 kDa
m 534 KD - 52 KDs
- - 432 LDy
= 396 kDa = 356 kDa
- T1kDa - #= 353 kDs
#= 275 kDa .
. = 374 kDa
—
(a) (b)

Sekil 3.33. P. koreensis Hg 10-2 susunun total (a) ve dis membran (b) protein

profilleri
Marker (M); Protein Weight Marker Prestained Protein Ladder, (1); Hg icermeyen, (2);

Hg igeren ortam
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Sekil 3.34.a.’da Hg 11-4 i¢in total protein ekspresyonu sonrasinda Hg iceren ortamda
70.6, 40.2, 28.2,15.7 ve 14.2 kDa boyutlarindaki bantlarin ekspresyonunda da
sirastyla 1.71, 1.46, 1.22 ve 1.07 kat artis oldugu goriilmiistiir. Sekil 3.34.b.’de Hg
11-4 susunun dis membran protein ekspresyonu sonrasinda Hg igeren ortamda 25.8
ve 19.5 kDa boyutlarindaki bantlarin ekspresyonunda sirasiyla 2.38 ve 1.11 kat artis
oldugu belirlenmistir. Bu sonuglar dogrultusunda P. koreensis suslarinin Hg

direngliliginde her iki tip proteinin de etkin rol aldig1 goriilmiistiir.

250 kD2 wp 170 kD2 wp
130kDa wp Wik DAk
100 kD3 ws = 8EDL g kDs we
70 kDa - 4= 70.6 kDa 70kDa = = 70 kDa

4= (34 kDa
= 6.6 kDa

= 40.2 kDa
= 135kDa
=282 kDa
= 12 TkDa

19.5 kDa
= 112kDa -

= |7.7kDa

(a) (b)

Sekil 3.34. P. koreensis Hg 11-4 susunun total (a) ve dis membran (b) protein

profilleri
Marker (M); Protein Weight Marker Prestained Protein Ladder, (1); Hg igermeyen, (2);

Hg igeren ortam

3.2.12. Civa Direncli Pseudomonas koreensis Susunun Floresan in situ

Hibridizasyon (FISH) ile Mevsimsel Analizi

In situ uygulamada hedef olan hiicreler ile hibridizasyonu gerceklestirmek igin,
pozitif kontrol olarak EUB338 (Bact338), EUB338 II (SBACT P 338), EUB338 III
(SBACT V 338) problari, negatif kontrol olarak NONEUB (NON338-Non-bact338)
ve P. koreensis i¢in de Pchl454 FITC isaretli problar ile kullanilarak optimizasyon
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calismalar1 yapilmistir. Optimum hibridizasyon kosullarini bulmak i¢in referans sus
kullanilarak degisik formamid/NaCl konsantrasyonlarinda hibridizasyon ¢aligmalari
yapilmistir. E. coli DHS5a, tim FISH uygulamalarinda negatif kontrol olarak
kullanilmistir. Yapilan analizler sonucunda Cizelge 3.21.’de belirtildigi gibi, pozitif
kontrol EUB338, EUB338 II, EUB338 III problari, negatif kontrol probu NONEUB
ile hibridizasyon oranlar1 sirasiyla %93.9+0.97, %2.224+0.37 ve %1.42+0.26 olarak
gergeklesmistir (Sekil 3.35.).

Cizelge 3.21. Hg direncli P. koreensis susunun pozitif ve negatif kontrol problari ile

% hibridizasyon oranlari

Kontrol Problar: Formamid NaCl Hibridizasyon oram
(%)" (mM)” (%)
Pozitif kontrol (EUB 338, II, III) 30 102 93.9+0.97
Negatif kontrol (NONEUB338) 0 0.9 2.2240.37
Negatif kontrol (£. coli DH5a) 30 100 1.424+0.26

? hibridizasyon ¢dzeltisinde formamid konsantrasyonu.
®yikama ¢bzeltisinde NaCl konsantrasyonu
(£); standart sapma
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Sekil 3.35. EUB338, EUB338 II, EUB338 III problar1 pozitif kontrol (a-a;),
NONEUB negatif kontrol (b-b,), E. coli DH5a (c-c,) ile hibridizasyon
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Cizelge 3.22.’de ve Sekil 3.36 ve 3.37.’de goriildiigi gibi Pchl454 probu icin
optimum diizey ve stabilitede hibridizasyonun gergeklesmesi icin uygulanan
hibridizasyon soliisyonunda formamid konsantrasyonu %35 olup hibridizasyon oran

%85.54+0.47 olarak belirlenmistir.

Cizelge 3.22. Degisen formamid konsantrasyonlarinda Hg direngli P. koreensis

susunun % hibridizasyon oranlar1

Formamid konsantrasyonu Hibridizasyon oram

(%) (%)

10 195038
15 24.4+0.62
20 46.4+0.62
25 50.1+0.61
30 72.1+0.36
35 85.5+0.47
40 62.5+0.75

(#); standart sapma
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Sekil 3.36. Degisen formamid konsantrasyonlarinda %10 (a-a;), %15 (b-b;), %20

(c-c1), %25 (d-d,) hibridizasyon kosullarinin optimizasyonu
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Sekil 3.37. Degisen formamid konsantrasyonlarinda %30 (e-e;), %35 (f-f;), %40 (g-

1) hibridizasyon kosullarinin optimizasyonu
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Formamid konsantrasyonu belirlendikten Cizelge 3.22.°de belirtildigi gibi yikama
soliisyonundaki NaCl konsantrasyonu 97 mM olup olarak belirlenmistir (Sekil 3.38,
3.39 ve 3.40.). Belirlenen bu kosullarda su 6rneklerinde hibridizasyon g¢alismalari
yapilarak Kizilirmak’tan izole edilen Hg direngli P. koreensis susunun populasyon

yayilim1 mevsimsel olarak belirlenmistir.

Cizelge 3.22. Degisen NaCl konsantrasyonlarinda Hg direngli P. koreensis susunun

% hibridizasyon oranlari

NaCl konsantrasyonu Hibridizasyon oram
(mM) (%)
95 84.2+0.45
96 83.9+1.02
97 86.3+0.76
98 81.6+0.07
99 82.0+1.82
100 81.3+£1.09
101 80.9+0.47
102 79.240.57
103 79.1+0.79
104 78.8+0.77

(#); standart sapma
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Sekil 3.38. Degisen NaCl konsantrasyonlarinda 95 mM (a-a;) , 96 mM (b-b,), 97
mM (c-¢;), 98 mM (d-d,) hibridizasyon kosullarinin optimizasyonu
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Sekil 3.39. Degisen NaCl konsantrasyonlarinda 99 mM (e-e;), 100 mM (f-f}), 101
mM (g-g;), 102 mM (h-h,) hibridizasyon kosullarinin optimizasyonu
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Sekil 3.40. Degisen NaCl konsantrasyonlarinda 103 mM (i-i;), 104 mM (j-j1)

hibridizasyon kosullarinin optimizasyonu

3.2.13. Civa Direncli Pseudomonas koreensis Susunun Mevsimsel Populasyon

Yayilim

Sekil 3.41, 3.42 ve 3.43.’te goriildiigii gibi Pchl454 probu i¢in belirlenen optimum
kosullarda (%35 formamid ve 97 mM NaCl), 2010 Ocak-2012 Ekim tarihleri
arasinda ticer aylik periyotlarla toplanmis ve fikse edilmis olan su ornekleri
kullanilarak Hg direngli direngli P. koreensis susunun mevsimsel populasyon yayilim
profili ¢ikarilmistir. Sekil 3.45.°te verilen grafikte FITC isaretli Pchl454 probu ile

hibridize olan P. koreensis susunun biyokiitle yiizdeleri (%) belirtilmistir.
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Sekil 3.41. Ocak (a-a;), Nisan (b-b;), Temmuz (c-c;), Ekim (d-d;) 2010 dénemi
alman su orneklerindeki Hg direngli P. koreensis susunun populasyon

yayilimlarinin belirlenmesi
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Sekil 3.42. Ocak (a-a;), Nisan (b-b;), Temmuz (c-c;), Ekim (d-d;) 2011 doénemi
almman su orneklerindeki Hg direngli P. koreensis susunun populasyon

yayilimlarinin belirlenmesi
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Sekil 3.43. Ocak (a-a;), Nisan (b-b;), Temmuz (c-c;), Ekim (d-d;) 2012 doénemi
almman su orneklerindeki Hg direngli P. koreensis susunun populasyon

yayilimlarinin belirlenmesi
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Hg direngli P. koreensis susunun populasyon yogunlugu (%) DAPI ve Pchl454 probu
ile hibridize olan bu susun FITC goriintiilerinin piksel alanlari (ppz) ve standart

sapma degerleri hesaplanarak belirlenmistir (Sekil 3.44.).
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Sekil 3.44. 2010-2012 yillar1 arasinda alinan su Orneklerinde Hg direngli P.
koreensis susunun populasyon yayilimi (pp”) (hata cubuklari standart

sapmay1 gostermektedir.)

2010 Nisan aymnda hem toplam bakteri (5.54x10°+0.05x10° pp®) ve P. koreensis
susunun populasyon yogunlugunun (0.51x10°+0.04x10° pp”) en fazla oldugu
goriilmiistiir. Ekim aymnda ise P. koreensis susunun populasyon yogunlugunun

(0.17x10°+0.03x10° pp?) diger aylara gore en diisiik seviyede oldugu belirlenmistir.

2011 Temmuz aymnda toplam bakteri (4.78x10°+0.04x10° pp®) ve P. koreensis
susunun populasyon yogunlugunda (0.35x10°+£0.03x10° pp?) artis goriilmiistiir. Ocak
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ayinda P. koreensis susunun populasyon yogunlugunun (0.16x10°+0.04x10° pp?)

diger aylara gore en diisiik seviyede oldugu tespit edilmistir.

2011 yilinda oldugu gibi yine 2012 Temmuz ayinda da toplam bakteri
(7.53x10°£0.05x10° pp?) ve P. koreensis susunun populasyon yogunlugunda
(0.54x10°+0.03x10° ppz) artis goriilmistiir. Ocak ayinda P. koreemsis susunun
populasyon yogunlugunun (0.30x10°+0.03x10° pp®) diger aylara gore en diisiik

seviyede oldugu belirlenmistir.

FITC ile isaretli Pchl454 probu ile hibridize olan P. koreensis susunun toplam
biyokiitledeki yiizdeleri (%), piksel alan grafigine dayanarak c¢izilen 2010-2012 yili

mevsimsel yayilim grafigi Sekil 3.45.’te verilmistir.

12

10

Biyokiitle (%)
\
,_._|:
\
7
i
X
_.Km—t
Fi

2 -
0
¥ S S A S P @ S S
o ,e'_\_‘" {\\{Q‘Q Q}} 0‘7-‘% ,,\;'\f’% {\\{@} Q,\E} 0‘”—5} ,\;\m &0’\\\ @@
' &u i ,&6 \6
2010 2011 2012

Sekil 3.45. Hg direngli P. koreensis susunun 2010-2012 yillarindaki (%) ortalama

mevsimsel yayilimi (hata ¢gubuklar standart sapmay1 gostermektedir.)
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2010 y1il1 P. koreensis susunun ortalama yogunlugu Ocak ayinda %7.20+0.83, Nisan
ayinda %9.09+0.91, Temmuz ayinda %9.34+1.45 ve Ekim ayinda %3.07+0.63
olarak belirlenmistir. Ocaktan, Nisan ayma gecerken gozlenen ortalama P. koreensis
yogunluklar arasindaki artisin ve Temmuz ayindan Ekim ayma gecerken gozlenen
ortalama azalisin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir (p<0.05). Nisan
aymmdan Temmuz ayma gegerken gozlenen artigin ise anlamli olmadigi (p>0.05)

belirlenmistir.

2011 yil1 P. koreensis susunun ortalama yogunlugu Ocak ayinda %6.09+1.38, Nisan
aymda %7.06+0.75, Temmuz aymda %7.29+0.57 ve Ekim aymnda 9%5.47+0.75
olarak belirlenmistir. Ocak, Nisan ve Temmuz aylarinda gozlenen ortalama P.
koreensis yogunluklar1 arasindaki artisin anlamli olmadigi (p>0.05) ve Temmuz
aymdan Ekim ayimna gecerken gozlenen ortalama azalisin istatistiksel olarak anlamli

oldugu (p<0.05) belirlenmistir.

2012 yil1 P. koreensis susunun ortalama yogunlugu Ocak ayinda %5.05+0.52, Nisan
aymda %5.93+0.59, Temmuz aymnda %7.124+0.36 ve Ekim aymda %6.52+0.43
olarak belirlenmistir. Ocaktan, Nisan ve Temmuz aylarina gecerken ve Temmuz
ayindan Ekime ayina gegerken gozlenen ortalama artigin istatistiksel olarak anlamli
oldugu belirlenmistir (p<0.05). Temmuzdan Ekim ayina gegerken gozlenen azalisin

ise anlamli olmadigi (p>0.05) belirlenmistir.

Yapilan ANOVA testi neticesinde 2010, 2011 ve 2012 yili igerisinde Ocak, Nisan,
Temmuz ve Ekim aylarinda gozlenen ortalama Hg direncgli P. koreensis populasyon
yayilimlarinin esit olmadigi (p<0.001) belirlenmistir. Ayrica bu {i¢ y1l i¢in uygulanan
Shapiro-Wilk istatistiksel analiz testine gdre P. koreensis verilerin normal dagilim

(p<0.05) gosterdigi goriilmiistiir.
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3.3. Boliim 3

3.3.1. Antimon Direncli Bakterilerin Izolasyonu ve Maksimum Tolere

Edilebilen Antimon Konsantrasyon Degerlerinin Belirlenmesi

Sb direngli bakterilerin se¢imi igin belirli konsantrasyonda K(SbO)C4H4O¢ 0.5H,0
(100 mg/L) iceren nutrient agar ortamlart hazirlanmis ve alinan su 6rneklerinden
belirli diliisyonlarda ekim yapilmustir. Inkiibasyon siiresi sonunda petriler, ortamdaki
tireme ¢esidi bakimindan incelenmis ve 1, 2, 4, 10 ve 11. bolgelerden antimon
direngli 11 sus izole edilmistir. Cizelge 3.24.te gosterildigi gibi bu 11 izolattan
sadece Sb 01-01 olarak kodlanan susun, 1400 mg/L K(SbO)C4H4Os 0.5H,O
konsantrasyonunda iireyebildigi MTK degeri olarak kabul edilmistir. Daha sonraki
caligmalarda, Sb direnci yiiksek olan bu izolat kullanilmistir. Sb 01-01’in stok
kiiltiirleri hazirlanmis ve daha sonraki c¢alismalarda kullanilmak iizere +4°C’de

saklanmistir.

Cizelge 3.24. Sb direncli bakteriler i¢in belirlenen MTK degerleri

Sb (mg/L)

Bélge-izolat 100 250 500 750 1000 1200 1300 1400 1500
01-1 + + + + + + + + -
01-2 + + + + + + + -
04-1 + + + + + + - -
04-2 + + + + + - - -
04-3 + + + + + - - -
10-1 + - - - - - - - -
10-2 + - - - - - -
11-1 + + + - - - -
11-2 + + + + - - -
11-3 + + + + - - - - -
11-4 + - - - - - - - -

(+); tireme var, (-); iireme yok

3.3.2. Su orneklerinde ICP-MS ile Antimon Analizi

Sekil 3.47.’de belirtildigi gibi 2010-2011 donemlerinde mevsimsel periyotlarla

Kirikkale-Kizilirmak’tan alinan su oOrneklerinde ICP-MS ile yapilan analiz
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sonuclarina gore en yiiksek antimon konsantrasyonu sadece Ocak ayinda 2, 9 ve 11.

bolgelerde sirastyla 0.018, 0.056 ve 0.023 ppm olarak belirlenmistir.

Konsantras yon (ppm)

Bilgeler

B Ocalk B Nisan # Temmuz EEkim

Sekil 3.47.2010-2011 donemi ICP-MS ile yapilan antimon analiz sonuglari

3.3.3. Antimon Direncli Susun Morfolojik ve Biyokimyasal Ozelliklerin

Belirlenmesi

En yiiksek Sb (1400 mg/L) konsantrasyonlarinda iireyebilen Sb 01-01 olarak
kodlanan izolatin biyokimyasal 6zellikleri (API 20NE) Cizelge 3.25.’te verilmistir.
Sb 01-01 susunun beyaz renkli, gram negatif basil oldugu belirlenmistir.
Biyokimyasal testler sonucu katalaz, sitrat, glukonat, L-ramnoz ve laktik asit testleri
pozitif, iireaz, oksidaz, kazein, jelatin, indol, nisasta, laktoz, glukoz, inositol, L-
arabinoz, fruktoz, sodyum malonat, maltoz, glikojen, ksiloz, sukroz, lizin
dekarboksilaz, betagalaktosidaz, ornithin dekarboksilaz, N-asetilglukozamin, trozin,
eskiilin, polimiksin B, H,S ve nitrat rediiksiyon testleri ise negatif olarak tespit

edilmistir.
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Cizelge 3.25. Sb 01-01 susunun biyokimyasal ve morfolojik 6zellikleri

Biyokimyasal 6zellikler

Koloni rengi

Gram boyama
Katalaz

Oksidaz

Kazein

Jelatin

Indol

Nisasta

Sitrat

Ureaz

Hemoliz

Laktoz

D-Glukoz

Inositol
L-Arabinoz
Glukonat
D-Mannitol
Fruktoz

Maltoz

Sodyum malonat
Glikojen

Ksiloz

Sukroz

L-ramnoz asimilasyonu
Lizin dekarboksilaz
Laktik asit

Arjinin dihidrolaz
Beta-galaktosidaz
Ornithin dekarboksilaz
N-asetilglukozamin
Tirozin

Nitrat rediiksiyonu
Eskulin

Polimiksin B

H,S

Tanimlanan tiir

Acinetobacter junii

(+); tireme var, (-); ireme yok
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3.3.4. Antimon Direncli Susun Ureme Egrisinin Belirlenmesi

Sb 01-01 susunun iireme egrisi Sekil 3.48.’de verilmistir. Kontrol ortaminda iiretilen
Sb 01-01 lag fazindan 3 saat sonra log fazina gectigi goriilmektedir. Sb igeren
ortamda ise Sb 01-01’in lag fazindan log fazina gecisi 18.saatte gergeklestigi
belirlenmistir. Sb 01-01 susunun Sb igermeyen ortamda 25.3 dakikada bir, Sb iceren
ortamda ise 21.7 dakikada bir boliinme gosterdigi belirlenmistir. Sb metalinin Sb 01-

01 susunun liremesi tizerine etkisinin sinirl oldugu belirlenmistir.

1:3 s  oniirol
= 1400 mg/L
1 K(SbO)CAHA06
0.8
g
= 06
=)
=
Q 0.4 -
0.2 +
U‘ ;i_i T T T T T T T T T T 1
0 6 12 18 24 30 306 42 43 34 o0 66 12
zaman (saat)
Sekil 3.48. Sb 01-01’{in iireme egrisi; ==#= Sb iceren, = Sb icermeyen ortam
g ¢ ¢ y

3.3.5. Antimon Direncli Susun Yag Asitleri Metil Esterler Analizi (FAME) ile
Identifikasyonu

FAME gruplarin ihtiva ettikleri yag asitleri yiizde oranlar1 Cizelge 3.26 ve GC
kromotogrami Sekil 3.49°da verilmistir. Sb 01-01 susunda %16.40 oraninda 12:0 yag
asidi belirlenmistir. FAME profili temel alinarak yapilan veri tabani analizi

sonucunda Sb 01-01 susu cins diizeyinde dahi tespit edilememistir.
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Cizelge 3.26. Sb 01-01 susunun FAME analizi sonucu elde edilen yag asitleri %

oranlari
[ RT][ Response | Ar/Hit| RFact| ECL | Peak Name Percent | Comment] | Comment2 |
(06936 318794 [ 0003 | -] A 6872 e S min et
07007 9.582E+8 | 0.017| - | 6.7478 | SOLVENT PEAK = <minn : ) _‘
L1387 ST1 0009 | 1207 99581 100 271 | ECL devintes -0.002 Reference -0.005 2
1.5282 3921[1}009_ 1.064 | 12,0029 [ 120 16.40 | ECL deviales 0,003 Reference 0.000 .
16539 508 | 0.009 | 1.038 | 125029 | unknown 12,502 e | ECL devintes 0.001 i
R 718 0.010 | 1.006 | 132033 | 12:020H 184 [ ECL deviates -0.00] ~ 1
19148 3031 0.008 | 0994 | 134852 | 120 30H 11.85 | ECL devintes 0,003 |
10594 470 0009 | 0.576 | 139968 | 140 | 1.E0|ECL devintes D000 | Reference -0.004 |
16193 8469 | 0.009 | 0,931 | 15,8354 | Sum In Frature 3 30.99 | ECL deviates -0.003 Il wielel woe |
26702 I812] 0009 | 0928 159991 [ 160 139|.Ecg_g5u_a155raﬂm | Reference -0.006
117 L3R 0.009 | 0908 | 177487 18:] wie 15.80 | ECL deviates -0,003 ' |
30 1039 | 0.008 | 0908 | 17.8380 | Sum In Feamure § 371 | ECL devites 0010 | 181 wle_
—-| B0 ] T | Summed Feature 3099 16l wis/lbl whe | 16:1 whellb] wic
= el = — — | Summed Feature § AT IELwWle 1B whe
#¥* No Matches found in RTSBAG
FIET &, B1A0 EFPADGEEIA ) e N
wl 5
ll. 4
3 -
" -
1 - |
) i
LRS! | |
|
Ww — i |
| |
\ 8 3 8] 2 J :
| | " = ~
b L iods.d L '.
i r i I ! 1k I Y

Sekil 3.49. Sb 01-01 susunun FAME analizi sonucu elde edilen GC kromotogrami

3.3.6. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ve Optimizasyonu

PZR optimizasyonunda farkli primer baglanma sicakliklar1 ve farkli MgCl,

konsantrasyonlar1 uygulanmistir. Sb 01-01 susunun 16S rRNA bolgeleri PZR’den

sonra agaroz jel elektroforezinde yiiriitlen PZR iirlinlerinin yaklagik 1500 baz ¢iftine

karsilik gelen bolgede oldugu goriilmektedir. Sekil 3.50.’de denenen 54-60°C

sicaklik araliginda en yogun PZR {iriiniiniin 59°C’de elde edildigi goriilmiistiir.
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> S56°C S7°C 58°C S99 a0°C

1500 bp ==

Sekil 3.50. Farkli annealing sicakliklarinda (54-60°C) Sb 01-01 susuna ait PZR
iriinleri; Marker (M)

Optimum annealing sicakligi belirlendikten sonra spesifik olmayan baglanmalarin
giderilmesi i¢in farkli MgCl, konsantrasyonlar1 (0.5-2 mM araliginda) denenmistir.
Sekil 3.51.’de goriildiigii gibi Sb 01-01 susu i¢in optimum MgCl, konsantrasyonu 1.3

mM olarak belirlenmistir.

M 2pM 15mM 14mM 13mM 12mM I1mM 05SmM

1S00bp mep

Sekil 3.51. Farkli MgCl, konsantrasyonlarinda (0.5-2 mM) Sb 01-01 susuna ait PZR
tiriinleri; Marker (M)
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3.3.7. 16S rRNA Sekans Analizi ve Sb 01-01 Susunun Identifikasyonu

16S rRNA sekans analizi sonucunda elde edilen niikleotid dizileri, National Center
of Biotechnology Information’in web sayfasindaki BLAST programi dogrultusunda
yayimlanan sekanslarla kiyaslanmistir. Gen bankasinda yapilan BLAST analizlerinde
Sb 01-01 ise %97 oraninda Acinetobacter johnsonii ATCC 17909 (accession number
793440) ile homoloji gosterdigi saptanmistir. Sb direngli bakterinin filogenetik
agaci, 16S rRNA gen sekans dizisi kullanilarak MEGA 5.1 programinda neighbour-
joining metodu ile c¢izilmistir. Sekil 3.52.’de goriildigi gibi Sb 01-01 susunun

homoloji gosterdigi ilk on bakteri ile soy agaci olusturulmustur.

3.3.7.1. Filogenetik Analiz ile Tiirlerin 16S rRNA Dizilerinin Hizalanmasi
(Alignment)

Calismada, Sb 01-01 susuna ait 16S rRNA (EK-1 Cizelge 4.) bolgesi ile gen
bankasindan aliman 10 bakteriye ait 16S rRNA niikleotit diziler MEGA 5.1
programinda yer alan Clustal W secenegi kullanilarak yapilan hizalama sonucuna
gore filogenetik analiz gergeklestirilmistir. Sb 01-01’in 16S rRNA bdélgesi icin
yapilan hizalama, 1557 karakter matrisi ile sonu¢lanmistir. Toplam karakterlerin 704
tanesi korunmus, 782 tanesi degisken, 82 tanesi filogenetik olarak bilgi verici, 700

tanesininde otomorfik karakter oldugu goriilmiistiir (Cizelge 3.27.).

Cizelge 3.27. Gergeklestirilen niikleotit dizi hizalamasi sonucunda ortaya c¢ikan

karakter tipi ve sayilari

Karakter tipi Karakter tipi sayisy/ Karakter tipi sayisi/Toplam
Toplam karakter sayisi karakter sayisi (%)
Degisken karakter sayist 782/1557 50.2
Korunmus karakter sayisi 704/1557 45.2
Filogenetik agidan bilgi 82/1557 5.26

verici karakter sayisi

Otomorfik karakter sayisi 700/1557 4.96
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Bu calismada, 16S rRNA dizi analizi sonucunda elde edilen baz dizileri MEGA 5.1
bilgisayar programina veri olarak yiiklenerek Sb 01-01 susuna en yakin homoloji
gosteren tlrler arasindaki genetik varyasyon ve filogenetik iligki belirlenmistir.
Niimerik analiz i¢in tiirler aras1 uzaklik/yakinlik matriksinin hesaplanmasi
gerekmektedir. Bu amacla tiirler aras1 uzaklik matriksi 16S rRNA (Cizelge 3.28.)

bolgelerine gore hesaplanmistir.
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Cizelge 3.28. Sb 01-01 susu icin 16S rRNA dizi verileri ile gergeklestirilen tiirlerin eslestirme degerleri

Tiirler 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
1. Sb01-01 -

2. Acinetobacter johnsonii 1.020 -

3. Acinetobacter haemolyticus 1.023 0.011 -

4. Acinetobacter beijerinckii 1.024 0.010 0.009 -

5. Acinetobacter gyllenbergii 1.023 0.011 0.016 0.012 -

6. Acinetobacter Iwolffii 1.039 0.022 0.025 0.019 0.026 -

7. Acinetobacter schindleri 1.028 0.022 0.019 0.027 0.025 0.038 -

8. Acinetobacter parvus 1.039 0.020 0.022 0.020 0.024 0.030 0.034 -

9. Acinetobacter junii 1.046 0.023 0.030 0.026 0.022 0.034 0.036 0.018 -

10. Acinetobacter calcoaceticus 1.027 0.025 0.016 0.025 0.021 0.025 0.027 0.032 0.034 -

11. Acinetobacter bouvetii 1.032 0.015 0.022 0.019 0.021 0.030 0.031 0.031 0.030 0.036 -
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16S rRNA bolgelerine siralanan dizilerin MEGA 5.1 programinda uzaklik matriksine
dayali olarak komsu baglant1 agaci (neighbour-joining tree) olusturulmustur (Sekil
3.52.). Olusturulan soy agacimnin dogrulugunu (agacin giivenilirligi) istatistiksel
olarak belirlemek amaciyla 500 tekrarli bootstrap (se¢-bagla) analizi yapilmistir. 16S
rRNA icin elde edilen dendograma gdére Sb 01-01 tamamen ayri1 bir grupta yer
alirken, digerlerinin ayr1 bir grup olusturdugu goriilmektedir. Bu sonuca gore genetik
olarak Sb 01-01’¢ en uzak tiir Acinetobacter junii (1.046), en yakin tiir ise

Acinetobacter johnsonii (1.020) olarak belirlenmistir.

5 Acinetobacter parvis LUH4616 (AJ293691)
—1 Acinetobacter junii DSM 6964 (X61664)
Acinetobacter gyllenbergii RUH 422 (47293694)
Acinefobacter johnsonii ATCC 17809 (Z93440)
—45[: Acinetobacter bouvetii 4B02 (AF509827)
18} Acinetobacter haemolyticus DSM 6962 (X81662)
T L dcinetobacter beijerinckii NIPH 838{4J626712)

§ Acinetobacter lwoffit DSM 2403 (X81663)

{.{r:msmbaﬂar calcoaceticus NCCB 22016 (47888893)
Acinetobacter sehindleri LUHSS832 {AJ278311)
Sh01-01

01

Sekil 3.52. Sb  01-01 susuna ait neighbour-joining metoduyla olusturulan
dendrogram (0.1; niikleotidler arasindaki farki ifade etmektedir.)

3.3.8. Antimon Direncli Acinetobacter johnsonii Susunun Coklu Metal

Direnglilik Profilinin Belirlenmesi

Sb direngli 4. johnsonii susunun, bu c¢alisma icin secilen diger agir metallere karsi
direnglilikleri de tespit edilmistir. A. johnsonii susunun Li, Ba, Ag, Ni ve Sr agir
metallerine kars1 ¢oklu direng gosterdigi Al, Pb, Cr, Mn, Co, Fe, Cu, Sn, Zn, Cd ve
Hg gibi metallere kars1t Cizelge 3.29.’da verilen konsantrasyonlarda duyarl oldugu

belirlenmistir.
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Cizelge 3.29. A. johnsonii susunun ¢oklu metal direnglilik profili

A Ve Koy (om0t s
AIC13:6H,0 300 S
LiCl 5000 R
BaCl,2H,0 2700 R
CrN;0,9H20 1050 S
MnSO,H,0 1000 S
Pb(NO), 1200 S
Co(NO;)6H,0 750 S
FeCl,6H20 450 S
AgNO; 15 R
CuS0,5H,0 450 S
SnCL,2H,0 160 S
NiSO,7H,0 395 R
ZnS0,7H,0 825 S
Cd(NO;)4H,0 900 R
Hg(NO;), 2H,0 220 S
Sr(NOs), 2000 R

(S); duyarli, (R); direngli)

3.3.9. Antimon Direncli Acinetobacter johnsonii Susunun Antibiyotik Direnclilik

Profilinin Belirlenmesi

Cizelge 3.30.°da A. johnsonii susunun antibiyotik diren¢ profili ve kullanilan
antibiyotiklerin konsantrasyonlar1 verilmistir. 4. johnsonii’nin B-laktam grubundan
oksasilin ve tikarsilin-klavulanik asite, aminoglikozidlerden tobramisine,
sephalosporinlerden aztreonam, stilfonamid  grubundan  trimethoprim-
stilfametoksazol antibiyotiklerine karsi1 direngli oldugu, kuinolonlar, polipeptid,
poliketid, makrolidlerden, rifamisin, glikopeptid ve amfenikol grubundan olan

antibiyotiklere ise duyarli oldugu belirlenmistir.
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Cizelge 3.30. A. johnsonii susunun antibiyotik direnglilik profili

S
B-laktamlar
Ampisilin, AMP 10 S
Amoksisilin-Klavulanik asit, AMC/CA 20/10 S
Oksasilin, OXA 1 R
Penisilin, PEN 10 S
Tikarsilin, TIC 75 S
Tikarsilin - Klavulanik asit, TIM 75/10 R
Aminoglikozidler
Amikasin, AMK 30 S
Gentamisin, GEN 10 S
Netilmisin, NET 30 S
Tobramisin, TOB 10 R
Kuinolonlar

Siprofloksasin, CIP 5 S
Pefloksasin, PEF 5 S
Sephalosporinler
Aztreonam, ATM 30 R
Sefepim, FEP 5 S
Seftazidim, CAZ 30 S
Sulbaktam /Sefoperazon, CFP 75/30 S
Siilfonamidler

Trimetoprim- Siilfametoksazol, SXT 25 R
Polipeptidler
Basitrasin, BAC 10 S
Poliketidler

Tetrasiklin, TET 30 S
Makrolidler
Eritromisin, ERY 15 S
Rifamisinler
Rifampin, RIF 5 S
Glikopeptidler
Vankomisin, VAN 30 S
Amfenikoller
Kloramfenikol (C) 30 S

(S); duyarli, (R); direngli)
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3.3.10. Antimon Direncli Acinetobacter johnsonii Susunun DNA Analizi

A. johnsonii susunun Sb direnglilik genlerinin lokasyonunu belirlemek amaciyla
DNA analizi yapilmistir. Sekil 3.53.’te goriildiigii gibi marker olarak kullanilan A.
tumafaciens C58C1 ile molekiil agirliklar1 bilinmeyen plazmitlerin molekiil
agirliklart ve lokasyonlari belirlenmistir. A. johnsonii susunun DNA analizi
sonucunda Sb icermeyen ortamda 108, 42, 23 ve 17, Sb iceren ortamda 117, 42 ve
17 kb boyutlarinda plazmitler tespit edilmistir. A. johnsonii susunda yapilan plazmit
eliminasyon calismalariyla Sb direngliliginin kdkeni arastirilmistir. Eliminasyon
sicakliklar1 Sb 01-01 i¢in 39°C olarak belirlenmistir. Eliminasyon ¢alismalari
sonucunda sadece 108 kb boyutundaki plazmit tespit edilmistir. Ayrica Sb
direngliliginin de yok oldugu goriilmiistiir. Bu sonuca gore A. johnsonii susunun Sb
direng genlerinin 117 kb olan plazmit {izerinde oldugu belirlenmistir. Diger taraftan
basitrasin ve oksasilin antibiyotiklerine karsi direncliligin eliminasyon sonrasi

kayboldugu tespit edilmistir.

134 kb

117 kb =— e 117 kb
dum 108 kb
= 47 kb

21 kb — 4 chr
o 17 kb

Sekil 3.53. A. johnsonii susunun plazmit profili
Marker (M); A. tumefaciens C58C1, (1); Sb igeren, (2); Sb icermeyen ortam, (3);

plazmit eliminasyonu, (4); Kromozomal DNA (chr)
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3.3.11. Antimon Direncli Acinetobacter johnsonii Susunun Total ve Dis

Membran Protein Profillerinin Belirlenmesi

A. johmsonii susunun Sb igeren ve igermeyen ortamlarda total ve dis membran
protein profilleri incelenmistir. Sekil 3.54.a’da goriildiigii gibi A. johnsonii susunun
total protein ekspresyonu sonucunda Sb iceren ortamda 89, 63.8, 44.2 ve 36
boyutlarindaki bantlarin ekspresyonunda sirasiyla 8.1, 13.6, 11 ve 2.9 kat azalma
belirlenirken 28.5 kDa boyutundaki banttin ekspresyonunda 2.3 kat artis oldugu
tespit edilmistir. Sekil 3.54.b’de goriildiigli gibi A. johnsonii susunun dig membran
protein ekspresyonu sonucunda Sb iceren ortamda 86.5, 83.2 ve 81 kDa
boyutlarindaki bantlarin ekspresyonunda sirasiyla 1.08, 1.1 ve 2.45 kat artis oldugu
belirlenmistir. 23.4 kDa boyutundaki banttin ekspresyonunda ise 0.9 kat azalma
tespit edilmistir.

Al 1 :

170 kDa =
130 kDa =
100 kDa 86,5 kDa
" 4= 89 kDa :S.!;k]h
T0kDa w = 21 kDa
4= 638 kDa
= 44,2 kDa = 512 kDa
36 kDa
4 285 kDa
h:ﬁr‘WI

(a) ()

Sekil 3.54. A. johnsonii susunun total ve dis membran protein profilleri

Marker (M); (Protein Weight Marker Prestained Protein Ladder, (1); Sb icermeyen,
(2); Sbigeren ortam
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3.3.12. Antimon Direncli Acinetobacter johnsonii Susunun Floresan in situ

Hibridizasyon (FISH) ile Mevsimsel Analizi

In situ uygulamada hedef olan antimon direngli Sb 01-01 ile hibridizasyonu
gerceklestirmek icin, pozitif kontrol olarak EUB338 (Bact338), EUB338 II (SBACT
P 338), EUB338 III (SBACT V 338) problari, negatif kontrol olarak NONEUB
(NON338) (Non-bact338), 4. johnsonii igin de ACA652 (ACA23A) problar1 FITC
ile isaretlenmis olup optimizasyon calismasi yapilmistir. E. coli DH5a, tim FISH
uygulamalarinda negatif kontrol olarak kullanilmistir. Leica QWin Plus programi
kullanilarak yapilan intensity analizi sonucunda Cizelge 3.31.’de belirtildigi gibi,
pozitif kontrol EUB338, EUB338 II, EUB338 III problari, negatif kontrol probu
NONEUB ile hibridizasyon oranlar1 sirasiyla %79.5+1.75, %2.84+1.27 ve
%3.12+0.35 olarak gerceklesmistir (Sekil 3.55.).

Cizelge 3.31. Sb direncli A. johnsonii susunun pozitif ve negatif kontrol problari ile

% hibridizasyon oranlar1

Kontrol Problar: Formamid NaCl Hibridizasyon oram
(%)* (mM)" (%)
Pozitif kontrol (EUB 338, II, III) 30 102 79.5+1.75
Negatif kontrol (NONEUB338) 0 0.9 2.84+1.27
Negatif kontrol (E. coli DH5a) 30 100 3.12+0.35

*hibridizasyon ¢ozeltisinde formamid konsantrasyonu.
b yikama ¢o6zeltisinde NaCl konsantrasyonu
(); standart sapma
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Sekil 3.55. EUB338, EUB338 II, EUB338 III problar1 pozitif kontrol (a-a;),
NONEUB negatif kontrol (b-b,), E. coli DH5a (c-c,) ile hibridizasyon

Cizelge 3.32.’de ve Sekil 3.56-3.57.’de goriildiigii gibi ACA652 probu i¢in optimum
diizey ve stabilitede hibridizasyonun gerceklesmesi i¢in uygulanan hibridizasyon
sollisyonunda formamid konsantrasyonu %35 olup hibridizasyon orani %74.0+0.84

olarak belirlenmistir.
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Cizelge 3.32. Degisen formamid konsantrasyonlarinda Sb direngli 4. johnsonii

susunun % hibridizasyon oranlar1

Formamid konsantrasyonu Hibridizasyon oram
(%) (%)
10 5224181
15 19.4+4.62
20 26.8+£3.67
25 37.1£4.28
30 52.034+4.69
35 74.1+1.21
40 64.8+3.43

(%); standart sapma

155



Sekil 3.56. Degisen formamid konsantrasyonlarinda %10 (a-a;), %15 (b-b;), %20 (c-

c1), %25 (d-d,) hibridizasyon kosullarinin optimizasyonu
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Sekil 3.57. Degisen formamid konsantrasyonlarinda %30 (e-e;), %35 (f-f;), %40

(g-g1) hibridizasyon kosullarinin optimizasyonu
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Cizelge 3.33.e gore yikama soliisyonundaki NaCl konsantrasyonu 102 mM olup
hibridizasyon orani %74.1£1.21 olarak belirlenmistir (Sekil 3.58, 3.59 ve 3.60.).
Belirlenen bu kosullarda su orneklerinde hibridizasyon c¢aligmalar1 yapilarak
Kizilirmak’tan izole edilen Sb direngli 4. johnsonii susunun mevsimsel populasyon

yayilim profili ¢ikarilmigtir.

Cizelge 3.33. Degisen NaCl konsantrasyonlarinda Sb direncli A. johnsonii susunun

% hibridizasyon oranlari

NaCl konsantrasyonu Hibridizasyon oram
(mM) (“o)
95 68.9+0.62
96 69.6+0.28
97 69.9+0.48
98 71.6+1.05
99 71.6+3.81
100 70.9+0.54
101 72.5+£2.59
102 74.1+1.21
103 72.0£1.85
104 71.1+0.53

(£); standart sapma

158



Sekil 3.58. Degisen NaCl konsantrasyonlarinda 95 mM (a-a;), 96 mM (b-b;), 97 mM
(c-c1), 98 mM (d-d;) hibridizasyon kosullarinin optimizasyonu
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Sekil 3.59. Degisen NaCl konsantrasyonlarinda 99 mM (e-e;), 100 mM (f-f;), 101
mM (g-g;), 102 mM (h-h,) hibridizasyon kosullarinin optimizasyonu
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Sekil 3.60. Degisen NaCl konsantrasyonlarinda 103 mM (i-i;), 104 mM (j-j;)

hibridizasyon kosullarinin optimizasyonu

3.3.13. Antimon Direngli Acinetobacter johnsonii Susunun Mevsimsel

Populasyon Yayilimi

Sekil 3.61, 3.62 ve 3.63.’te goriildiigii gibi ACA652 probu icin belirlenen optimum
kosullar kullanilarak (%35 formamid ve 102 mM NaCl) 2010 Ocak-2012 Ekim
arasinda toplanmis olan su 6rneklerinde Sb direngli 4. johnsonii susu takip edilmistir.
Sekil 3.65.’te verilen piksel alan grafigine dayanarak cizilen ii¢ yillik yayilim
grafiginde FITC ile hibridize olan 4. johnsonii susunun biyokiitle yiizdeleri (%) Sekil
3.3.19’da belirtilmistir.
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Sekil 3.61. Ocak (a-a;), Nisan (b-b;), Temmuz (c-c;), Ekim (d-d;) 2010 dénemi
alman su Orneklerindeki Sb direngli A. johnsonii susunun populasyon

yayilimlarinin belirlenmesi
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Sekil 3.62. Ocak (a-a;), Nisan (b-b;), Temmuz (c-c;), Ekim (d-d;) 2011 doénemi
alman su orneklerindeki Sb direngli A. johnsonii susunun populasyon

yayilimlarinin belirlenmesi
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-
-

Sekil 3.63. Ocak (a-a;), Nisan (b-b;), Temmuz (c-c;), Ekim (d-d;) 2012 doénemi

alman su Orneklerindeki Sb direngli A. johnsonii susunun populasyon

yayilimlarinin belirlenmesi
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Sb direngli 4 johnsonii susunun populasyon yogunlugu (%) DAPI ve ACA652 probu
ile hibridize olan bu susun FITC goriintiilerinin piksel alanlari (ppz) ve standart

sapma degerleri hesaplanarak belirlenmistir (Sekil 3.64.).

T -

\FITC

Piksel Alan (x10%) (pp?)

Sekil 3.64. 2010-2012 yillar1 arasinda alinan su 6rneklerinde Sb direngli 4. johnsonii
susunun populasyon yayilmi (pp?) (hata cubuklari standart sapmayi

gostermektedir.)

2010 Temmuz ayinda toplam bakteri populasyonu (6.59x10°+0.02x10° pp®) ve A.
Jjohnsonii susunun populasyon yogunlugunun (0.39x10°+0.06x10° pp?) en yiiksek
degerlerde oldugu belirlenmistir. Ancak Ekim ay1 A. johnsonii susunun populasyon
yogunlugunun (0.13x10°+0.02x10° pp®) diger aylara gore en diisiik seviyede oldugu

tespit edilmistir.

2011 Temmuz ayinda toplam bakteri populasyonu (4.67£0.02x10°+0.02x10° pp?) ve
A. johnsonii susunun populasyon yogunlugunun (0.49x10°+0.05x10° pp®) en yiiksek
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degerlerde belirlenmistir. Ancak Ocak aymnda A. johnsonii susunun populasyon

yogunlugunun (0.16x10°+0.03x10° (pp?) diger aylara gore en diisiik seviyede oldugu

tespit edilmistir.

2012 Temmuz aymda toplam bakteri populasyonu (4.66x10°+0.02x10° pp?) ve A.
johnsonii susunun populasyon yogunlugunda (0.44x10°+0.07x10° pp?) artis
gorilmiistiir. Ancak Ekim ayinda A. johnsonii susunun populasyon yogunlugunun

(0.13x10°+0.03x10° pp?) diger aylara gére en diisiik seviyede oldugu belirlenmistir.

FITC ile isaretli ACA652 probuyla hibridize olan A. johnsonii susununun toplam
biyokiitledeki yiizdeleri (%), piksel alan grafigine dayanarak c¢izilen 2010-2012 yili

mevsimsel yayilim grafigi Sekil 3.65.’te verilmistir.

Biyokiitle (%)
L= (=3
5 1 i | i
1
b
FH\—-H

-
2 -
0
F P & F FH P& F S Y S
o~ F & P A F P o & & P
TSP TEFFTE S
2010 2011 2012

Sekil 3.65. Sb direncli A. johnsonii susunun 2010-2012 yillarindaki (%) ortalama

mevsimsel yayilimi (hata ¢ubuklar1 standart sapmay1 gostermektedir. )
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2010 y1li Ocak ayinda A. johnsonii susunun ortalama yogunlugu %>5.87+0.89, Nisan
aymmda %5.71+0.98, Temmuz aymda %5.95+0.23 ve Ekim aymda 9%5.34+0.55
olarak belirlenmistir. Ocak, Nisan ve Temmuz aylarinda populasyon yayilim
oranlarinda ¢ok fazla degisiklik gozlenmezken, Ekim ayinda azalma goriilmiistiir.
Ocak, Nisan, Ekim ve Temmuz aylarinda gozlenen ortalama A. johnsonii susunun
yogunluklar1 arasindaki farkliligin istatistiksel olarak anlamli olmadigi (p>0.05)

tespit edilmistir.

2011 yili A. johnsonii susunun mevsimsel yayilimima bakildiginda biyokiitledeki
ortalama yogunlugu Ocak ayinda %4.54+0.69, Nisan ayinda %6.13+0.84, Temmuz
ayinda %10.5+0.87 ve Ekim ayinda %8.5041.36 olarak belirlenmistir. Ocak ayindan,
Nisan ve Temmuz aylarina gegerken gozlenen artisin istatistiksel olarak anlamli
olmadig1 (p>0.05), Temmuz ayinda gozlenen ortalama Sb direngli A. johnsonii
susunun yogunlugundaki azalisin istatistiksel olarak anlamli oldugu (p<0.05)

belirlenmistir.

2012 yili biyokiitledeki A. johnsonii susunun ortalama yogunlugu Ocak ayinda
%4.35+1.03, Nisan ayinda %4.89+0.76, Temmuz aymda 9.59+1.92 ve Ekim ayinda
%3.72+0.98 olarak belirlenmistir. Ocak ve Nisan aylarinda gbzlenen ortalama Sb
direngli A. johnsonii susunun populasyon yogunluklari arasindaki artisin istatistiksel
olarak anlamli olmadigi (p>0.05), Temmuz ayindan Ekim ayina gecerken gozlenen

yogunluk azaliginin ise anlamli oldugu (p<0.05) belirlenmistir.

Yapilan ANOVA testi neticesinde 2010, 2011 ve 2012 yili igerisinde Ocak, Nisan,
Temmuz ve Ekim aylarinda gozlenen ortalama Sb direngli A. johnsonii
yogunluklarinin degisiklik gosterdigi belirlenmistir (p<0.001). Ayrica bu ii¢ yil i¢in
uygulanan Shapiro-Wilk istatistiksel analiz testine gore gozlenen A. johnsonii igin

verilerin normal dagilim gosterdigi (p<0.05) tespit edilmistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Bu tezin amaci, Kirikkale il sinirlart igerisinden gecen Kizilirmak’tan Cd, Hg ve Sb
agir metallerini tolere eden suslarin izole edilmesi, biyokimyasal, molekiiler
karakterizasyonlarinin ~ yapilmast ve bu metallerin biyoremediasyonunda

kullanilabilecek potansiyel suslarin belirlenmesidir.

Kirikkale-Kizilirmak’ta 2010-2011 yillar1 arasinda mevsimsel periyotlarla alinan su
orneklerinin ICP-MS metal analiz sonuglarina gore Cd icin en yiiksek deger Ocak
aymda Kapulukaya Baraj girisi ve Mezbahane-Makina ve Kimya Endiistrisi (MKE)
bolgelerinde 0.078 ve 0.977 ppm olarak oOlgiilmiistiir. Hg i¢in yapilan analiz
sonuglarma gore Akkosan Merkez ve Kapulukaya Su Tutma Bendi bdlgelerinde
Ocak ve Nisan aylarinda olgiillen Hg degerlerinin  <0.005’in altinda oldugu
belirlenmistir. Diger bolgelerde ise Hg tespit edilememistir. Sb konsatrasyonu sadece
Ocak ayinda Kesikkdprii Baraji su tutma bendi, Kapulukaya Baraj girisi ve
Mezbahane-Makina ve Kimya Endiistrisi bolgelerinde sirasiyla 0.018, 0.056 ve 0.023
ppm olarak 6l¢iilmiistiir. Cok toksik olan bu metaller i¢in Tiirk Standartlar1 Enstitiisii
(TSE), Diinya Saghk Orgiiti (WHO) ve ABD Cevre Koruma Ajansi (EPA)
tarafindan igme suyu standartlarinda 6n goriilen maksimum konsantrasyon 0.005
ppm olarak belirlenmistir. Elde edilen analiz sonuglarina goére Cd ve Sb

konsantrasyonlarinin standart degerlerin ¢ok iizerinde oldugu dikkat ¢ekmektedir.

Cd direnci en yiiksek olan sug 11. istasyon olarak tanimlanan Mezbahane-Makina
Kimya Endiistrisi bolgesinden izole edilmistir. Bu sus Cd 11-3 olarak adlandirilmis
ve MTK degeri 900 mg/L olarak belirlenerek sonraki calismalarda kullanilmastir.
Sharma ve Fulekar (2009) yaptiklar1 calismada metal kontaminasyonu maruz kalmis
bir bolgeden izole edip tanimladiklart Bacillus cereus, Bacillus licheniformis,
Cloacibacterium normanense, Klebsiela pneumoniae, Buttiauxella izardii ve
Citrobacter freundii adl1 suslardan, Buttiauxella izardii DSM 9397 susunun Cd i¢in
800 mg/L MTK o6zelligine sahip oldugunu ve Cd biyoremidasyonunda potansiyel bir
sus olabilecegini belirtmislerdir [57]. Mahvi ve Diels (2004) tarafindan yapilan bagka
bir calismada polisiilfon membrana Alcaligenes eutrophus CH34 bakterileri

immobilize edilerek endiistriyel atik sulardan kaynaklanan Cd’nin uzaklastirilmasi
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amaglanmistir. Biyolojik membran i¢indeki besin maddeleri ile bakterilerin {ireme ve
agir metallere karst direncliliklerinin gelistirilmesi saglanirken diger taraftan 120
mg/L Cd igeren atik su ile temas1 saglanmistir. Alcaligenes eutrophus CH34 susunun
kullanilmasi ile atik sudaki Cd*™ konsantrasyonu 120 mg/L’den 2 mg/L’ye kadar
diisiiriilebilmistr. Cd uzaklastirilmasiin %99 verimlilikte gerceklestirildigi bu
calisma sonucuda s6z konusu susun endiistriyel atiksularin biyoremediasyonunda
potansiyel olusturabilecegi belirtilmistir [138]. Puskarova ve arkadasalar1 (2004)
tarafindan yapilan ¢alismada Cd ile kontamine bdlgelerden izole Cd direngli bakteri
toplulugu, biyokimyasal ve fizyolojik agisindan rDNA restriksiyon enzim analizleri
ile karakterize edilmistir. Baskin bakteriyel topluluk arasinda biyokimyasal test (API
20 E, API 20 NE, ENTERO) sistemleri ile tanimlanmistir. Biyokimyasal testler alt1
bakteri tiirlerinin, Alcaligenes xylosoxidans, Comamonas testosteroni, Klebsiella
planticola, Pseudomonas putida, Pseudomonas fluorescens ve Serratia liquefaciens
oldugunu gostermistir [139]. Bizim yaptigimiz ¢alismada ise Cd 11-3 susu ilk etapta
yapilan biyokimyasal test sonucglarina gore Comomonas testesteroni olarak

tanimlanmustir.

Calismamizda Hg direnci en yiiksek olan iki sus izole edilmistir. 10. istasyon olarak
tanimlanan Asagiyazi Kum Ocagi bolgesinden izole edilen sus Hg 10-2, 11. istasyon
olarak tanimlanan Mezbahane-Makina Kimya Endiistrisi bolgesinden izole edilen sus
Hg 11-4 olarak adlandirilmis ve MTK degerleri 220 mg/L olarak belirlenerek sonraki
calismalarda kullanilmistir. Calismamizda Hg 10-2 ve Hg 11-4 suslarinin yapilan
biyokimyasal test sonuglarmma gore Pseudomonas stutzeri olarak tanimlanmistir.
Keramati ve arkadaslar1 (2011) yaptiklar1 ¢alismada, Hg icin direngli bakteriler
olarak  Pseudomonas, Staphylococcus, Bacillus, Proteus, Citrobacter ve
Corynebacterium cinsine ait bakterileri belirtmislerdir. Horn ve ark. (1994) 35 ile 65
mg/L HgCl, konsantrayonlarinda farkli Pseudomonas putida suslar1 arasinda Hg
direngliligini bildirmislerdir [141]. Sb direnci en yiiksek olan sus 1. istasyon olarak
tanimlanan Kesikkoprii Baraji bolgesinden izole edilmistir. Bu sus Sb 01-01 olarak
adlandirilmig ve MTK degeri 1400 mg/L olarak belirlenerek sonraki ¢aligmalarda
kullanilmigtir. Calismamizda Sb 01-01 susu, morfolojik ve biyokimyasal test
sonuglar1 dikkate alinarak Acinetobacter junii olarak tanimlanmistir. Literatiirde Sb

direngliligi ve diren¢ konsantrasyonlari, Sb oksitleyen bakteri tiirleri ve
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mekanizmalar1 hakkinda ¢ok az bilgi bulunmaktadir. Sb oksitleyen bakteriler toksik
Sb (IIT)’1i daha az toksik Sb (V)’e doniistiirlip, antimonun biyokimyasal dongiisiinde
onemli bir rol oynamaktadirlar [142]. Li ve arkadaslarinin yaptig1 ¢calismada (2013),
25 Sb (III) direngli bakteri Sb madeni ¢ikarilan topraktan izole edilmistir. Bu suslar
arasinda, Sb (IIl) oksitleyici Acinetobacter sp. JL7, Comamonas sp. JL25,
Comamonas sp. JL40, Comamonas sp. S44, Stenotrophomonas sp. JL9 ve
Variovorax sp. JL23 dahil olmak iizere alt1 bakteri tanimlanmistir. S44 susu en fazla
oksidsyon orami ile aerobik kosullarda 50 mM Sb (III)’i Sb (V)’e oksitledigi
belirlenmigtir. Simdiye kadar sadece 3 bakteri Stibiobacter senarmontii, Thiobacillus
ferrooxidans ve Agrobacterium tumefaciens 5SA susu, Sb (III) oksitleyici olarak

bildirilmistir [142].

Glinlimiizde artik sistematik calismalarda morfolojik karakterlerin yanmi1 sira
molekiiler yaklagimlar da kullanilmaktadir. Bunun sebebi arastirmacilarin morfolojik
caligmalar1 desteklemek, gii¢clendirmek ve evrimsel agidan degerlendirmesidir. Bu
amacla biyokimyasal testler sonucu tanimlanan Cd11-3, Hg 10-2, Hg 11-4 ve Sb 01-
01 kodlu suslar1, ayn1 zamanda yag asidi (FAME) ve 16S rRNA sekans analizleri de
kullanilarak tanimlanmaya calisilmistir. FAME analizinin mikrobiyal tanida, rutin
caligmalar i¢in gerek zaman agisindan gerekse de ekonomik olmasi bakimindan ¢ok
uygun tanmi yontemi oldugu bilinmektedir [92]. Mikroorganizmalarin yag asidi
profillerindeki farkliliklar genetiksel akrabaliklarin dolayli bir gostergesidir [92, 93].
Bu ¢alismada Cd 11-3 susunda FAME analizi sonucunda %?22.82 oraninda 16:0 yag
asidi belirlenmistir. Ancak yag asidi veri tabani analizi sonucunda Cd 11-3 susuna
cins diizeyinde dahi karsilik gelen bakteri tespit edilememistir. Hg 10-2 susunda 16:0
%23.13 oraninda 16:0 yag asidi belirlenmistir. Yag asidi profili temel alinarak
yapilan veri tabani analizinde Hg 10-2 susunun Pseudomonas syringae (0.129) ile
eslestigi tespit edilmistir. Hg 11-4 susunda %?23.82 oraninda 16:0 yag asidi
belirlenmistir. Yag asidi profili temel alinarak yapilan veri taban1 analizinde Hg 11-2
susunun Pseudomonas putida (0.320) ile eslestigi tespit edilmistir. Her iki Hg
direncli sus icin FAME analiz sonuglari 1s1¢inda elde edilen verilerin cins (genus)
diizeyinde diger testlerle uyumlu oldugu belirlenmistir. Sb 01-01 susunda ise %16.40
oraninda 12:0 yag asidi tespit edilmistir. Ancak yag asidi veri tabami analizi

sonucunda Sb 01-01 susuna cins dilizeyinde dahi karsilik gelen bakteri tespit
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edilememistir. Literatiirde FAME kullanilarak bakteri tanimlamasina yonelik degisik
caligmalar bulunmaktadir. Adigiizel ve arkadaslarinin (2011) yaptig1 yag asidi
analizinde, calisilan 4 bakteri susunda 14 farkli yag asidi tespit edilmistir. 15:0 iso,
15:0 anteiso, 16:0 iso, 17:0 iso ve 17:0 anteiso yag asitlerini i¢eren bes yag asidi ise
biitiin suslarda bulunmustur. Yag asidi profilleri temel alinarak yapilan analizler
sonucunda bakteri suslarinin iki fenotipik gruba ayrildigi belirlenmis ve bu verilerin
dogrulugunu desteklemek icin, 16S rRNA seakans analizi yapilmistir. Bacillus
licheniformis olarak tanimlanan ilk grubun 4 sus, Aeribacillus pallidus olarak
tanimlanan ikinci grubun ise bes sus ile temsil edildigi bildirilmistir [143].
Markowicz ve arkadaslar1 (2010) Cd, Ni, Cu ve Zn agir metalleri ile kontamine olan
toprak orneklerinden izole ettikleri MH1d, MH8b, AM12, ve AM15 suslar1 FAME
analizi ile sirasiyla Pseudomonas putida, Enterobacter intermedius, Klebsiella
pneumoniae ve Enterobacter intermedius olarak tanimlamiglardir. MIDI sistemi
tarafindan hesaplanan benzerlik indekslerinin (SIM), MH1d, MH8b, AMI12 ve
AM15 igin sirasiyla 0.894, 0.633, 0.754 ve 0.782 iizerinde ¢ok iyi eslesme gosterdigi
belirlenmistir. Bu tanimlanan suslarda %70 oraninda C16:0, C16:1 w7¢ ve C18:1
o7c yag asitlerinin bulundugu, tiim suslarda siklopropan yag asitlerini toplam yag
asitlerinin %6.2-8.5’1 oraninda igerdikleri tespit edilmistir. Buna karsilik, toplamda
hidroksillenmis yag asitlerinin yiizdesi, E. intermedius MHS8b, K. pneumoniae
AM12, E. intermedius AM15 ve P. putida MH]1d i¢in sirasiyla %6.4, 7.7, 8 ve 12.4
olarak belirlenmistir [144]. Luo ve arkadaslar1 (2012) yaptiklar1 ¢alismada Sb
direngli Skermanella stibiiresistens SB22T susunu topraktan izole edip FAME
analizi ile 6nemli hiicresel yag asitlerini (>5% oraninda) C18:1w7c (63.5%), (C14:0
3-OH ve/veya 1s0-C16:1 I, 10.8%) ve C16:0 (9.9%) seklinde belirlemislerdir [145].

Bakterilerden 16S rRNA gen bélgelerinin ¢ogaltilmas: ve sekans analizi sonucu
tanimlama iglemi molekiiler ¢aligmalarda standart bir yontem olarak yerini almistir.
Bizim calismamiz da biyokimyasal testler ve FAME analizi sonucu tanimlanan
CD11-3 kodlu sus 16S rRNA sekans analizi kullanilarak da tanimlanmak istenmistir.
Yapilan sekans analizi sonucu Cd 11-3 susunun %96 oraninda Delftia tsuruhatensis
T7 (AB075017) ile homoloji gosterdigi saptanmistir. Cd 11-3 susunun 16S rRNA
sekans analizine dayali olarak yapilan filogenetik analiz ile tiirler arasi uzaklik

indeksleri belirlenmistir. Buna gore Cd 11-3 susuna genetik agidan en yakin tiiriin
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Delftia tsuruhatensis T7 oldugu belirlenmistir. Hg 10-2’nin %96 oraninda, Hgl1-
4’lin ise %98 oraninda Pseudomonas koreensis (AF468452) ile homoloji gosterdigi
saptanmustir. Tiirler aras1 uzaklik indekslerine gére Hg 10-2 ve Hg 11-4 suslarina en
yakin tliriin Pseudomonas koreensis oldugu tespit edilmistir. Sb 01-01 %97 oraninda
Acinetobacter johnsonii ATCC 17909 (accession number Z93440) homoloji
gosterdigi saptanmistir. Tiirler arasi uzaklik indeksine gore, Sb 01-01°e en yakin tiir
ise Acinetobacter johnsonii oldugu belirlenmistir. Elde edilen bu indekslere bagh
olarak neighbour-joining metoduyla soy agaci olusturulmustur. Yapilan bu
caligmalar sonucunda Cd11-3, Hg 10-2, Hg 11-4 ve Sb 01-01 kodlu suglar, FAME ve
16S rRNA sekans analizleri ile D. tsuruhatensis, P. koreensis ve A. johnsonii olarak

tanimlanmustir.

De Jaysankar ve arkadaslar1 (2008) toksik olan Hg, Cd ve Pb agir metallerine kars1
direng gosteren mikroorganizmalar1 calismislardir. Biyokimyasal ve 16S rDNA
sekans analizleri ile izole edilen bakterileri Alcaligenes faecalis, Bacillus pumilus,
Bacillus sp., Pseudomonas aeruginosa ve Brevibacterium iodinium olarak
tanimlamiglardir [38]. Zolgharnein ve arkadaglari tarafindan endiistriyel alanlardan
Cu, Pb, Cd ve Zn agir metal direncgli toplam 35 bakteri susu izole edilmistir. 16S
rRNA analizleri sonucu bu izolatlarin Pseudomonas, Delftia, Brevundimonas
Methylobacterium, Bacillus, Arthrobacter, Staphylococcus cinsine ait tiirler oldugu
goriilmistiir. En sik gézlenen tiirler y Proteobacter cinsine ait Pseudomonas oldugu,
16S rRNA sekanslar1 sonucuna gore 23 izolat %95 ve lizerinde benzerlik gosterdigi

belirtilmistir [4].

Luo ve arkadaglar1 (2012) Sb direngli SB22T susunu, 16S rRNA dizi analizi ve
filogenetik analizler ile tanimlayip bu susun en yakin Skermanella aerolata 5416T-
32T (%97.3), Skermanella parooensis ACM 2042T (%95.8) ve Skermanella
xinjiangensis 10-1-101T (% 92.9) ile homoloji gosterdigini belirlemislerdir [145].

Bu tez kapsaminda yapilan diger calismalarda ise Cd, Hg ve Sb biyoremidasyonunda
potansiyel olusturabilecegi diisiiniilen D. tsuruhatensis, P. koreensis ve A. johnsonii
suslariin metal direng mekanizmalarinin molekiiler diizeyde belirlenmesine yonelik

karakterizasyon caligsmalar1 yapilmistir. D. tsuruhatensis susunun karakterizasyonu
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icin ¢oklu metal ve antibiyotik direnglilik, DNA, total ve dis membran protein
profilleri belirlenmistir. D. tsuruhatensis susunun Cd direncine ek olarak Al, Li, Mn,
Pb, Ag, Sn, Ni, Zn ve Sr gibi metallere karsi da ¢oklu diren¢ gosterdigi tespit
edilmistir. Benzer sekilde s6z konusu susun ampisilin, oksasilin, penisilin, netilmisin,
tobramisin, pefloksasin, eritromisin, rifampin, trimethoprim-siilfametoksazol gibi
antibiyotiklere karst1 da ¢oklu direng gosterdigi belirlenmistir. Abosereh ve
arkadaslar1 (2007) yaptiklar1 bir calismada Pseudomonas suslarinda ¢oklu metal ve
antibiyotik direnclilik profillerini belirlemislerdir. Giimiis direncliligi olan suslarin
Cu, Ni, Fe, Hg, Zn, Cd ve Pb metallerine de ortak diren¢ gosterdikleri tespit
edilmistir. Ayrica giimiis direngli Pseudomonas suslarinin kloramfenikol, kanamisin,
tetrasiklin ve ampisilin antibiyotiklerine de ortak direng gosterdikleri saptanmistir
[77]. Yapilan bir diger ¢alismada Rajbanshi ve arkadaslar1 (2008), Cr metaline direng
gosteren Klebsiella pneumoniae susunun antibiyotik direncliligini incelemislerdir.
Bu susun gentamisin, kotrimoksazol antibiyotiklerine duyarli oldugu tetrasiklin,
siprofloksasin, kloramfenikol ve ampisilin antibiyotiklerine karsi diren¢li oldugu
gorilmistiir [10]. Coklu metal direnci konusunda Gilotra ve Srivastava [1997]
yaptiklar1 bir caligmada, topraktan izole ettikleri Pseudomonas pickettii US321
susunun, ampisilin, eritromisin gibi antibiyotiklerle, 2 mM Cd, 25 mM Zn ve 2 mM

Cu agir metallerine direng gosterdigini tespit etmislerdir [76].

Zhang ve arkadaslar1 (2012) denizden izole ettikleri Pseudomonas putida SP1
susunun 280 pM kosnatrasyonunda HgCl, direngli oldugu belirlemislerdir. Farkl
konsantrasyonlarda CdCl,, CoCl,, CrCls;, CuCl,, PbCl,, ZnSO4 agir metallerine,
ampisilin, kanamisin, kloramfenikol ve tetrasiklin antibiyotiklerine kars1 direng
gosteren susun Hg direnglilik genlerinin kromozomal DNA {izerinde kodlandig

belirlenmistir [146].

Agir metallerin varliklar1 bakterilerin yasam ortaminda secilimine baski
olusturmaktadir. Bakteriler agir metallerin varliginda anahtar mekanizma olarak
yatay gen aktarimi ile yagamini yoneten stratejiler dizisi olusturarak secilir [147].
Yapilan ¢alismalarda uzun ve kisa vadeli agir metal stresine maruz kalindiginda
yiiksek sicaklik, pH veya kimyasal kirlilik gibi etkenlerde, suda yasayan bakteri

populasyonlarinin tiir ¢esitliliginde ve plazmit insidansinda farkliliklar gériilmektedir
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[148]. Baz1 bakteriler direng icin genetik belirleyicilere sahiptir. Bakterilerde bu
belirleyiciler siklikla plazmitler {izerinde bulunur. Toksik kimyasal atiklarin oldugu
bolgeden izole edilen bakteriler, temiz sulardan izole edilen bakterilere gére daha
siklikla plazmit DNA igerirler ve antibiyotik direngliligi de gosterirler. Ayni
zamanda bakterilerin bircogunda agir metal direnglilik genlerinin plazmitler {izerinde
kodlandig1 bilinmektedir. Bakteriler, yeni antibiyotiklere ve kimyasallara direncli
duruma geldikce, degisik ortam sartlarina kolayca uyum saglayabilmekte ve bu
olayda plazmitlerin tasidiklar1 direnclilik genleri 6nemli rol oynamaktadir. Metal
direnglilik mekanizmalari, genellikle antibiyotik diren¢ mekanizmalar1 ile
iliskilendirilmistir. Clinkii her iki tip direngte organizmalar arasinda konjugasyon
veya transdiiksiyon ile transfer ger¢eklesmektedir. Bazi durumlarda, metal
direngliligi ile antibiyotik direngliligi ayn1 plazmit kokenli olabilmektedir [149]. Bu
durumu belirlemek icin tez kapsaminda D. tsuruhatensis, P. koreensis ve A.
johnsonii suglarinin DNA analiz ¢alismalar1 yapilmistir. Cd direng genlerinin D.
tsuruhatensis susunda kromozomal DNA iizerinde oldugu tespit edilmistir. P.
koreensis suslarinda Hg ve A. johnsonii susunda Sb direnclilik genlerinin plazmitler
tizerinde kodlandig1 belirlenmistir. Bakterilerin agir metal ve antibiyotik direnglilik
genlerinin kdkeni arastirmaya yonelik literatiirde bir¢ok ¢alisma yer almaktadir. Raja
ve Selvam (2011) yaptiklar1 ¢alismada Cd direnci ¢evre ve hastane izolatlarinda
yaygin olarak bulundugunu belirtmislerdir. Cd diren¢ geni (cadR) cevresel izolat
olan P. aeruginosa BCI15 ile karakterize edilmistir. Direncin kromozomal DNA
aracili oldugu ve bu direncin P. aeruginosa’dan daha once P. putida ve P.
aeruginosa PAOI suslarinda karakterize edildigi belirlenmistir. [150]. Bu ¢alismada
elde edilen sonuglar bizim ¢alismamizla paralellik gostermektedir. Zolgharnein ve
arkadaslar1 (2010) Persian Korfezi’'nden 35 Cu, Pb, Cd ve Zn direncli bakteri izole
etmis ve suslarda plazmit varligr arastinnlmigtir. Bircok agir metal direngli susun
plazmit tasidigi ve bunlardan Delftia acidovorans 30V3 (60 Kb), Delftia
tsuruhatensis (60 kb), Delftia sp. AN3 (52 kb, 2 kb ve <2 kb), Delftia tsuruhatensis
(2 kb ve <2 kb) suslariin farkli biiyiikliiklerde metal direnciyle ilgili plazmitler
bulundurdugu tespit edilmistir [78].

Zeng ve arkadaglarinin yaptig1 ¢alismada (2010) topraktan izole edilen ve 60 mg/L

konsantrasyonunda HgCl,’yi tolere edebilen Pseudomonas aeruginosa D2 olarak
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tanimlanan susun Cu (220 mg/L), Co (180 mg/L), Mn (240 mg/L), Zn (200 mg/L)
Cd (240 mg/L) ve Pb (140 mg/L) metallerini de tolere edebildigi tespit edilmistir.
Bununla birlikte penisilin, ampisilin, amikasin, streptomisin, neomisin, tetrasiklin,
eritromisin, kitasamisin, polimiksin, novobiosin ve kloramfenikol antibyotiklerine
kars1 diren¢ gosterdigi belirlenmistir. Ayrica mer operonuna ydnelik kullanilan
primerler ile gerceklestirilen PZR c¢alismalari sonucu Hg direncinin kromozomal
DNA iizerinde kodlandigi tespit edilmistir [151]. Bircok ¢alismada belirtildigi gibi,
cogunlukla bakteriyel Hg direng belirleyicileri plazmit kaynaklidir. Birgok Hg
direnci tasiyan plazmitler ¢evresel suslardan izole edilerek yatay gen transferi ile
cesitli suslar ve diger tiirler arasinda aktarilabilmektedir. Ornegin plazmitler
Pseudomonas, Alcaligenes, Citrobacter, Enterobacter, Acinetobacter, Ralstonia
cesitli bakteri gruplarinda tespit edilmistir. Cesitli Acinetobacter suslarinda biiyiik ve
kiictik iki tiir Hg direnci tasiyan plazmit olup Hg direng belirleyicilerinin plazmit
aracilt transferi bu suslarin karakteristik ozelligidir. Gram pozitif bakterilerde
ozellikle Bacillus tiirlerinde Hg direng belirleyicilerinin ¢ogunlukla plazmit yerine
kromozom {izerinde oldugu diisiiniilmektedir. Bizim son caligmalar bir test susu
olarak kullanilan Amerikan B. cereus RC607 dahil olmak lizere bir¢ok Bacillus
suslarinda, Hg direng belirleyicilerinin lokasyonunun plazmit lizerinde yer aldigini
ortaya koymustur [152]. Ogunseitan (2002) yaptigt calismada 100 mg/L
konsantrasyonunda cevresel bir izolat P. aeruginosa’dan 142.5 kb agirhigindaki

Rip64 plazmitinde Hg direng genlerinin tagindigini gostermistir [153].

Sb direncinden sorumlu ars operonu plazmit ya da kromozom {izerinde yer
almaktadir [142]. Cervantes ve Chavez (1992), Pseudomonas aeruginosa klinik
susunda pUM310 100 kb plazmitinin bulundugunu ve bu plazmit {izerinde arsenat,
arsenit ve antimonat tuzlarina karst direng genlerinin kodlandigint belirtmislerdir
[154]. Arsenat, arsenit ve antimonat i¢in direng genlerinin plazmit {izerinde
kodlandig1, Staphylococcus aureus’ta Novick ve Roth tarafindan ilk kez
tamimlanmistir. PSX267 bolgesinin arsenik direng genleri pC194 kullanilarak
Staphylococcus carnosus klonlanarak elde edilen plazmitin pCA43, kloramfenikol,
arsenat, arsenik ve antimona kars1 direng¢ gosterdigi belirtilmistir [155]. Coklu metal
ve antibiyotik direngliliginin bir arada bulunmasina yonelik olan bu ¢alismalar bizim

calismamizda buldugumuz sonuglari destekler niteliktedir.
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Tez kapsaminda ayrica izole edilen D. tsuruhatensis, P. koreensis ve A. johnsonii
suslarmin  Cd, Hg ve Sb diren¢ mekanizmalarinin protein seviyesinde
belirlenebilmesi i¢in metal iceren ve igermeyen ortamlarda total ve dis membran
protein profilleri incelenmistir. Cd igeren ortamda total proteinlerin ekstraksiyonu
sonucunda 84, 68, 33, 26, 17 ve 15 kDa boyutlarindaki bantlarda sirasiyla 1.9, 1.32,
1.06, 1.21, 1.24 ve 1.43 kat artis oldugu, dis membran proteinlerinin ekstraksiyonu
sonucu ise 68 ve 18 kDa boyutlarindaki proteinlerin ekspresyonlarinda sirasiyla 1.32
ve 2.2 kat artis oldugu belirlenmistir. Agir metal stresine maruz kalan
mikroorganizmalar bu toksik kirleticilere, bazi proteinlerinin ekspresyonunu artirarak
ya da azaltarak cevap vermektedir [156]. Bu sonuglar dogrultusunda D. tsuruhatensis
susunun Cd direngliliginde total ve dis membran proteinlerinin birlikte etkin oldugu

belirlenmistir.

Metal direng yollarinda stres kosuluna yanit niteliginde sentezi artan bazi proteinler
anahtar rolii oynamaktadir. Agir metal stresindeki bir mikroorganizma bu strese
adapte olabilmek ve dayaniklilik saglamak i¢in bazi proteinlerin sentezini arttirma
yoluna gidebilmektedir. Bu proteinler hem hiicre icinde sentezlenen sitozol
proteinlerini hem de zar proteinleriyle birlikte hiicre dis1 bilesenlerini de
icerebilmektedir. Metal iyonlari, dis membrana ve hiicre duvarina non-spesifik olarak
baglanabilmektedir. Bu baglanma, digs membranda yer alan -NH2 , -SH, -OH, -SOsH,
-COOH ve -PO;H gruplar ile metal iyonlar1 arasinda spesifik olmayan etkilesim ile
gerceklesmektedir. Metaller, enzimlerin ve proteinlerin yapisindaki bu gruplara

baglanarak bu molekiilleri inaktive edebilmektedirler [149].

Agir metal diren¢ durumunda hiicrede yeni sentezlenen proteinlerin metale bagh
adaptif hiicre korumasi gelisir [139]. E. coli, P. putida, P. syringae, P. aeruginosa
gibi baz1 gram negatif bakteri tiirleri ile metalin hiicrede akiimiile edilmesi, Cd hiicre
ici baglayici proteinlerin iiretimine baghdir. Cd igeren ve icermeyen ortamda
izolatlarin total hiicre hiicre protein profilleri analiz edilmistir. Direngli suslar
arasinda protein profillerinin benzerlik gosterdigi saptanmistir. Cd uzaklastirma
kapasitesi ile suglarin metal baglayan protein senteziyle dogrudan baglantili
oldugunu sodylemek miimkiindiir [139]. Laplace ve arkadaglari (2000) Cd’nin

bulundugu ortamda E. faecalis kiiltiirlerinin ¢esitli proteinlerinin sentezinde artis

176



oldugunu belirtmislerdir. E. faecalis’in csrA geninin molekiiler klonlama ve
karakterizasyonu Cd eklendikten sonra yapilmistir. Buna ek olarak, diisik Cd

konsantrasyonun bile csr4 ekspresyonuna sebep oldugu belirlenmistir [157].

P.  koreensis suslarmin Hg diren¢ mekanizmalarinin protein seviyesinde
belirlenebilmesi i¢cin Hg metali igceren ve icermeyen ortamlarda total ve dig membran
protein profilleri incelenmistir. Hg 10-2 olarak kodlanan P. koreensis i¢cin Hg igeren
ortamda total protein ekspresyonunda 97.7, 63.5 ve 53.4 kDa boyutlarindaki
bantlarda sirasiyla 1.71, 1.72, 2.07 kat artig oldugu tespit edilmistir. 39.6, 37.1 ve
27.8 kDa boyutlarindaki bantlarda ise sirasiyla 1.4, 1.3 ve 1.5 kat azalma oldugu
belirlenmistir. D1s membran protein ekstraksiyon sonucu 56.9, 45.8, 43.2, 39.6 35.3
ve 27.3 kDa boyutlarindaki bantlarin ekspresyonunda sirasiyla 1.34, 1.08, 1.01, 1.5,
1.1 ve 2.47 kat artis oldugu tespit edilmistir. Hg 11-4 olarak kodlanan P. koreensis
icin Hg civa iceren ortamda 70.6, 40.2, 28.2,15.7 ve 14.2 kDa boyutlarindaki
bantlarda sirasiyla 1.71, 1.46, 1.22 ve 1.07 kat artis oldugu gorilmiistiir. Hg 11-4
susunun dig membran protein profili incelendiginde Hg igeren ortamda 25.8 ve 19.5
kDa boyutlarindaki bantlarin ekspresyonunda sirastyla 2.38 ve 1.11 kat artis oldugu
belirlenmistir. Bu  sonuglar dogrultusunda P. koreensis suslarmin  Hg
direngliliklerinde her iki tip proteinlerin de etkin rol aldig1 disiiniilmektedir. Wang
ve arkadaslarinin (2007) yaptiklar1 calismaya gore, Hg direngli P. putida’nin yiiksek
konsantrasyonda Hg’ye maruz kaldiginda hiicresel proteomunda ¢ok az bir degisim
belirlerken, ozellikle hiicre zarina ait tasiyict  proteinlerde  degisiklik
gozlemlemislerdir. Bu caligmaya gore, yiiksek konsantrasyonda agir metal iceren
ortamda katyon akisim1 saglayan tasiyict proteinlerin sentezi 45 kez daha fazla

olurken, bir dis zar proteini olan porinin sentezi 106 kat azalmistir [158].

A. johnsonii susunun Sb diren¢ mekanizmasinin protein seviyesinde belirlenebilmesi
icin Sb metali igeren ve igermeyen ortamlarda total ve dis membran protein profilleri
incelenmistir. Total protein ekstraksiyonu sonucunda Sb igeren ortamda 89, 63.8,
44.2, ve 36 boyutlarinda olan bantlarin ekspresyonunda sirasiyla 8.1, 13.6, 11 ve 2.9
kat azalma belirlenirken 28.5 kDa boyutunda olan banttin ekspresyonunda 2.3 kat
artis oldugu tespit edilmistir. D1s membran protein ekstraksiyonu sonucu Sb igeren

ortamda 86.5, 83.2 ve 81 kDa boyutlarindaki bantlarin ekspresyonunda sirasiyla
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1.08, 1.1 ve 2.45 kat artis oldugu belirlenmistir. Bu sonuglar dogrultusunda A.
johnsonii susunun Sb direncliliginde her iki proteinin de etkin rol aldig
diisiiniilmektedir. Arsenik ve antimon oksianyonlarinin kimyasal 6zellikleri benzer
oldugundan, aym yol ile tasinmaktadir. Arsenik gibi antimon direncinde de hiicre
icine alinan bu metaller detoksifiye edilip hiicre disina atilirlar [70, 71]. As ve Sb,
arasindaki benzerlik g6z Oniline alindiginda As (III)/Sb (V) atim mekanizmasi
proteinlerini kodlayan arsRDABC operon liyesi arsB geni, hem As (III) hem de Sb
(V) direngliligini dogrulamaktadir [157]. Sb™’iin transportu arsB tasiyici protein ile
katalize edilir. Sb™iin inorganik formlarmm E. coli hiicrelerine gliseroporin GlpF

kanali ile alimi1 kolaylastirilir [68].

Calismanin son asamasinda ise Cd direngli D. tsuruhatensis susunun 2010-2012
donemlerindeki mevsimsel populasyon yayilimi FISH yontemi kullanilarak
belirlenmistir. D. tsuruhatensis susunun 2010 yili verilerine gore ortalama
populasyon yogunlugu en fazla Ocak ayinda en az ise Ekim ayinda tespit edilmistir.
2011 yili verilerine gore ise populasyon yogunlugunun en fazla Temmuz ayinda en
az ise Ocak ayinda oldugu dikkat ¢cekmektedir. 2012 yilinda ise yogunlugun en fazla
oldugu ay yine Temmuz, en az oldugu ay ise yine Ocak olarak belirlenmistir.
Sicaklik artisinin en fazla oldugu Temmuz aylarinda populasyon yogunlugu artarken
Ekim ayinda sicakliklarin azalmasiyla birlikte populasyon oraninda azalis
goriilmektedir. Sicakliklarin en diisikk oldugu Ocak aylarinda ise populasyon

yogunlugunun en diisiik oranlarda oldugu dikkat ¢ekicidir.

Hg direngli P. koreensis susunun mevsimsel populasyon yayilimi da FISH yontemi
ile belirlenmistir. Calisma sonucunda P. koreensis susunun 2010 yil1 verilerine gore
ortalama populasyon yogunlugu en fazla Temmuz ayinda en az ise Ekim ayinda
tespit edilmistir. 2011 yili verilerine gére populasyon yogunlugu en fazla yine
Temmuz ayinda ve en az Ekim ayinda oldugu belirlenmistir. 2012 yil1 verilerine
bakildiginda ortalama populasyon yogunlugu en fazla yine Temmuz ayinda ve en az
Ocak ayinda tespit edilmistir. Hg direngli susun sicaklik artiginin en fazla oldugu
Temmuz aylarinda populasyon yogunlugu artarken Ekim ayinda sicakliklarin

azalmasiyla birlikte populasyon yogunlugunda azalig goriilmektedir. Sicakliklarin en
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diisiik oldugu Ocak aylarinda ise populasyon yogunlugunun en diisiik oranlarda

oldugu belirlenmistir.

Tez kapsaminda ayrica Sb direngli A. johnsonii susunun mevsimsel populasyon
yayillim1 FISH yontemi ile belirlenmistir. 4. johnsonii susunun 2010 yil1 verilerine
gore ortalama populasyon yogunlugu en fazla Temmuz ayinda ve en az Ekim ayinda
tespit edilmistir. 2011 yili verilerine gore ortalama populasyon yogunlugu en fazla
Temmuz ayinda en az Ocak ayinda belirlenmistir. 2012 yili 4. johnsonii susunun
ortalama verilerine gore ortalama populasyon yogunlugu en fazla Temmuz ayinda ve
en az Ekim ayinda belirlenmistir. A. johnsonii susunun sicaklik artisinin en fazla
oldugu Temmuz aylarinda populasyon yogunlugu artarken Ekim ayinda sicakliklarin
azalmasiyla birlikte populasyon yogunlugunda da azalma goriilmektedir. 2012 yili
disinda sicakliklarin en diisiik oldugu Ocak aylarinda ise populasyon yogunlugunun
en disiik oranlarda oldugu belirlenmistir. D. tsuruhatensis, P. koreensis ve A.
johnsonii suslarinin {i¢ yillik ortalama populasyon yayilim oranlaria bakildiginda
mevsimsel kosullarin yani sira ¢evresel faktorlere bagli olarak da degisiklik
gosterdigi belirlenmistir. Kizilirmak’in Kirikkale il smirina ulastigi ilk nokta
Kesikkoprii Baraji’dir. Barajda toplanan Kizilirmak suyu belirli periyotlarla baraj
kapaklar1 kapatilarak, diger 11 bolgede su seviyesinin azalmasina neden olmaktadir.
Ozellikle yaz aylarinda sicaklik artisi ve buharlasma su seviyesini azaltmaktadir.
Ayrica Makine Kimya Endiistrisi ile Tiipras Rafinerisi gibi biiyiik sanayi kuruluslar
ve diger isletmelerin faaliyetleri sonucu Cd, Hg ve Sb direncli bakterilerin mevsimsel

populasyon yayilimlarinin etkilendigi diisiiniilmektedir.

Literatiirde agir metal ile kontamine sularda FISH yontemiyle direngli suslarin
populasyon yayilimlarina yonelik calismaya rastlanilmamigtir. Nicomrat ve
arkadaslar1 (2006) tarafindan yapilan caligmada, maden drenaj sularinin karistigi
sediment 6rneklerinde bulunan mikrobiyal populasyonlari 16S rRNA ile karakterize
etmis ve FISH teknigi ile sayilarimi belirlemislerdir. Bu amagla ayrica Fe ve S
oksitleyen  Acidithiobacillus  ferrooxidans,  Acidithiobacillus  thiooxidans,
Acidithiobacillus caldus, Leptospirillum ferrooxidans ve Acidiphilium spp. gibi
asidofilik bakteriler ve Ferroplasma acidarmanus ve Sulfolobus spp. gibi asidofilik

arkelerin oligonukleotid problarin1 dizayn etmislerdir. Alinan ylizey sediment
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orneginde total mikrobiyal komiinitenin %0,01’inde Arkeler tespit edilmistir.
Bakteriyel populasyonun %37’sini Acidithiobacillus ferrooxidans olusturdugu
belirtilmistir. Acidiphilium cinsine ait heterotroflar bakteriyel populasyonda %20
oraninda bulunmustur. Leptospirillum ferrooxidans’in miktar1 ise belirlenme
diizeyinin altinda olmasi nedeniyle tespit edilememistir [115]. Cavalca ve arkadaslari
(2010) arsenik ile kontamine olan toprakta yetisen Cirsium arvense (L.) devedikeni
bitkisinin koklerinde As direngli rizobakteriyal topluluklar1 FISH yontemiyle
belirlemek i¢in 16S rRNA hedefli 5° ucu Cy3 floresan boya ile isaretli problar
kullanilmistir. Arsenik direngli izolatlar 13 cinse ait olup, en yaygin cinsler Bacillus,
Achromobacter, Brevundimonas, Microbacterium ve Ochrobactrum’dur. Birgok
bakteri en yiiksek As konsantrasyonlarinda (100 mM arsenat ve 10 mM arsenit)
yasayabilmektedir. FISH analizi ile bakteri gruplarmi, agirhikli olarak o-
proteobacteria, p-Proteobacteria, ve y-Proteobacteria olusturdugu gorilmiistiir.
Kok-toprak sisteminde FISH analizi ile hedef bakteri grubuna gore kullanilan problar
ve toplam bakteri yogunlugunda hibridizasyon oranlar1 Bet42a %24.2, Gam42a
%355.7, Pse227 %50.0, Alf968 %13.3, CF319a %0.6, HGC354b %0.9 ve LGC354b
%1.1 olarak belirtilmistir [159].

Farkli ¢evrelerde, mikrobiyal ¢esitliligin identifikasyonunda molekiiler tekniklerin
hizlh  ve gilvenilirliginin  yiiksek oldugu gorilmektedir. Organizmalarin
tanimlanmasinda, takip edilmesinde FISH yontemi kullanilmaktadir [160]. Bu teknik
ile bakteriler dogal habitatlarinda kiiltiire edilmelerine gerek kalmaksizin floresan
mikroskobu kullanilarak saptanabilmektedir. Boylece kiiltiire edilemeyen bakterilerin
tanisina ve takibine de olanak saglamaktadir. Niikleik asit amplifikasyon ve
FISH yontemleri hizli ve giivenilir testler olup, duyarlilik ve 6zgiilliikkleri oldukga
yiiksektir. 16S rRNA hedefli floresan isaretli oligoniikleotid problar kullanilarak
FISH yontemi ile Cd, Hg ve Sb direngli D. tsuruhatensis, P. koreensis ve A.
johnsonii suslarinin yiizey sularinda takip edilmesine yonelik calismamizda elde
ettigimiz sonucglar FISH yonteminin kolaylikla nehir sularinda uygulanabildigini

gostermistir.

Yapilan bu ¢alisma ile Kirikkale-Kizilirmak’tan izole edilen Cd, Hg ve Sb direngli

suglar, biyokimyasal ve genetiksel 6zellikleri bakimindan incelenmistir. Molekiiler
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ozellikler esas alinarak bu suslar tanimlanmistir. Tanimlanan bu suslarin ¢oklu metal
ve antibiyotik direnglilik profilleri belirlenmistir. Molekiiler karakterizasyon
caligmalarinda DNA ve protein profilleri belirlenerek, bu profillerin metal direnglilik
mekanizmasi ile iliskisi kurulmaya calisilmistir. Elde edilen bulgular dogrultusunda
calismada D. tsuruhatensis, P. koreensis, ve A. johnsonii nehir izolatlarimin Cd, Hg
ve Sb biyoremediasyonu i¢in potansiyel suslar olabilecegi belirlenmistir. Daha sonra
yapilacak ¢aligsmalarda karakteriize edilen bu suslarin metal uzaklagtirma kapasiteleri
belirlenmelidir. Literatiirde Kirikkale-Kizilirmak’tan metal direngli bakterilerin izole
edilmesi, karakterizasyonlar1 ile ilgili sinirli sayida kaynak mevcuttur [142, 161].
Ayrica Kirikkale-Kizilirmak’tan izole edilen Cd, Hg ve Sb direncli D. tsuruhatensis,
P. koreensis ve A. johnsonii suslarinin FISH yontemiyle populasyon yayilimlarinin
belirlenmesi ile biyoremediasyonda etkin olabilecek suslarin doga sartlarinda

tespitinin yapilabilmesinin miimkiin oldugu gosterilmistir.
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EKLER
EK-1

Cizelge 1.

sonugclari
6-C. odontotermitis —--————=---—————--————————— - TGGCGGCATGCTTTAC-CATGCAAGTCGAR
8-C. composti  ————————--——-- GCTCAGATT-GAACGCTGGCGGCATGCCTTACACATGCAAGTCGAA
1-Cd 11-3  mm e AAGTCGTACGAGAGTAGAC--AG
2-D. tsuruhatensis  ———--———--——--——-—— ATTG-AACGCTGGCGGGCATGCCTTACACATGCAAGTCGAA
3-D. acidovorans AGAGTTTGATCCTGGCTCAGATT-GAACGCTGGCGGCATGCCTTACACATGCAAGTCGAA
4-Delftia sp. AGAGTTTGATCCTGGCTCAGATT-GAACGCTGGCGGCATGCCTTACACATGCAAGTCGAA
5-D. acidovorans --AGTTTGATCCTGGCTCAGATT-GAACGCTGGCGGCATGCCTTACACATGCAAGTCGAA
9-G. kuznetsovii = —mmmmmmmmm oo GGCATGCCTTACACATGCAAGTCGAA
10-G. anulus —--——--—- TCCTGGCTCAGATTAGAACGCTGGCGGCATGCCTTACACATGCAAGTCGAA
11-A. ebreus AGAGTTTGATCCTGGCTCAGATT-GAACGCTGGCGGCATGCCTTACACATGCAAGTCGAA
7-C. delicatus = —-—------ TTCATGGCTCAGATT-GAACGCTGGCGGCATGCCTTACACATGCAAGTCGAA
* % * * * * ok *

6-C. odontotermitis CGGCAGCAT---GGGCTTCGGCCTGATGGCGAGTGGCGAACGGGTGA-GTAATACATCGG
8-C. composti CGGTAACA----GGTCTTCGGA-TGCTGACGAGTGGCGAACGGGTGA-GTAATACATCGG
1-cd 11-3 CGCTG---———-——- CTTAGGA-CGCTGACGAGTGGCGAACGGGTGAAGTAATACATCGG
2-D. tsuruhatensis  CGGTAACA----GGTCTTCGGA-CGCTGACGAGTGGCGAACGGGTGA-GTAATACATCGG
3-D. acidovorans CGGTAACA----GGTCTTCGGA-CGCTGACGAGTGGCGAACGGGTGA-GTAATACATCGG
4-Delftia sp. CGGTAACA----GGTCTTCGGA-CGCTGACGAGTGGCGAACGGGTGA-GTAATACATCGG
5-D. acidovorans CGGTAACA----GGTCTTCGGA-CGCTGACGAGTGGCGAACGGGTGA-GTAATACATCGG
9-G. kuznetsovii CGGTAACA----GGTCTTCGGA-TGCTGACGAGTGGCGAACGGGTGA-GTAATACATCGG
10-G. anulus CGGTAACA----GGTCTTCGGA-TGCTGACGAGTGGCGAACGGGTGA-GTAATACATCGG
11-A. ebreus CGGTAACA----GGTCTTCGGA-TGCTGACGAGTGGCGAACGGGTGA-GTAATACATCGG
7-C. delicatus CGGCAGCACGGGAGTAATC--C-TGGTGGCGAGTGGCGAACGGGTGA-GTAATATATCGG

* K * Kk kk KAAKAKRAKAAKA KKK KAXAA XK *hkhkAk*x *xkk*
6-C. odontotermitis AACGTGCCTGGTAGTGGGGGATAACTACTCGAAAGAGTAGCTAATACCGCATGAGATCTA
8-C. composti AACGTGCCCAGTTGTGGGGGATAACTACTCGAAAGAGTAGCTAATACCGCATACGAACTG
1-Cd 11-3 AACGTGCCCAGTCGTGGGGGATAACTCAGCATAAGAGTAGCTAATACCGCATACGATCTG
2-D. tsuruhatensis AACGTGCCCAGTCGTGGGGGATAACTACTCGAAAGAGTAGCTAATACCGCATACGATCTG
3-D. acidovorans AACGTGCCCAGTCGTGGGGGATAACTACTCGAAAGAGTAGCTAATACCGCATACGATCTG
4-Delftia sp. AACGTGCCCAGTCGTGGGGGATAACTACTCGAAAGAGTAGCTAATACCGCATACGATCTG
5-D. acidovorans AACGTGCCCAGTCGTGGGGGATAACTACTCGAAAGAGTAGCTAATACCGCATACGATCTG
9-G. kuznetsovii AACGTGCCCAATCGTGGGGGATAACGCAGCGAAAGCTGTGCTAATACCGCATACGATCTA
10-G. anulus AACGTGCCCAATCGTGGGGGATAACGCAGCGAAAGCTGTGCTAATACCGCATACGATCTA
11-A. ebreus AACGTGCCCGATCGTGGGGGATAACGAGGCGAAAGCTTTGCTAATACCGCATACGATCTA
7-C. delicatus AACGTGCCCAGTCGTGGGGGATAACGTAGCGAAAGCTACGCTAATACCGCATACGATCTA

* ok ok ok ok ok ok ok * kkkkkkkkkkkk * * k * Kk kkkkokkkkkkk *k kK
6-C. odontotermitis AGGATGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTACTAGAGCGGCCGATGGCAGATTAGG
8-C. composti AGGTTGAAAGCAGGGGATCTTCGGACCTTGCGCAATTGGAGCGGCCGATGGCAGATTAGG
1-cd 11-3 AGGATGAAAGCGGGGGACCTTCGGGCCTCGCGCGATTGGAGCGGCCGATGGCAGATTAGG
2-D. tsuruhatensis  AGGATGAAAGCGGGGGACCTTCGGGCCTCGCGCGATTGGAGCGGCCGATGGCAGATTAGG
3-D. acidovorans AGGATGAAAGCGGGGGACCTTCGGGCCTCGCGCGATTGGAGCGGCCGATGGCAGATTAGG
4-Delftia sp. AGGATGAAAGCGGGGGACCTTCGGGCCTCGCGCGATTGGAGCGGCCGATGGCAGATTAGG
5-D. acidovorans AGGATGAAAGCGGGGGACCTTCGGGCCTCGCGCGATTGGAGCGGCCGATGGCAGATTAGG
9-G. kuznetsovii CGGATGAAAGCGGGGGATCTTCGGACCTCGCGCGAATGGAGCGGCCGATGGCAGATTAGG
10-G. anulus CGGATGARAGCGGGGGATCTTCGGACCTCGCGCGAATGGAGCGGCCGATGGCAGATTAGG
11-A. ebreus CGGATGAAAGCGGGGGATCTTCGGACCTCGCGCGGACGGAGCGGCCGATGGCAGATTAGG
7-C. delicatus TGGATGAAAGCGGGGGATCGCAAGACCTCGCGCGATTGGAGCGGCCGATATCAGATTAGG

*k khkkkhkkk khkkkk K * kkk kkkk Kk ok kk ok ok kkkk Kok ok k ok ok ok ok ok
6-C. odontotermitis TAGTTGGTGGGATAAAAGCTTACCAAGCCGACGATCTGTAGCTGGTCTGAGAGGACGACC
8-C. composti TAGTTGGTGGGGTAAAGGCTTACCAAGCCTGCGATCTGTAGCTGGTCTGAGAGGACGACC
1-cd 11-3 TAGTTGGTGGGATAAAAGTCATCCAAGCCGACGATCTGTAGCTGGTCTGAGAGGACGACC
2-D. tsuruhatensis  TAGTTGGTGGGATAAAAGCTTACCAAGCCGACGATCTGTAGCTGGTCTGAGAGGACGACC
3-D. acidovorans TAGTTGGTGGGATAAAAGCTTACCAAGCCGACGATCTGTAGCTGGTCTGAGAGGACGACC
4-Delftia sp. TAGTTGGTGGGATAAAAGCTTACCAAGCCGACGATCTGTAGCTGGTCTGAGAGGACGACC
5-D. acidovorans TAGTTGGTGGGATAAAAGCTTACCAAGCCGACGATCTGTAGCTGGTCTGAGAGGACGACC
9-G. kuznetsovii TAGTTGGTAGGGTAAAAGCCTACCAAGCCGACGATCTGTAGCTGGTCTGAGAGGACGACC
10-G. anulus TAGTTGGTAGGGTAAAAGCCTACCAAGCCGACGATCTGTAGCTGGTCTGAGAGGACGACC
11-A. ebreus TAGTTGGTGGGATAAAAGCTTACCAAGCCGACGATCTGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATC

7-C. delicatus

TAGTTGGTGGGGTAAAGGCTCACCAAGCCGACGATCTGTAGCTGGTCTGAGAGGACGACC

kkkkkhkkk Kk K*k Kkhkk Kk K KKk kK Kk kK khkkKkKkhkK kA hkhAkrAhhkkhkhkrxk kA khkk k* **%x *
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7-C. delicatus

AGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTT
AGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTT
AGCCACACTGGGGAACGTACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTT
AGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTT
AGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTT
AGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTT
AGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTTCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTT
AGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTT
AGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTT
AGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTT
AGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTT

Kok ok k ok kokokokokokk KAk kkhkhhhhhhhhkhk hAAhkAAAAAAAA ARk Ak khkkkkk kK *

GGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGCAGGATGAAGGCCTTCGGGTTG
GGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGCAGGATGAAGGCCTTCGGGTTG
GGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCAATGCCGC-CGAGTGATGAAGGCCTTCGGGTTG
GGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGCAGGATGAAGGCCTTCGGGTTG
GGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGCAGGATGAAGGCCTTCGGGTTG
GGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGCAGGATGAAGGCCTTCGGGTTG
GGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGCAGGATGAAGGCCTTCGGGTTG
GGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGCAGGATGAAGGCCTTCGGGTTG
GGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGCAGGATGAAGGCCTTCGGGTTG
GGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGCAGGATGAAGGCCTTCGGGTTG
GGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGCAGGATGAAGGCCTTCGGGTTG

KAKKKKAKKAKAKN KA KAKAAKKAKA KA K KA K*hk A kK * LR R R R R R

TAAACTGCTTTTGTACGGAACGAAAA-GCTTCTGGTTAATACCTGGGAGTCATGACGGTA
TAAACTGCTTTTGTACGGAACGAAAA-GCTCTTCTCTAATACAGAAGGGTCATGACGGTA
TAAACTGCTTTTGTACGGAACGAAAAAGCTCCT-TCTAATACAGGGGGCCCATGACGGTA
TAAACTGCTTTTGTACGGAACGAAAAAGCTCCT-TCTAATACAGGGGGCCCATGACGGTA
TAAACTGCTTTTGTACGGAACGAAAAAGCTTCT-CCTAATACGAGAGGCCCATGACGGTA
TAAACTGCTTTTGTACGGAACGAAAAAGCTTCT-CCTAATACGAGAGGCCCATGACGGTA
TAAACTGCTTTTGTACGGAACGAAAAGGCTTCT-CCTAATACGAGAGGCCATTGACGGTA
TAAACTGCTTTTGTACGGAGCGAAAAGGTCTCT-TCTAATACAGGAGGCCCATGACGGTA
TAAACTGCTTTTGTACGGAGCGAAAAGGTCTCT-TCTAATACAGGAGGCCCATGACGGTA
TAAACTGCTTTTGTACGGAACGAAAAGCCTCTT-TCTAATAAAGAGGGGTCATGACGGTA
TAAACTGCTTTTGTACGGAACGAAAAGGCTCTC-TCTAATACAGGGGGCTCATGACGGTA

KKAkhKKAAKAKAK XA KA KA XA X *Akkk*k * Kk kKK * kK kk KKk kKK

CCGTAAGAATAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGA
CCGTAAGAATAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAA
CCGTAAGAATAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGTCGA
CCGTAAGAATAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGA
CCGTAAGAATAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGA
CCGTAAGAATAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAA
CCGTAAGAATAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGA
CCGTAAGAATAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAA
CCGTAAGAATAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAA
CCGTAAGAATAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAA
CCGTAAGAATAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAA

LR RS SRS RS EE SRR R R EEEE R R SRR R SRR EE SRR EEEEEEEEEEE TS * ok

GCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTTATGTAAGACAGAGGTGA
GCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTTTTGTAAGACAGTGGTGA
GCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTTATGTAAGACAGATGTGA
GCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTTATGTAAGACAGATGTGA
GCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTTATGTAAGACAGATGTGA
GCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTTATGTAAGACAGATGTGA
GCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTTATGTAAGACAGAGGTGA
GCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTGTTGTAAGACAGAGGTGA
GCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTGTTGTAAGACAGAGGTGA
GCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTTTTGTAAGACAGAGGTGA
GCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTTATGTAAGACAGATGTGA

Kk kkhkkhkhkhhkhhk kA Ak A AN AN KA KAk hhkhhhhkhk kA Ak kA A KK Kk Kk kkKkk Kk kK Kk kK

AATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCCTTTGT-GACTGCATGGCTAGAGTGCGGCAGAG
AATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCCATTGT-GACTGCAAGGCTGGAGTGCGGCAGAG
AATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACT-TGTCGATTGACTGCATGGCTAGAGTACGGTAGAG
AATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTTGT-GACTGCATGGCTAGAGTACGGTAGAG
AATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTTGT-GACTGCATGGCTAGAGTACGGTAGAG
AATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTTGT-GACTGCATGGCTAGAGTACGGTAGAG
AATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTTNT-AACTGCATGGCTAGAGTACGGTAGAG
AATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCCTTTGT-GACTGCAACGCTAGAGTACGGCAGAG
AATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCCTTTGT-GACTGCAACGCTAGAGTACGGCAGAG
AATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCCTTTGT-GACTGCAAGGCTGGAGTGCGGCAGAG
AATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTTGT-GACTGCATAGCTAGAGTACGGCAGAA

Khkkhkhhhkhhhhhkhhkhkhkhkrkkhk Ak K ** * Kok kK oKk ok kkk Khkhkkk Kkkhkk Kkkk
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325
339
310
334
353
353
351
320
345
353
347

385
399
369
394
413
413
411
380
405
413
407

444
458
428
453
472
472
470
439
464
472
466

504
518
488
513
532
532
530
499
524
532
526

564
578
548
573
592
592
590
559
584
592
586

623
637
607
632
651
651
649
618
643
651
645



6-C. odontotermitis
8-C. composti

1-Cd 11-3

2-D. tsuruhatensis
3-D. acidovorans
4-Delftia sp.

5-D. acidovorans
9-G. kuznetsovii
10-G. anulus

11-A. ebreus

7-C. delicatus

6-C. odontotermitis
8-C. composti

1-Cd 11-3

2-D. tsuruhatensis
3-D. acidovorans
4-Delftia sp.

5-D. acidovorans
9-G. kuznetsovii
10-G. anulus

11-A. ebreus

7-C. delicatus

6-C. odontotermitis
8-C. composti

1-Ccd 11-3

2-D. tsuruhatensis
3-D. acidovorans
4-Delftia sp.

5-D. acidovorans
9-G. kuznetsovii
10-G. anulus

11-A. ebreus

7-C. delicatus

6-C. odontotermitis
8-C. composti

1-Cd 11-3

2-D. tsuruhatensis
3-D. acidovorans
4-Delftia sp.

5-D. acidovorans
9-G. kuznetsovii
10-G. anulus

11-A. ebreus

7-C. delicatus

6-C. odontotermitis
8-C. composti

1-Cd 11-3

2-D. tsuruhatensis
3-D. acidovorans
4-Delftia sp.

5-D. acidovorans
9-G. kuznetsovii
10-G. anulus

11-A. ebreus

7-C. delicatus

6-C. odontotermitis
8-C. composti

1-Cd 11-3

2-D. tsuruhatensis
3-D. acidovorans
4-Delftia sp.

5-D. acidovorans
9-G. kuznetsovii
10-G. anulus

11-A. ebreus

7-C. delicatus

6-C.
8-C.

odontotermitis
composti

GGGGATGGAATTCCGCGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGATATGCGG-AGGAACACCGATGG
GGGGATGGAATTCCGCGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGATATGCGG-AGGAACACCGATGG
GGGGATGGTACACTGCGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGATATGCGGGAGGAACACCGATGG
GGGGATGGAATTCCGCGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGATATGCGG-AGGAACACCGATGG
GGGGATGGAATTCCGCGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGATATGCGG-AGGAACACCGATGG
GGGGATGGAATTCCGCGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGATATGCGG-AGGAACACCGATGG
GGGGATGGAATTCCGCGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGATATGCGG-AGGAACACCGATGG
GGGGATGGAATTCCGCGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGATATGCGG-AGGAACACCGATGG
GGGGATGGAATTCCGCGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGATATGCGG-AGGAACACCGATGG
GGGGATGGAATTCCGCGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGATATGCGG-AGGAACACCGATGG
GGGGATGGAATTCCGCGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGATATGCGG-AGGAACACCGATGG

*KkkKkkKkKkKk K Kk KKK KAAKA KKK KA KAAA KA AR A AR AR A AAKFAAA K’ KR AAF A A AR F A AR AKX

CGAAGGCAATCCCCTGG-GCCTGCACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGG-AGCAAAC
CGAAGGCAATCCCCTGG-GCCTGCACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGG-AGCAAAC
CGAAGGCAATCCCCTGGGACCTGTACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGGGAGCAAAC
CGAAGGCAATCCCCTGG-ACCTGTACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGG-AGCAAAC
CGAAGGCAATCCCCTGG-ACCTGTACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGG-AGCAAAC
CGAAGGCAATCCCCTGG-ACCTGTACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGG-AGCAAAC
CGAAGGCAATCCCCTGG-ACCTGTACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGG-AGCAAAC
CGAAGGCAATCCCCTGG-GCCTGTACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGG-AGCAAAC
CGAAGGCAATCCCCTGG-GCCTGTACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGG-AGCAAAC
CGAAGGCAATCCCCTGG-GCCTGCACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGG-AGCAAAC
CGAAGGCAATCCCCTGG-GCCTGTACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGG-AGCAAAC

ER R R KAKK KAKAKAKAAKAKRKAKAAKA KA I KA R AA XA K KA RK KA h XKk Kh K

AGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGTCAACTG-GTTGTTGGGAATTA
AGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGTCAACTG-GTTGTTGGGAATTA
AGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAA-CGATGTCAACTGTGTTGTTGGGAATTA
AGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGTCAACTG-GTTGTTGGGAATTA
AGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGTCAACTG-GTTGTTGGGAATTA
AGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGTCAACTG-GTTGTTGGGAATTA
AGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGTCAACTG-GTTGTTGGGAATTA
AGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGTCAACTG-GTTGTTGGGTCTTC
AGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGTCAACTG-GTTGTTGGGTCTTC
AGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGTCAACTG-GTTGTTGGGTCTTC
AGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGTCAACTG-GTTGTTGGGTCTTC

EEEEE SRR EEE SR SRR EEEEEE R R R RS SR ISR R SRR R RS ISR SRR * %

ACTTTCTCAGTAACGAAGCTAACGCGTGAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGG
ACTTTCTCAGTAACGAAGCTAACGCGTGAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGG
GTTTTCTCAGTAACGAAGCTAACGCGT-AAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGG
GTTTTCTCAGTAACGAAGCTAACGCGTGAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGG
GTTTTCTCAGTAACGAAGCTAACGCGTGAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGG
GTTTTCTCAGTAACGAAGCTAACGCGTGAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGG
GTTTTCTCAGTAACGCAGCTAACGCGTGAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGG
ACTGACTCAGTAACGAAGCTAACGCGTGAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGG
ACTGACTCAGTAACGAAGCTAACGCGTGAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGG
ACTGACTCAGTAACGAAGCTAACGCGTGAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGG
ACTGACTCAGTAACGAAGCTAACGCGTGAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGG

* Khkkhkhhhhhkhk hhhhkhkhhAhkhhAh AAAAAAhhkhhhhhhh Ak kA AR AN AAAA A A Kk K

TTGAAACTCAAAGG--AATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGATGATGTGGTTTAATT
TTGAAACTCAAAGG--AATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGATGATGTGGTTTAATT
TTGAAACTCAAAGGTGAAT---CGGGGACCCGCACAAGCGGTGGATGATGGTGTTTAATT
TTGAAACTCAAAGG--AATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGATGATGTGGTTTAATT
TTGAAACTCAAAGG--AATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGATGATGTGGTTTAATT
TTGAAACTCAAAGG--AATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGATGATGTGGTTTAATT
TTGAAACTCAAAGG--AATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGATGATGTGGTTTAATT
TTAAAACTCAAAGG--AATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGATGATGTGGTTTAATT
TTAAAACTCAAAGG--AATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGATGATGTGGTTTAATT
TTGAAACTCAAAGG--AATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGATGATGTGGTTTAATT
TTGAAACTCAAAGG--AATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGATGATGTGGTTTAATT

Kk ok ok ok ok ok ok ok okokokk * kK KAk khkkhkhkhkhhkhhhrAhk Ak ARAKA A A K&k kK Kok ok k ok Kk kK

CGATGCAACGCGAAAAACCTTACCCACCTTTGACATGGCAGGAACTTTCCAGAGATGGAT
CGATGCAACGCGAAAAACCTTACCCACCTTTGACATGGCAGGAATCCTTTAGAGATAGAG
CGATGCAACGCGAAAAACTCATCCCACCTTTGACATGGCAGGAAGTTTCCAGAGATGGAT
CGATGCAACGCGAAAAACCTTACCCACCTTTGACATGGCAGGGAGTTTCCAGAGATGGAT
CGATGCAACGCGAAAAACCTTACCCACCTTTGACATGGCAGGAAGTTTCCAGAGATGGAT
CGATGCAACGCGAAAAACCTTACCCACCTTTGACATGGCAGGAAGTTTCCAGAGATGGAT
CGATGCAACGCGAAAAACCTTACCCACCTTTGACATGGCAGGAAGTTTCCAGAGATGGAT
CGATGCAACGCGAAAAACCTTACCCACCTTTGACATGGCAGAAATCCTTTAGAGATAGAG
CGATGCAACGCGAAAAACCTTACCCACCTTTGACATGGCAGAAATCCTTTAGAGATAGAG
CGATGCAACGCGAAAAACCTTACCCACCTTTGACATGGCAGGAAGTTTCCAGAGATGGAT
CGATGCAACGCGAAAAACCTTACCCACCTTTGACATGTACGGAAGTTACCAGAGATGGTT

R R R R R R * * *kkkkk Kk

TGGTGCTCGAAAGAGAACCTGCACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTG
GAGTGCTCGAAAGAGAACCTGCACACAGGTGCTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTG
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682
696
667
691
710
710
708
6717
702
710
704

740
754
727
749
768
768
766
735
760
768
762

799
813
786
808
827
827
825
794
819
827
821

859
873
845
868
887
887
885
854
879
887
881

917
931
902
926
945
945
943
912
937
945
939

977
991
962
986
1005
1005
1003
972
997
1005
999

1037
1051



1-Cd 11-3

2-D. tsuruhatensis
3-D. acidovorans
4-Delftia sp.

5-D. acidovorans
9-G. kuznetsovii
10-G. anulus

11-A. ebreus

7-C. delicatus

6-C. odontotermitis
8-C. composti

1-Ccd 11-3

2-D. tsuruhatensis
3-D. acidovorans
4-Delftia sp.

5-D. acidovorans
9-G. kuznetsovii
10-G. anulus

11-A. ebreus

7-C. delicatus

6-C. odontotermitis
8-C. composti

1-Cd 11-3

2-D. tsuruhatensis
3-D. acidovorans
4-Delftia sp.

5-D. acidovorans
9-G. kuznetsovii
10-G. anulus

11-A. ebreus

7-C. delicatus

6-C. odontotermitis
8-C. composti

1-Cd 11-3

2-D. tsuruhatensis
3-D. acidovorans
4-Delftia sp.

5-D. acidovorans
9-G. kuznetsovii
10-G. anulus

11-A. ebreus

7-C. delicatus

6-C. odontotermitis
8-C. composti

1-Cd 11-3

2-D. tsuruhatensis
3-D. acidovorans
4-Delftia sp.

5-D. acidovorans
9-G. kuznetsovii
10-G. anulus

11-A. ebreus

7-C. delicatus

6-C. odontotermitis
8-C. composti

1-Cd 11-3

2-D. tsuruhatensis
3-D. acidovorans
4-Delftia sp.

5-D. acidovorans
9-G. kuznetsovii
10-G. anulus

11-A. ebreus

7-C. delicatus
6-C. odontotermitis
8-C. composti

1-Ccd 11-3

2-D. tsuruhatensis

TCGTGCTCGAAAGAGAACCTGCACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTG
TCGTGCTCGAAAGAGAACCTGCACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTG
TCGTGCTCGAAAGAGAACCTGCACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTG
TCGTGCTCGAAAGAGAACCTGCACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTG
TCGTGCTCGAAAGAGAACCTGCACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTG
GAGTGCTCGAAAGAGAATCTGCACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTG
GAGTGCTCGAAAGAGAATCTGCACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTG
TCGTGCCCGAAAGGGAACCTGCACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTG
TCGTGCTCGAAAGAGAACCGTAACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTG

*khkkk Khkkkhkkk KKk K KKAKKKAKKAKAAKAKRKAKAA KK *AKAA KA I XA R AA XA KKK K K

AGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGCCATTAGTTGCTACG-—-——-AAA
AGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGCCATTAGTTGCTACATTCAGTT
AGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCATTAGTTGCTACATTCAGTT
AGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCATTAGTTGCTACATTCAGTT
AGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCATTAGTTGCTACATTCAGTT
AGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCATTAGTTGCTACATTTAGTT
AGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCATTAGTTGCTACATTTAGTT
AGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGCCATTAGTTGCTACATTTAGTT
AGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGCCATTAGTTGCTACATTTAGTT
AGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGCCATTAGTTGCTAC----GAAA
AGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCATTAGTTGCTACATTTAGTT

LR R R R RS SRR SRR EEEEEE R EEEEEEEEEEEE IR EEEEE SRR

GGGCACTCTAATGGGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCC
GAGCACTCTAATGGGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACATCAAGTCC
GAGCACTCTAATGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCC
GAGCACTCTAATGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCC
GGGCACTCTAATGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCC
GGGCACTCTAATGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCC
GGGCACTCTAATGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCC
GGGCACTCTAATGGGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCC
GGGCACTCTAATGGGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCC
GGGCACTCTAATGGGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCC
GGGCACTCTAATGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCC

K kkkkhkkhkhkhkhkhk AAAAAAAAAA KA KA kA Ak h kA Ak AAAKRANAAAA AL A K Kk khk kK

TCATGGCCCTTATAGGTGGGGCTACACACGTCATACAATGGCTGGTACAAAGGGTTGCCA
TCATGGCCCTTATAGGTGGGGCTACACACGTCATACAATGGCTGGTACAAAGGGTTGCCA
TCATGGCCCTTATAGGTGGGGCTACACACGTCATACAATGGCTGGTACAGAGGGTTGCCA
TCATGGCCCTTATAGGTGGGGCTACACACGTCATACAATGGCTGGTACAGAGGGTTGCCA
TCATGGCCCTTATAGGTGGGGCTACACACGTCATACAATGGCTGGTACAGAGGGTTGCCA
TCATGGCCCTTATAGGTGGGGCTACACACGTCATACAATGGCTGGTACAGAGGGTTGCCA
TCATGGCCCTTATAGGTGGGGCTACACACGTCATACAATGGCTGGTACAGAGGGTTGCCA
TCATGGCCCTTATAGGTGGGGCTACACACGTCATACAATGGCTGGTACAAAGGGTTGCCA
TCATGGCCCTTATAGGTGGGGCTACACACGTCATACAATGGCTGGTACAAAGGGTTGCCA
TCATGGCCCTTATAGGTGGGGCTACACACGTCATACAATGGCTGGTACAGAGGGTTGCCA
TCATGGCCCTTATAGGTGGGGCTACACACGTCATACAATGGCTGGTACAAAGGGTTGCCA

R e I T R R

ACCCGCGAGGGGGAGCTAATCCCATAAAGCCAGTCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACT
ACCCGCGAGGGGGAGCTAATCCCATAAAGCCAGTCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACT
ACCCGCGAGGGGGAGCTAATCCCATAAAACCAGTCGTAGTCCGGACTGCAGTCTGCAACT
ACCCGCGAGGGGGAGCTAATCCCATAAAACCAGTCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACT
ACCCGCGAGGGGGAGCTAATCCCATAAAACCAGTCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACT
ACCCGCGAGGGGGAGCTAATCCCATAAAACCAGTCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACT
ACCCGCGAGGGGGAGCTAATCCCATAAAACCAGTCGTAGTCCGGTTCGCAGTCTGCAACT
ACCCGCGAGGGGGAGCTAATCCCATAAAGCCAGTCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACT
ACCCGCGAGGGGGAGCTAATCCCATAAAGCCAGTCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACT
ACCCGCGAGGGGGAGCTAATCCCATAAAGCCAGTCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACT
ACCCGCGAGGGGGAGCTAATCCCATAAAGCCAGTCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACT

KKAKRKKKKAKAKAKAKAKA KA KA KAKAKA KA AR AR AK, Ak hkdkhAAdhAkdhAAx kA K *hkkkkkkkkkkkkx

CGACTGCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGAATGTCACGGTGAATACGTT
CGACTGCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGAATGTCACGGTGAATACGTT
CGACTGCGTGAAGTCGGCAGACTTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGCT
CGACTGCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTT
CGACTGCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTT
CGACTGCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTT
CGACTGCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTT
CGACTGCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGAATGTCACGGTGAATACGTT
CGACTGCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGAATGTCACGGTGAATACGTT
CGACTGCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGAATGTCGCGGTGAATACGTT
CGACTGCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGAATGTCACGGTGAATACGTT

R R R o kK kKkhkhkhkk Kk K rAkkhkkk kkh*x *kk * Kkkkkkk kkkkkx *

CCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGCGGGTCTCGCCAGAAGTAGGTA
CCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGCGGGTCTCGCCAGAAGTAGGTA
CTCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGCGGGTCTCGCCAGAAGTAGGTA
CCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGCGGGTCTCGCCAGAAGTAGGTA
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1022
1046
1065
1065
1063
1032
1057
1065
1059

1093
1111
1082
1106
1125
1125
1123
1092
1117
1121
1119

1153
1171
1142
1166
1185
1185
1183
1152
1177
1181
1179

1213
1231
1202
1226
1245
1245
1243
1212
1237
1241
1239

1273
1291
1262
1286
1305
1305
1303
1272
1297
1301
1299

1333
1351
1322
1346
1365
1365
1363
1332
1357
1361
1359

1393
1411
1382
1406



3-D. acidovorans
4-Delftia sp.

5-D. acidovorans
9-G. kuznetsovii
10-G. anulus

11-A. ebreus

7-C. delicatus

6-C. odontotermitis
8-C. composti

1-Cd 11-3

2-D. tsuruhatensis
3-D. acidovorans
4-Delftia sp.

5-D. acidovorans
9-G. kuznetsovii
10-G. anulus

11-A. ebreus

7-C. delicatus

6-C. odontotermitis
8-C. composti

1-Cd 11-3

2-D. tsuruhatensis
3-D. acidovorans
4-Delftia sp.

5-D. acidovorans
9-G. kuznetsovii
10-G. anulus

11-A. ebreus

7-C. delicatus

Cizelge 2. Hg 10-2 susu ve diger bakterilerin 16S rRNA boélgelerinin hizalama

CCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGCGGGTCTCGCCAGAAGTAGGTA
CCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGCGGGTCTCGCCAGAAGTAGGTA
CCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGCGGGTCTCGCCAGAAGTAGGTA
CCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGCGGGTTCTGCCAGAAGTAGGTA
CCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGCGGGTTCTGCCAGAAGTAGGTA
CCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGCGGGTTCTGCCAGAAGTAGGTA
CCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGCGGGTTCTGCCAGAAGTAGTTA

K A K KA KA KA KA AR KA KA KA KA AR KA A RA K AR KA IR AR A AR A I XA KK *hkkkkkkkkkk kK

GCCTAACCGC-AAGGAGGGCGCTTACCACGGCGGGGTTCGTGACTGGGGTGAAGTCGTAA
GCCTAACCGC-AAGGAGGGCGCTTACCACGGCGGGGTTCGTGACTGGGGTGAAGTCGTAA
GC---ACTAT-A--——-————- CCTG-CA-——-——————— -~ ——
GCCTAACCGC-AAGGAGGGCGCTTA-CCACGGCGGGGTTCGTGACTGGGGTG-——————~—
GCCTAACCGC-AAGGAGGGCGCTTACCACGGCGGGGTTCGTGACTGGGGTGAAGTCGTAA
GCCTAACCGC-AAGGAGGGCGCTTACCACGGCGGGGTTCGTGACTGGGGTGAAGTCGTAA
GCCTAACCGC-AAGGAGGGCGCTTATCACGGCGGGGTTTGTGACTGGGGTGAAGTCGTAA
GCCTAACCGTCAAGGAGGGCGCTTACCACGGCAGGGTTCGTGACTGGGGTGAAGTCGTAA
GCCTAACCGT-AAGGAGGGCGCTTACCACGGCAGGGTTCGTGACTGGGGTGAAGTC-~-—~
GCCTAACCGT-AAGGAGGGCGCTTACCACGGCAGGGTTCGTGACTGGGGTGAAGTCGTAA
GCCTAACCGC-AAGGAAGGCGATTACCACGGCAGGGTTCGTGACTGGGGTTAAGTCCTAA

* K * ok * * *

CAAGGTAGCCGTATCGGAAGGTGCGGCTGGATCACCTCCTTT 1526

CAAGGTAGCCGTATCGGAAGGTGCGGCTGGATCACCT - - - 1521
CAAGGTAGCCGTATCGGAAGGTGCGGCTGGATCACCTCCT-- 1522
CAAGGTAGCCGTATCGGAAGGTGCNGCTGGATCACCTAT--~ 1491
——————————————————————————————— TCA-------- 1475
CAAGGTAGCCGTATCGGAAGGTGCGGCTGGATCACCT -~ -~ - 1517
CAAGGTAGCCGTATCGG- === ===—======—————— - 1495

sonuglari
6-P. cedrina = —--—————----————- ATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGT
7-P. cedrina ----GATCCTGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGT
9-P. libanensis ----GATCCTGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGT
10-P. gessardii ----GATCCTGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGT
11-P. migulae ----GATCCTGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGT
5-P.vancouverensis —-——-—----—-——---- ATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCARGTCGAGCGGA
8-P. jessenii ----GATCCTGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGA
4-P. reinekei = —-——mmmmm————o-—o ATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCARGTCGAGCGGA
2-P. koreensis = ————mmmm———mmoo—————o ARACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGA
3-P. moraviensis GTTTGATCCTGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGA
1-Hg 10-2 mmmmmmmmmm e GTCGTAGCGGGTGTA----GAGCG-~
* Kk Kk K **x ok * Kk Kk kK

6-P. cedrina AGAGAGAAGCTTGCTTCTCTTGAG--AGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTG
7-P. cedrina AGAGAGAAGCTTGCTTCTCTTGAG--AGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTG
9-P. libanensis AGAGAGAAGCTTGCTTCTCTTGAG--AGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTG
10-P. gessardii AGAGAGAAGCTTGCTTCTCTTGAG--AGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTG
11-P. migulae AGAGAGAAGCTTGCTTCTCTTGAG--AGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTG
5-P.vancouverensis TGAAGAGAGCTTGCT-CTCT-GATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTG
8-P. Jjessenii TGACAGGAGCTTGCT--CCTGAATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTG
4-P. reinekei TGACAGGAGCTTGCT--CCTGAATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTG
2-P. koreensis TGAAAGGAGCTTGCT--CCTGGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTG
3-P. moraviensis TGAAAGGAGCTTGCT--CCTGGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTG
1-Hg 10-2  —===——= AGATTGCT--CCTGGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTG

* Kk Kkkkkk * * * LR RS R R R R R R R R R SRR R R R R SRR E
6-P. cedrina CCTGGTAGTGGGGGATAACGT TCGGAAACGGACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAG
7-P. cedrina CCTGGTAGTGGGGGATAACGTTCGGAAACGGACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAG
9-P. libanensis CCTGGTAGTGGGGGATAACGTTCGGAAACGGACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAG
10-P. gessardii CCTGGTAGTGGGGGATAACGTTCGGAAACGGACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAG
11-P. migulae CCTGGTAGTGGGGGATAACGCTCGGAAACGGACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAG
5-P.vancouverensis CCTGGTAGTGGGGGACAACGTTTCGAAAGGAACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAG
8-P. Jjessenii CCTGGTAGTGGGGGACAACGTTTCGAAAGGAACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAG
4-P. reinekei CCTGRTAGTGGGGGACAACGTTTCGAAAGGAACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAG
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1452
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1456
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114
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114
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114
101
97

118
71

161
174
174
174
174
161
174
161



koreensis
moraviensis
10-2

=W N
L
jasiavillev]
Q -

cedrina
cedrina

. libanensis
-P. gessardii
-P. migulae
.vancouverensis
jessenii
reinekei
koreensis
moraviensis
10-2

I = o 1
v i)

I
U U U U o

W N> U o -doy
|

|
jan)
Q

cedrina
cedrina

. libanensis
-P. gessardii
-P. migulae
.vancouverensis
jessenii
reinekei
koreensis
moraviensis
10-2

I = o 1
e B vilLsv]

R WN AU PO do0
[ | |

jasia v v vl Bl v}

Q e e e .

cedrina
cedrina

. libanensis
-P. gessardii
-P. migulae
.vancouverensis
jessenii
reinekei
koreensis
moraviensis
10-2

I R o 1
v vl ]

HWN B O E OO0
[ | I

jasiis vl B o B v Al v)

Q - e e .

cedrina
cedrina

. libanensis
-P. gessardii
-P. migulae
.vancouverensis
jessenii
reinekei
koreensis
moraviensis
10-2

| R o 1
U o o

I
e B v v v il v}

H W oo - o do
I

|
jas
«Q

cedrina
cedrina

. libanensis
-P. gessardii
P. migulae
.vancouverensis
jessenii
reinekei
koreensis
moraviensis
10-2

| = o 0
U o o

I
v v I ol o B v A

w00 o -do
I

|
jas
«Q

cedrina
cedrina

. libanensis
-P. gessardii
-P. migulae
.vancouverensis
jessenii
reinekei
koreensis
moraviensis

| I = o 1
v i)

WN >0 P O-do
|

I
LavBL v vl v il o]

CCTGGTAGTGGGGGACAACGTTTCGAAAGGAACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAG
CCTGGTAGTGGGGGACAACGTTTCGAAAGGAACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAG
CCTGGTAGTGGGGGACAACGTTTCGAAAGGAACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAG

KhKkK Khkkhkhkhkhkkhhkk Khkkk K* Khkkk Kk hkhkhkhkhkhkAAhkAAAKRAKA XA KAk kkk ok ok kkkk

AAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTG
AAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTG
AAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTG
AAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTG
AAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTG
AAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTG
AAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTG
AAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTG
AAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTG
AAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTG
AAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGAIGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTG

LR EE RS SR SRR SRR SR SRR RS SRS R SRR EEENEEEEREEEEEEEEEE SRR R R RS

GTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCAC
GTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCAC
GTGGGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCAC
GTGGGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCAC
GTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCAC
GTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCAC
GTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCAC
GTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCAC
GTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCAC
GTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCAC
GTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCAC

LR S S S RS SR SRS R SRS E RS E R SRR EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE S

ACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAA
ACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAA
ACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAA
ACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAA
ACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAA
ACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAA
ACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAA
ACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAA
ACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAA
ACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAA
ACGTGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATAT-GGACAA

* K LR EEEE R R SRR SRR EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE IS EEEE]

TGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGC
TGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGC
TGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGC
TGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGC
TGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTARAAGC
TGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGC
TGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTARAGC
TGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGC
TGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGC
TGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTARAAGC
TGGGCGAAAGCCTGCACTAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGC

Kk KKk KKKk Kk k kKK K kkkkkkkkhkhkh Ak kA Ak A A XA A A Ak hkhhhkhhkhhkhkhkhkkhk kK

ACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGTTGTAGATTAATACTC-TGCAATTTTGACGTTACCGACA
ACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGTTGTAGATTAATACTC-TGCAATTTTGACGTTACCGACA
ACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGTTGTAGATTAATACTC-TGCAATTTTGACGTTACCGACA
ACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGTTGTAGATTAATACTC-TGCAATTTTGACGTTACCGACA
ACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTAAATTAATACTT-TGCTGTTTTGACGTTACCGACA
ACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGTTGTAGATTAATACTC-TGCAATTTTGACGTTACCGACA
ACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGNNGTAGNTTAATACTN-TGCNGTTTTGACGTTACCGACA
ACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGTTGTAGATTAATACTC-TGCAATTTTGACGTTACCGACA
ACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGTTGTAGATTAATACTC-TGCAATTTTGACGTTACCGACA
ACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGTTGTAGATTAATACTAATGCA-TTTTGACGTTACCGACA
ACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGTTGTAGATTAATACTC-TGCAATTTTGACGTTACCGACA

Kk kkkhkhhhhhhhhkhhkhkhkkhkx*x * kK Kok ok ok ok ok kK * kK Kk Kk ok hk ok ok kkokkokk kK

GAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTA
GAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTA
GAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTA
GAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTA
GAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTA
GAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTA
GAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTA
GAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTA
GAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTA
GAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTA
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401
414
414
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460
473
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.vancouverensis

moraviensis

.vancouverensis

moraviensis

.vancouverensis

moraviensis

.vancouverensis

moraviensis

.vancouverensis

moraviensis

.vancouverensis

moraviensis

GAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGGTCAAGCGT-A

RS R RS E R R EEEE R EEEEEEEEEEEEEEEEEEEE SRR RS *kkkkkk Kk

ATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTTGTTAAGTTGGATGTGAAATCCC
ATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTTGTTAAGTTGGATGTGAAATCCC
ATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTTGTTAAGTTGGATGTGAAATCCC
ATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTAGTTAAGTTGGATGTGAAATCCC
ATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTTGTTAAGTTGGATGTGAAATCCC
ATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTTGTTAAGTTGGATGTGAAAGCCC
ATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTTGTTAAGTTGGATGTGAAAGCCC
ATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTTGTTAAGTTGGATGTGAAATCCC
ATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTTGTTAAGTTGGATGTGAAATCCC
ATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTTGTTAAGTTGGATGTGAAATCCC
ATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGTGGTTTTAAGTTGGATGTGAAATCCC

R R R R R SRR R R SRR R R R R R R R R R khkhk KAk kA hkhkkhk Ak khkhAkkhkx K***k

CGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCAAAACTGACTGACTAGAGTGTGGTAGAGGGTGGTG
CGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCAAAACTGACTGACTAGAGTGTGGTAGAGGGTGGTG
CGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCAAAACTGACTGACTAGAGTATGGTAGAGGGTGGTG
CGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCAAAACTGACTGACTAGAGTATGGTAGAGGGTGGTG
CGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCAAAACTGACAAGCTAGAGTATGGTAGAGGGTGGTG
CGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCAAAACTGACAAGCTAGAGTATGGTAGAGGGTGGTG
CGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCAAAACTGACAAGCTAGAGTATGGTAGAGGGTGGTG
CGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCAAAACTGACAAGCTAGAGTATGGTAGAGGGTGGTG
CGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTGGCAAGCTAGAGTATGGTAGAGGGTGGTG
CGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTGGCAAGCTAGAGTATGGTAGAGGGTGGTG
CGGGCTCAACCTGGGAAGCCTATCCAAAACTGGCAAGCTAGAGTATGGTAGAGGGTGGTG

ERE R R KKk Kkkkkrkkk K KAhkhkkhkkhkk KAhkkkhkAkAkAhhkkhk k%

GAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGG-AACACCAGTGG-CGAAGG
GAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGG-AACACCAGTGG-CGAAGG
GAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGG-AACACCAGTGG-CGAAGG
GAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGG-AACACCAGTGG-CGAAGG
GAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGG-AACACCAGTGG-CGAAGG
GAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGG-AACACCAGTGG-CGAAGG
GAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGG-AACACCAGTGG-CGAAGG
GAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGG-AACACCAGTGG-CGAAGG
GAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGG-AACACCAGTGG-CGAAGG
GAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGG-AACACCAGTGG-CGAAGG
GAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGGAACACCAGTGGGCGAAGG

KA Rk Kk khk ok hhkhhkhkhhk kA A A AN AN AR A AR A Ak hkhhhkhhkhhhkk AAAAAAAAFA K K*kkkkk

CGACCACCTGG-ACCAACACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGG-AGCAAA-CAGGAT
CGACCACCTGG-ACCAACACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGG-AGCAAA-CAGGAT
CGACCACCTGG-ACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGG-AGCAAA-CAGGAT
CGACCACCTGG-ACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGG-AGCAAA-CAGGAT
CGACCACCTGG-ACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGG-AGCAAA-CAGGAT
CGACCACCTGG-ACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGG-AGCAAA-CAGGAT
CGACCACCTGG-ACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGG-AGCAAA-CAGGAT
CGACCACCTGG-ACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGG-AGCAAA-CAGGAT
CGACCACCTGG-ACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGG-AGCAAA-CAGGAT
CGACCACCTGG-ACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGG-AGCAAA-CAGGAT
CGACCACCTGGGAATCAT-CTGACACGTAGGTGCGAAAGCGTGGGGGAGCAAAACAGGAT

KAk KKKk Kk kKhKhKhKk K * Kok Kk kKK KhkkhkkhkhkkhkhhkhrhhkhkrAAhkhA*x KAk kkk K*kkkkhk

TAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTGGGAGCC-TTGAGC
TAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTGGGAGCC-TTGAGC
TAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTGGGAGCC-TTGAGC
TAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTGGGAGCC-TTGAGC
TAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTGGGAGCC-TTGAGC
TAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTGGGAGCC-TTGAGC
TAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTGGGAGCC-TTGAGC
TAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTGGGAGCC-TTGAGC
TAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTGGGAGCC-TTGAGC
TAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTGGGAGCCCTTGAGC
TAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTGGGAGCCCTTGAGC

LR EE RS RS RS SRS E SR SRS E RS SR SRR EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE NSRS E

TCTTAGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAA
TCTTAGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAA
TCTTAGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAA
TCTTAGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAA
TCTTAGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAA
TCTTAGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAA
TCTTAGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAA
TCTTAGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAA
TCTTAGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAA
TCTTAGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAA
TCTTAGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGTGATA

LR EEE SRS RS R E SRS E R R EEEEEE R SRR EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE *
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711
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768
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768
768
755
768
755
751
772
727

814
827
827
827
827
814
827
814
810
832
787

874
887
887
887
887
874
887
874
870
892
847



-P. cedrina

-P. cedrina

-P. libanensis
0-P. gessardii
1-P. migulae
.vancouverensis
jessenii
reinekei
koreensis
moraviensis
10-2

v Ao ol o B v A

6
7
9
1
1
5
8
4
2
3
1

jas
«Q

cedrina
cedrina

. libanensis
-P. gessardii
-P. migulae
.vancouverensis
jessenii
reinekei
koreensis
moraviensis
10-2

I = o 1
v i)

I
U U U U o

W N> o U o -doy
|

|
jan)
Q

cedrina
cedrina

. libanensis
-P. gessardii
-P. migulae
.vancouverensis
jessenii
reinekei
koreensis
moraviensis
10-2

I = o 1
e B i)

|
v AL v v vl v]

W o uU - w0 -doy
|

|
jan)
Q

cedrina
cedrina

. libanensis
-P. gessardii
-P. migulae
.vancouverensis
jessenii
reinekei
koreensis
moraviensis
10-2

[ R o 1
e B v v vl v) v vilLv]

w00 - F o -do
I

|
jas
«Q

cedrina
cedrina

. libanensis
-P. gessardii
-P. migulae
.vancouverensis
jessenii
reinekei
koreensis
moraviensis
10-2

| = o 1
v Blavie]

H W oo — o do
| I I
e B v v v il v}

|
jas
«Q

cedrina
cedrina

-P. libanensis
0-P. gessardii
1-P. migulae
.vancouverensis
jessenii
reinekei
koreensis

. moraviensis
Hg 10-2

AACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGC
AACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGC
AACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGC
AACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGC
AACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGC
AACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGC
AACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGC
AACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGC
AACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGC
AACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGC
AACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGC

B L R R

AACGCGAAGAACCTTACCAGGCCTTGACATCCAATGAACTTTCCAGAGATGGATGGGTGC
AACGCGAAGAACCTTACCAGGCCTTGACATCCAATGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGC
AACGCGAAGAACCTTACCAGGCCTTGACATCCAATGAACTTTCTAGAGATAGATTGGTGC
AACGCGAAGAACCTTACCAGGCCTTGACATCCAATGAACTTTCTAGAGATAGATTGGTGC
AACGCGAAGAACCTTACCAGGCCTTGACATCCAATGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGC
AACGCGAAGAACCTTACCAGGCCTTGACATCCAATGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGC
AACGCGAAGAACCTTACCAGGCCTTGACATCCAATGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGC
AACGCGAAGAACCTTACCAGGCCTTGACATCCAATGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGC
AACGCGAAGAACCTTACCAGGCCTTGACATCCAATGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGC
AACGCGAAGAACCTTACCAGGCCTTGACATCCAATGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGC
AACGCGAAGAACTCATCCAGGCCTTGACATCCAATGAACTTTCCAGAGATGGATGTGTGC

KKk KK KK KKK K Kh K KAKKAKAAKA KKK KAKAA KA K KA XA I XA K KAk kkk *,*xk* * Kk kK

CTTCGGGAACATTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTG
CTTCGGGAACATTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTG
CTTCGGGAACATTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTG
CTTCGGGAACATTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTG
CTTCGGGAACATTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTG
CTTCGGGAACATTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTG
CTTCGGGAACATTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTG
CTTCGGGAACATTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTG
CTTCGGGAACATTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTG
CTTCGGGAACATTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTG
CTTCGGGAACATGTAGACAGGTGCTGCATGGGCTTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTG

KKk KK KK KK KK KhK LR R R R KA KK KA KKAAAKIA AN KR I A AR AKX KA KR KK

GGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACGTAATGGTGGGCA
GGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACGTAATGGTGGGCA
GGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACGTCATGGTGGGCA
GGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACGTTATGGTGGGCA
GGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACGTTATGGTGGGCA
GGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACGTTATGGTGGGCA
GGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACGTAATGGTGGGCA
GGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACGTTATGGTGGGCA
GGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACGTAATGGTGGGCA
GGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACGTTATGGTGGGCA
GGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACGTAATGGTGGGCA

LR EE RS SRS E SRR SR SRR R SRR R SRR EEEEEEEEEEEEEEEEEE IR EE RS

CTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATG
CTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATG
CTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATG
CTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATG
CTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATG
CTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATG
CTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATG
CTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATG
CTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATG
CTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATG
CCTTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGCTAAGTCATCATG

* R R S Kok ok ok ok ok ok ok ok ok ok

GCCCTTACGGCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAGAGGGTTGCCAAGCCG
GCCCTTACGGCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAGAGGGTTGCCAAGCCG
GCCCTTACGGCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAGAGGGTTGCCAAGCCG
GCCCTTACGGCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAGAGGGTTGCCAAGCCG
GCCCTTACGGCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAGAGGGTTGCCAAGCCG
GCCCTTACGGCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAGAGGGTTGCCAAGCCG
GCCCTTACGGCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAGAGGGTTGCCAAGCCG
GCCCTTACGGCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAGAGGGTTGCCAAGCCG
GCCCTTACGGCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAGAGGGTTGCCAAGCCG
GCCCTTACGGCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAAAGGGTTGCCAAGCCG
GCCCTTACGGCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAAAGGGTTGCCAAGCCG

B R
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947
934
947
934
930
952
907

994
1007
1007
1007
1007
994
1007
994
990
1012
967

1054
1067
1067
1067
1067
1054
1067
1054
1050
1072
1027

1114
1127
1127
1127
1127
1114
1127
1114
1110
1132
1087

1174
1187
1187
1187
1187
1174
1187
1174
1170
1192
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1234
1247
1247
1247
1247
1234
1247
1234
1230
1252
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Cizelge 3. Hg 11-4 susu ve diger bakterilerin 16S rRNA bdlgelerinin hizalama
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CGAGGTGGAGCTAATCCCACAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACT
CGAGGTGGAGCTAATCCCACAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACT
CGAGGTGGAGCTAATCCCAGAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACT
CGAGGTGGAGCTAATCCCANAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACT
CGAGGTGGAGCTAATCCCACAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACT
CGAGGTGGAGCTAATCCCATAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACT
CGAGGTGGAGCTAATCCCATAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACT
CGAGGTGGAGCTAATCCCATAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACT
CGAGGTGGAGCTAATCCCACAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACT
CGAGGTGGAGCTAATCCCATAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACT
CGAGGTGGAGCTAATCCCATAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACT

LR EE RS SRS SR SRS RIS E SRS SRR EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEES S

GCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGAATGTCGCGGTGAATACGTTCCCGG
GCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGAATGTCGCGGTGAATACGTTCCCGG
GCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGAATGTCGCGGTGAATACGTTCCCGG
GCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGAATGTCGCGGTGAATACGTTCCCGG
GCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGAATGTCGCGGTGAATACGTTCCCGG
GCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGAATGTCGCGGTGAATACGTTCCCGG
GCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGAATGTCGCGGTGAATACGTTCCCGG
GCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGAATGTCGCGGTGAATACGTTCCCGG
GCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGAATGTCGCGGTGAATACGTTCCCGG
GCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGAATGTCGCGGTGAATACGTTCCCGG
GCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGAATGTCGCGGTGAATACGTCTCCGG

R R R R R SRR SRR SRR R R R R R R R EEEEEEEEEEE R SRR SRS * K kK

GCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCACCAGAAGTAGCTAGTCTA
GCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCACCAGAAGTAGCTAGTCTA
GCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCACCAGAAGTAGCTAGTCTA
GCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCACCAGAAGTAGCTAGTCTA
GCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCACCAGAAGTAGCTAGTCTA
GCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCACCAGAAGTAGCTAGTCTA
GCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCACCAGAAGTAGCTAGTCTA
GCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCACCAGAAGTAGCTAGTCTA
GCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCACCAGAAGTAGCTAGTCTA
GCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCACCAGAAGTAGCTAGTCTA
GCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCACCAGAAGTAGCTAGT---

SRS E SRS SR SRR SR SRS SRR R RS EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE R

ACCTTCGGGAGGACGGTTACCACGGTGTGATTCATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGT
ACCTTCGGGAGGACGGTTACCACGGTGTGATTCATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGT
ACCTTCGGGAGGACGGTTACCACGGTGTGATTCATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGT
ACCTTCGGGAGGACGGTTACCACGGTGTGATTCATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGT
ACCTTCGGGAGGACGGTTACCACGGTGTGATTCATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGT
ACCTTCGGGGGGACGGTTACCACGGTGTGATTCATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGT
ACCTTCGGGAGGACGGTTACCACGGTGTGATTCATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGT
ACCTTCGGGAGGACGGTTACCACGGTGTGATTCATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGT

ACCTTCGGGAGGACGGTTACCACGGTGTGATTCATGACTGGGGT G =~ = ———=—===—~
ACCTTCGGGAGGACGGTTACCACGGTGTGATTCATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGT
——————————————— GO A== == === mm T
* kK
AGCCGTAGGGGAACCTGC-———=———===—=~ 1492
AGCCGTAGGGGAACCTGCGGCTGGATCAC--- 1516
AGCCGTAGGGGAACCTGCGGCTGGATCAC--- 1516
AGCCGTAGGGGAACCTGCGGCTGGATCAC--- 1516
AGCCGTAGGGGAACCTGCGGCTGGATCAC--- 1516
AGCCGTAGGGGAACCTGC-———=————====~ 1492
AGCCGTAGGGGAACCTGCGGCTGGATCA---- 1515
AGCCGTAGGGGAACCTGC-———=——=—==—=~- 1492
AGCCGTAGGGGAACCTGCGGCTGGATCACCTC 1524
AGC-—=————mmmmmmmmm oo 1392

sonuglari
P. umsongensis = ————-———————————————— AACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGA 39
P. mohnii = —---mmmmmmm————— o ATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGA 43
-P. chlororaphis --------------——- ATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGT 43
-P. mandelii -——-GATCCTGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGC 56
P. jessenii -——-GATCCTGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGA 56
P. reinekei = - ATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGA 43
P. vancouverensis ----------——----—- ATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGA 43
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————————————————————— ARCGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGA
————— ATCCTGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGA
GTTTGATCCTGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGA
————————————————————————— CCTCCCGAAGGTT--AGACTAGCTACTT---CTGG

* * kK kKK *  kx *x ok K * Kk

TG-AAGAGAGCTTGC-TCTCTGATTCAGCGGCGGACGG-GTGAGTAATGCCTAGGAATCT
TG-AAGAGAGCTTGC-TCTCTGATTCAGCGGCGGACGG-GTGAGTAATGCCTAGGAATCT
AG-AGAGGTGCTTCCACCTCTTGA-GAGCGGCGGACGG-GTGAGTAATGCCTAGGAATCT
AGCACGGGTACTTGTACCTGGTGGCGAGCGGCGGACGG-GTGAGTAATGCCTAGGAATCT
TG-ACAGGAGCTTGC-TCCTGAATTCAGCGGCGGACGG-GTGAGTAATGCCTAGGAATCT
TG-ACAGGAGCTTGC-TCCTGAATTCAGCGGCGGACGG-GTGAGTAATGCCTAGGAATCT
TG-AAGAGAGCTTGC-TCTCTGATTCAGCGGCGGACGG-GTGAGTAATGCCTAGGAATCT
TG-AAAGGAGCTTGC-TCCTGGATTCAGCGGCGGACGG-GTGAGTAATGCCTAGGAATCT
TG-ACGGGAGCTTGC-TCCTTGATTCAGCGGCGGACGG-GTGAGTAATGCCTAGGAATCT
TG-AAAGGAGCTTGC-TCCTGGATTCAGCGGCGGACGG-GTGAGTAATGCCTAGGAATCT
TG---—- CAACCCACTCCCATGGT---GTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGT

* * * * k kkk Kkkk KkkKk * Kk Kk Kk * Kk kK *

GCCTGGTAGTGGGGGACAACGTCTCGAAAGGGACGCTAATACCGCATACGTCCT-ACGGG
GCCTGGTAGTGGGGGACAACGTCTCGAAAGGGACGCTAATACCGCATACGTCCT-ACGGG
GCCTGGTAGTGGGGGATAACGTTCGGAAACGGACGCTAATACCGCATACGTCCT-ACGGG
GCCTGGTAGTGGGGGATAACGCTCGGAAACGGACGCTAATACCGCATACGTCCT-ACGGG
GCCTGGTAGTGGGGGACAACGTTTCGAAAGGAACGCTAATACCGCATACGTCCT-ACGGG
GCCTGRTAGTGGGGGACAACGTTTCGAAAGGAACGCTAATACCGCATACGTCCT-ACGGG
GCCTGGTAGTGGGGGACAACGTTTCGAAAGGAACGCTAATACCGCATACGTCCT-ACGGG
GCCTGGTAGTGGGGGACAACGTTTCGAAAGGAACGCTAATACCGCATACGTCCT-ACGGG
GCCTGGTAGTGGGGGACAACGTTTCGAAAGGAACGCTAATACCGCATACGTCCT-ACGGG
GCCTGGTAGTGGGGGACAACGTTTCGAAAGGAACGCTAATACCGCATACGTCCT-ACGGG
-—--TACTACCG----— CGACATTCTGATTCGCG-ATTACTAGCGATTCCGACTTCACGCA

* ** * * K ** * Kkk KKk kK K KKk Kk Kk kKK

AGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGT
AGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGT
AGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGT
AGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGT
AGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGT
AGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGT
AGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGT
AGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGT
AGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTTGT
AGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGT
GTCGAGTTGCAGAC-TGCGATCC--GGACTAC--GATCGGTTTTA-TGGGATTAGCT---

* Kk * KAk K kK ** * * kK * Kk * * K kKKK KK KKK

TGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTC
TGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTC
TGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTC
TGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTC
TGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTC
TGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTC
TGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTC
TGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTC
TGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTC
TGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTC
-—-—-CCACCTCGCGGCTT-=--~ GGCAACCCTTTGTA---—-- CCGAC—=====———————

* * * KKk Kk Kk Kk KK * * kK * Kk

ACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGAC
ACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGAC
ACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGAC
ACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGAC
ACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGAC
ACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGAC
ACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGAC
ACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGAC
ACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGAC
ACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGAC

-CATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGC-—-—— CGTAAGG--GCCATGATG---ACTTGAC

*k Kk K K * kxkkk K * * * K Kk * K * K * * Kk Kk k
AATGGGCGARAGCCTGATCCAGCCATGCCGC-——-- GTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATT
AATGGGCGARAGCCTGATCCAGCCATGCCGC-——-~- GTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATT
ARTGGGCGARAGCCTGATCCAGCCATGCCGC-———— GTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATT
AATGGGCGARAGCCTGATCCAGCCATGCCGC-——-- GTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATT
ARTGGGCGARAGCCTGATCCAGCCATGCCGC-———— GTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATT
AATGGGCGARAGCCTGATCCAGCCATGCCGC-———— GTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATT
AATGGGCGARAGCCTGATCCAGCCATGCCGC-——-- GTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATT
ARTGGGCGARAGCCTGATCCAGCCATGCCGC-———— GTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATT
AATGGGCGARAGCCTGATCCAGCCATGCCGC-———— GTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATT
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172
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215
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184
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279
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335
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moraviensis AATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGC————— GTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATT 411

11-4 G-TCATCCCCACCTTCCTCCGGTT-TGTCACCGGCAGTCTCCTTAGAGTGCCC---~ACC 320
* * * Kk K kKK K **x Kk K * Kk Kk * KKk * K *
umsongensis GTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTAAATTAATACTTTGCT-GTTTTGACGTT 449
mohnii GTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGYWGTARMTTAATACKYTGCW-RTTTTGACGTT 453
chlororaphis GTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGTACTTACCTAATACGTGAGT-ATTTTGACGTT 453
mandelii GTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTTACCTAATACGTATCT-GTTTTGACGTT 468
jessenii GTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGNNGTAGNTTAATACTNTGCN-GTTTTGACGTT 466
reinekei GTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGTTGTAGATTAATACTCTGCA-ATTTTGACGTT 453
vancouverensis GTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGTTGTAGATTAATACTCTGCA-ATTTTGACGTT 453
koreensis GTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGTTGTAGATTAATACTCTGCA-ATTTTGACGTT 449
fulva GTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGTTGTAGATTAATACTCTGCA-ATTTTGACGTT 465
moraviensis GTARAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGTTGTAGATTAATACTAATGC-ATTTTGACGTT 470
11-4 ATTACGTGCTGGTAACTAAGGACAAGGGTTGC-GCTCGTTACGGGACTTAACCCAACATC 379
R * % * * * * Kk ok kK * Kk ok * kK
umsongensis AC-CGACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGC 508
mohnii AC-CGACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGC 512
chlororaphis AC-CGACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGC 512
mandelii AC-CGACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGC 527
jessenii AC-CGACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGC 525
reinekei AC-CGACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGC 512
vancouverensis AC-CGACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGC 512
koreensis AC-CGACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGC 508
fulva AC-CGACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGC 524
moraviensis AC-CGACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGC 529
11-4 TCACGACACGA--GGCATCGAC-AGCCATGCAGCACCTGTCTCAATGTTCCCGAAGGCAC 436
*  kkkkk * *kkk kK Kk Kk Kk * % *k Kk ok Kk Kk * * ok kk kK *
umsongensis -AAGCGTTAATCGGAA---TTACTGGGCGTARRGCGCGCGTAGGTGGTTTGTTAAGTTGG 564
mohnii -AAGCGTTAATCGGAA---TTACTGGGCGTARAGCGCGCGTAGGTGGTTTGTTAAGTTGG 568
chlororaphis -AAGCGTTAATCGGAA---TTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTCGTTAAGTTGG 568
mandelii -AAGCGTTAATCGGAA---TTACTGGGCGTARAGCGCGCGTAGGTGGTTTGTTAAGTTGG 583
jessenii -AAGCGTTAATCGGAA---TTACTGGGCGTARAGCGCGCGTAGGTGGTTTGTTAAGTTGG 581
reinekei -AAGCGTTAATCGGAA---TTACTGGGCGTARAGCGCGCGTAGGTGGTTTGTTAAGTTGG 568
vancouverensis -AAGCGTTAATCGGAA---TTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTTGTTAAGTTGG 568
koreensis -AAGCGTTAATCGGAA---TTACTGGGCGTARAGCGCGCGTAGGTGGTTTGTTAAGTTGG 564
fulva -AAGCGTTAATCGGAA---TTACTGGGCGTARAGCGCGCGTAGGTGGTTTGTTAAGTTGG 580
moraviensis -AAGCGTTAATCGGAA---TTACTGGGCGTARAGCGCGCGTAGGTGGTTTGTTAAGTTGG 585
11-4 CAATCCATCTCTGGAAAGTTCATTGGATGTCAAGGCCTGGTAR--GGTTCTTCGCGTTGC 494
* Kk K * * KKk Kk * k Kkk Kk kK KKk * * Kk * Kk Kk Kk * * Kk kK
umsongensis ATGTGA--AATCCCCGGGCTCAACC-——-- TGGGAACTGCATTCARAACTGACAAGCTAG 617
mohnii ATGTGA--AAGCCCCGGGCTCAACC-——-— TGGGAACTGCATTCAARACTGACAAGCTAG 621
chlororaphis ATGTGA--AATCCCCGGGCTCAACC-——-- TGGGAACTGCATCCARRACTGGCGAGCTAG 621
mandelii ATGTGA--AATCCCCGGGCTCAACC-——-— TGGGAACTGCATTCAARACTGACAAGCTAG 636
jessenii ATGTGA--AAGCCCCGGGCTCAACC-——-— TGGGAACTGCATTCARAACTGACAAGCTAG 634
reinekei ATGTGA--AATCCCCGGGCTCAACC-——-- TGGGAACTGCATTCARRACTGACAAGCTAG 621
vancouverensis ATGTGA--AAGCCCCGGGCTCAACC----- TGGGAACTGCATTCAARACTGACAAGCTAG 621
koreensis ATGTGA--AATCCCCGGGCTCAACC-——-- TGGGAACTGCATCCARAACTGGCAAGCTAG 617
fulva ATGTGA--AAGCCCCGGGCTCAACC-——-— TGGGAACTGCATCCARRACTGGCAAGCTAG 633
moraviensis ATGTGA--AATCCCCGGGCTCAACC-——-- TGGGAACTGCATCCAARACTGGCAAGCTAG 638
11-4 TTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTT 554
* * * Kk Kkk K kK kKk KKK * Kk K * * * Kk * * K Kk
umsongensis AGTATGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAG-CGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAG 676
mohnii AGTATGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAG-CGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAG 680
chlororaphis AGTATGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAG-CGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAG 680
mandelii AGTATGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAG-CGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAG 695
jessenii AGTATGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAG-CGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAG 693
reinekei AGTATGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAG-CGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAG 680
vancouverensis AGTATGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAG-CGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAG 680
koreensis AGTATGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAG-CGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAG 676
fulva AGTACGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAG-CGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAG 692
moraviensis AGTATGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAG-CGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAG 697
11-4 AACCTTGC--——--— GGCCGTACTCCCCAGGCGGTCAACTTAATGCGT-—-TA---GCTG 601
* * * K * kK Kk K%k * * K Kk k kKK KkK * K * *
umsongensis GAACACCAGTGGC--GAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCG 734
mohnii GAACACCAGTGGC--GAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCG 738
chlororaphis GAACACCAGTGGC--GAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCG 738
mandelii GAACACCAGTGGC--GAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCG 753
jessenii GAACACCAGTGGC--GAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCG 751
reinekei GAACACCAGTGGC--GAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCG 738
vancouverensis GAACACCAGTGGC--GAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCG 738
koreensis GAACACCAGTGGC--GAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCG 734
fulva GAACACCAGTGGC--GAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCG 750
moraviensis GAACACCAGTGGC--GAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCG 755
11-4 CGCCACTAAGAGCTCAAGGGCCCTCAAC-GGGCTAGT - ~TGACATCGTT-TACG---GCG 654
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umsongensis
mohnii

chlororaphis

mandelii
jessenii
reinekei
vancouverensis
koreensis
fulva
moraviensis
11-4

umsongensis
mohnii

chlororaphis

mandelii
jessenii
reinekei
vancouverensis
koreensis
fulva
moraviensis
11-4

umsongensis
mohnii

chlororaphis

mandelii
jessenii
reinekei
vancouverensis
koreensis
fulva
moraviensis
11-4

umsongensis
mohnii

chlororaphis

mandelii
jessenii
reinekei
vancouverensis
koreensis
fulva
moraviensis
11-4

umsongensis
mohnii

chlororaphis

mandelii
jessenii
reinekei
vancouverensis
koreensis
fulva
moraviensis
11-4

umsongensis
mohnii

chlororaphis

mandelii
jessenii
reinekei
vancouverensis
koreensis
fulva
moraviensis
11-4

* kK K * K * KKK Kk Kk kK Kk * Kk k kK * * kK * kK

TGGGGAGCAAACAGGAT---TAGA--TACCCTGGTAGTCCACGC---CGTAAA-CGATGT
TGGGGAGCAAACAGGAT---TAGA--TACCCTGGTAGTCCACGC---CGTAAA-CGATGT
TGGGGAGCAAACAGGAT---TAGA--TACCCTGGTAGTCCACGC---CGTAAA-CGATGT
TGGGGAGCAAACAGGAT---TAGA--TACCCTGGTAGTCCACGC---CGTAAA-CGATGT
TGGGGAGCAAACAGGAT---TAGA--TACCCTGGTAGTCCACGC---CGTAAA-CGATGT
TGGGGAGCAAACAGGAT---TAGA--TACCCTGGTAGTCCACGC---CGTAAA-CGATGT
TGGGGAGCAAACAGGAT---TAGA--TACCCTGGTAGTCCACGC---CGTAAA-CGATGT
TGGGGAGCAAACAGGAT---TAGA--TACCCTGGTAGTCCACGC---CGTAAA-CGATGT
TGGGGAGCAAACAGGAT---TAGA--TACCCTGGTAGTCCACGC---CGTAAA-CGATGT
TGGGGAGCAAACAGGAT---TAGA--TACCCTGGTAGTCCACGC---CGTAAA-CGATGT
TGG---ACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTTGCTCCCCCACGCTTTCGCACCTCAGTGT

* kK * k kkkk Kk * % * * kK * Kk ok ok ok ok * Kk Kk * * Kk k
CA--ACTAGCC--GTTGGGAGCC-TTGAGCTCTTAGTGGCGCAG--CTA-———— ACGCAT
CA--ACTAGCC--GTTGGGAGCC-TTGAGCTCTTAGTGGCGCAG--CTA-----— ACGCAT
CA--ACTAGCC--GTTGGGAGCC-TTGAGCTCTTAGTGGCGCAG--CTA-----— ACGCAT
CA--ACTAGCC--GTTGGGAGCC-TTGAGCTCTTAGTGGCGCAG--CTA-———— ACGCAT
CA--ACTAGCC--GTTGGGAGCC-TTGAGCTCTTAGTGGCGCAG--CTA-----— ACGCAT
CA--ACTAGCC--GTTGGGAGCC-TTGAGCTCTTAGTGGCGCAG--CTA-———— ACGCAT
CA--ACTAGCC--GTTGGGAGCC-TTGAGCTCTTAGTGGCGCAG--CTA----- ACGCAT
CA--ACTAGCC--GTTGGGAGCC-TTGAGCTCTTAGTGGCGCAG--CTA-----— ACGCAT
CA--ACTAGCC--GTTGGAATCC-TTGAGATTTTAGTGGCGCAG--CTA-———— ACGCAT
CA--ACTAGCC--GTTGGGAGCCCTTGAGCTCTTAGTGGCGCAG--CTA-----— ACGCAT
CAGTATCAGTCCAGGTGGTCGCCTTCG--CCACTGGTGTTCCCTTCCTATATCTACGCAT
B *x Kk K * kkk * * ok * ok kK kK

TAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGT-TAAAACTCAAA--TG--AATT---G
TAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGT-TAAAACTCAAA--TG--AATT---G
TAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGT-TAAAACTCAAA--TG--AATT---G
TAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGT-TAAAACTCAAA--TG--AATT---G
TAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGT-TAAAACTCAAA--TG--AATT---G
TAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGT-TAAAACTCAAA--TG--AATT---G
TAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGT-TAAAACTCAAA--TG--AATT---G
TAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGT-TAAAACTCAAA--TG--AATT---G
TAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGT-TAAAACTCAAA--TG--AATT---G
TAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGT-TAAAACTCAAA--TG--AATT---G
TTCACCG-CTACACAGGAAATTCCACCACCCTCTACCATACTCTAGCTTGCCAGTTTTGG

* * kK% R S **x Kk * * Kkxkkk K * %k * kK *

ACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACC -~
ACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACC -~
ACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACC-~
ACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACC-—-
ACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACC-—
ACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACC -~
ACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACC -~
ACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACC-~
ACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACC -~
ACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACC-—
ATGCAGTCCCA----—-- GGTTGAGCCCGGGGATT--TCACATCCAACTTAACAAACCAC

* x * kKK *kk KKKk * Kk kK * * * Kk kK * * K Kk Kk

TTACCAGGCCTTGACATCCAATGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACATT
TTACCAGGCCTTGACATCCAATGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACATT
TTACCAGGCCTTGACATCCAATGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACATT
TTACCAGGCCTTGACATCCAATGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACATT
TTACCAGGCCTTGACATCCAATGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACATT
TTACCAGGCCTTGACATCCAATGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACATT
TTACCAGGCCTTGACATCCAATGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACATT
TTACCAGGCCTTGACATCCAATGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACATT
TTACCAGGCCTTGACATGCAGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCT
TTACCAGGCCTTGACATCCAATGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACATT
CTACGCGCGCTTTACGCCCAGTAA---TTCCGATTAACGCTTG-CACCCTCTGTATTACC

* Kk k * *k Kk kK * * * * k kK * * kK k *k kk Kk K
GAGACAGGTGCTGCATGGCT-GTCG-———-———-— TCAGCTCGTGTCGTGAGA--TGTTGGG
GAGACAGGTGCTGCATGGCT-GTCG-=—=———= TCAGCTCGTGTCGTGAGA--TGTTGGG
GAGACAGGTGCTGCATGGCT-GTCG-—-——-———-— TCAGCTCGTGTCGTGAGA--TGTTGGG
GAGACAGGTGCTGCATGGCT-GTCG-=—=———- TCAGCTCGTGTCGTGAGA--TGTTGGG
GAGACAGGTGCTGCATGGCT-GTCG-———-———-— TCAGCTCGTGTCGTGAGA--TGTTGGG
GAGACAGGTGCTGCATGGCT-GTCG-—-——-——--— TCAGCTCGTGTCGTGAGA--TGTTGGG
GAGACAGGTGCTGCATGGCT-GTCG-===———- TCAGCTCGTGTCGTGAGA--TGTTGGG
GAGACAGGTGCTGCATGGCT-GTCG-—-—-——-—-— TCAGCTCGTGTCGTGAGA--TGTTGGG
GACACAGGTGCTGCATGGCT-GTCG—=—=———— TCAGCTCGTGTCGTGAGA--TGTTGGG
GAGACAGGTGCTGCATGGCT-GTCG-—-——-——--— TCAGCTCGTGTCGTGAGA--TGTTGGG
GCGGCTGCTGGCACAGAGTTAGCCGGTGCTTATTCTGTCGGTAACGTCAAAATTGCAGAG
* * Kk kK * % * k k kK * kK * * Kk Kk Kk Kk * * * K
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umsongensis TTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACGTAATGGT----GGG 1108

mohnii TTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACGTWATGGT----GGG 1112
chlororaphis TTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACGTAATGGT-—--GGG 1112
mandelii TTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACGTAATGGT----GGG 1127

jessenii TTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACGTAATGGT----GGG 1125

reinekei TTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACGTTATGGT----GGG 1112

vancouverensis TTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACGTTATGGT----GGG 1112

koreensis TTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACGTAATGGT----GGG 1108

fulva TTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACGTTATGGT----GGG 1124

moraviensis TTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACGTTATGGT----GGG 1130

11-4 TTAAATTCTA--------- CAACCCTTCCTCCCAACTTAAAGTGCTTTACAATCCGAAGA 1046

*KkKkKk kK KKk kKk Kk kKK * * * * K * kK * *

umsongensis CACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACARACCGGAGGRAAGGTGGGCATGA--CGTCAAG--TC 1164

mohnii CACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACARACCGGAGGAAGGTGGGGATGA-~CGTCAAG--TC 1168
chlororaphis CACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACARACCGGAGGAAGGTGGGGATGA--CGTCAAG--TC 1168
mandelii CACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACARACCGGAGGAAGGTGGGGATGA-~CGTCAAG-~TC 1183

jessenii CACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACARACCGGAGGAAGGTGGGGATGA-~CGTCAAG--TC 1181

reinekei CACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACRARACCGGAGGRAAGGTGGGGATGA--CGTCAAG--TC 1168

vancouverensis CACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGA--CGTCAAG--TC 1168

koreensis CACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACRARACCGGAGGRAAGGTGGGGATGA--CGTCAAG--TC 1164

fulva CACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACARACCGGAGGAAGGTGGGGATGA-~CGTCAAG--TC 1180

moraviensis CACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACARACCGGAGGAAGGTGGGGATGA-~CGTCAAG--TC 1186

11-4 CCTTCTTCACACACGCCCCATGGC----TGGATCAGGCTTTCGCCCATTCTCCAATATTC 1102

* * Kk * Kk *x * * * Kk  Kx * K K * ok Kk * * * * KKk * K

umsongensis ATCATGGC-----~- CCTTACG-GCCTGGGCTACACACGTGCTACAATG-————--—~ GTC 1208

mohnii ATCATGGC-----~- CCTTACG-GCCTGGGCTACACACGTGCTACAATG-————=-—~- GTC 1212
chlororaphis ATCATGGC------ CCTTACG-GCCTGGGCTACACACGTGCTACAATG-———————- GTC 1212
mandelii ATCATGGC-----~- CCTTACG-GCCTGGGCTACACACGTGCTACAATG-————--—~ GTC 1227

jessenii ATCATGGC--——-- CCTTACG-GCCTGGGCTACACACGTGCTACAATG-————-——- GTC 1225

reinekei ATCATGGC--——-- CCTTACG-GCCTGGGCTACACACGTGCTACAATG-————--—~ GTC 1212

vancouverensis ATCATGGC--—--- CCTTACG-GCCTGGGCTACACACGTGCTACAATG-————--—~ GTC 1212

koreensis ATCATGGC--——-- CCTTACG-GCCTGGGCTACACACGTGCTACAATG-————-——- GTC 1208

fulva ATCATGGC-----~- CCTTACG-GCCTGGGCTACACACGTGCTACAATG-————--—~ GTC 1224

moraviensis ATCATGGC--——-- CCTTACG-GCCTGGGCTACACACGTGCTACAATG-———————- GTC 1230

11-4 CCCACTGCTGCCTCCCCTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGTGTGACTGATCATC 1162

* K * K KKk Kk kK Kk kkkKk Kk * Kk Kk kK * K

umsongensis GGTACAGAG-GGTTGCCAA--GCCGCGAGGTGGAGCTAATCCCATAAAACCGATCGTAGT 1265

mohnii GGTACAGAG-GGTTGCCAA--GCCGCGAGGTGGAGCTAATCCCACAAAACCGATCGTAGT 1269
chlororaphis GGTACAGAG-GGTTGCCAA--GCCGCGAGGTGGAGCTAATCCCACAARACCGATCGTAGT 1269
mandelii GGTACAGAG-GGTTGCCAA--GCCGCGAGGTGGAGCTAATCCCAGAAAACCGATCGTAGT 1284

jessenii GGTACAGAG-GGTTGCCAA--GCCGCGAGGTGGAGCTAATCCCATAAAACCGATCGTAGT 1282

reinekei GGTACAGAG-GGTTGCCAA--GCCGCGAGGTGGAGCTAATCCCATAAAACCGATCGTAGT 1269

vancouverensis GGTACAGAG-GGTTGCCAA--GCCGCGAGGTGGAGCTAATCCCATAAAACCGATCGTAGT 1269

koreensis GGTACAGAG-GGTTGCCAA--GCCGCGAGGTGGAGCTAATCCCACAAAACCGATCGTAGT 1265

fulva GGTACAGAG-GGTTGCCAA--GCCGCGAGGTGGAGCTAATCTCACAAAACCGATCGTAGT 1281

moraviensis GGTACAAAG-GGTTGCCAA--GCCGCGAGGTGGAGCTAATCCCATARAACCGATCGTAGT 1287

11-4 CTCTCAGACCAGTTACGGATCGTCGCCTGGTG-AGCCATTACCTCACCAACTAGC-TAAT 1220

*k Kk * Kk kK * *  kkk *kkkk kkk Kk K * * * ok ok ok kK K

umsongensis CCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGAA--TCGCTAGTAATCGCGAATC 1323

mohnii CCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGAA--TCGCTAGTAATCGCGAATC 1327
chlororaphis CCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGAA--TCGCTAGTAATCGCGAATC 1327
mandelii CCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGAA--TCGCTAGTAATCGCGAATC 1342

jessenii CCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGAA--TCGCTAGTAATCGCGAATC 1340

reinekei CCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGAA--TCGCTAGTAATCGCGAATC 1327

vancouverensis CCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGAA--TCGCTAGTAATCGCGAATC 1327

koreensis CCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGAA--TCGCTAGTAATCGCGAATC 1323

fulva CCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGAA--TCGCTAGTAATCGCGAATC 1339

moraviensis CCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGAA--TCGCTAGTAATCGCGAATC 1345

11-4 CCGA--CCTAGGCT-CATCT-GATAGCGCAAGGCCCGAAGGTCCCCTGCTTTCTCCCGT- 1275

* kK * *k kk kk kk kK * Kk * ok ok Kk kk * Kk K * * kK *

umsongensis AGAATGT-CGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCAC-ACCATGGG 1381

mohnii AGAATGT-CGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCAC-ACCATGGG 1385
chlororaphis AGAATGT-CGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCAC-ACCATGGG 1385
mandelii AGAATGT-CGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCAC-ACCATGGG 1400

jessenii AGAATGT-CGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCAC-ACCATGGG 1398

reinekei AGAATGT-CGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCAC-ACCATGGG 1385

vancouverensis AGAATGT-CGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCAC-ACCATGGG 1385

koreensis AGAATGT-CGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCAC-ACCATGGG 1381

fulva AGAATGT-CGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCAC-ACCATGGG 1397

moraviensis AGAATGT-CGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCAC-ACCATGGG 1403

11-4 AGGACGTATGCGGTATTAGCGTTCC-——-- TTTCGARACGTTGTCCCCCACTACCA---- 1326

Kk kK kK * Kk Kk kK KKk kK kK * K * kK * Kk *kk kkk*k

umsongensis AGTGGGTTGCACCAGAAGTAGCTAGTCTAACCTTCGGGAGGACGGTTACCACGGTGTGAT 1441

mohnii AGTGGGTTGCACCAGAAGTAGCTAGTCTAACCTTCGGGAGGACGGTTACCACGGTGTGAT 1445
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10-P. chlororaphis AGTGGGTTGCACCAGAAGTAGCTAGTCTAACCTTCGGGAGGACGGTTACCACGGTGTGAT 1445
11-P. mandelii AGTGGGTTGCACCAGAAGTAGCTAGTCTAACCTTCGGGGGGACGGTTACCACGGTGTGAT 1460
6-P. jessenii AGTGGGTTGCACCAGAAGTAGCTAGTCTAACCTTCGGGAGGACGGTTACCACGGTGTGAT 1458
4-pP. reinekei AGTGGGTTGCACCAGAAGTAGCTAGTCTAACCTTCGGGAGGACGGTTACCACGGTGTGAT 1445
5-P. vancouverensis AGTGGGTTGCACCAGAAGTAGCTAGTCTAACCTTCGGGGGGACGGTTACCACGGTGTGAT 1445
2-P. koreensis AGTGGGTTGCACCAGRAAGTAGCTAGTCTAACCTTCGGGAGGACGGTTACCACGGTGTGAT 1441
9-P. fulva AGTGGGTTGCACCAGAAGTAGCTAGTCTAACCTTCGGGAGGACGGTTACCACGGTGTGAT 1457
3-P. moraviensis AGTGGGTTGCACCAGAAGTAGCTAGTCTAACCTTCGGGAGGACGGTTACCACGGTGTGAT 1463
1-Hg 11-4 GGCAGATT----CCTAGGCA--TIIACTCACC----—=--—= CGTCCGCCGC----TGAA 1366
* * kK * * k% * * Kk kkk * % * Kk K * Kk ok
7-P. umsongensis TCATGACTGGGGTG====——= === === ——mm e — 1455
8-P. mohnii TCATGACTGGGGTG=======—=——— =~ =~ =~ =~ - - - ———————————————————— 1459
10-P. chlororaphis TCATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTAGGGGAACCTGC-———————=———— 1492
11-P. mandelii TCATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTAGGGGAACCTGCGGCTGGATCAC-- 1518
6-P. Jjessenii TCATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTAGGGGAACCTGCGGCTGGATCA--- 1515
4-P. reinekei TCATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTAGGGGAACCTGC-—==-—==—==——— 1492
5-P. vancouverensis TCATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTAGGGGAACCTGC-——————————=—— 1492
2-P. koreensis TCATGACTGGGGTG-————————————————————————————————————————————— 1455
9-P. fulva TCATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAG-—=—==——————————————————————————— 1484
3-P. moraviensis TCATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTAGGGGAACCTGCGGCTGGATCACCT 1523
1-Hg 11-4 TC----CAGGAGCAAGCTCCCTC----— TATCC-==—=—————————————————————— 1390
* * kK Kk

7-P. umsongensis -

8-P. mohnii -

10-P. chlororaphis -

11-P. mandelii -

6-P. jessenii -

4-P. reinekei -

5-P. vancouverensis -

2-P. koreensis -

9-P. fulva -

3-P. moraviensis C 1524

1-Hg 11-4 -

Cizelge 4.Sb 01-01 susunun ve diger bakterilerin 16S rRNA bolgelerinin hizalama

sonuglari
6-A. lwoffii = ——————————————— AACGCTGGCGGCAGGCTTAACACATGCAAGTCGAGCGGGGAAATG 45
10-A. calcoaceticus TCCTGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCTTAACACATGCAAGTCGAGCGGAGAGAGG 60
3-A. haemolyticus =  —-—-=-——=--———-——- AACGCTGGCGGCAGGCTTAACACATGCAAGTCGAGCGGGGAAGGG 45
4-A. beijerinckii =  —---mmmmmmmmmmmmm—————— CGGCAGGCTTACCA--TGCAAGTCGAGCGGGGAAGG- 34
2-A. johnsonii -CCTGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCTTAACACATGCAAGTCGAGCGGGGAGAGG 59
11-A. bouvetii = = —-mmmmmmmmm e
5-A. gyllenbergii = - ————— GGCGGCAGGCTTAACACATGCAAGTCGAGCGGGGAAGGG 39
7-A. schindleri = =  —=————--———m————— GGCGGCAGGCTTAACACATGCAAGTCGAGCGGGGAAAGG 39
9-A. junii = @ —mmmmmmm—————— AACGCTGGCGGCAGGCTTAACACATGCAAGTCGAGCGGAGATGAG 45
8-A. parvus = —o——————————————————— GGCGGCAGGCTTAACACATGCAAGTCGAGCGGGGATTGG 39
1-Sb 01-01 —mmmmm—m—————— TCCTCCTTGCGGTTAGACTACC-——--- TACTTCTGGTGCAACAAAT 41
6-A. lwoffii TAGCTTGCTACCTAACCTAGCGGCGGACGG-GTGAGTAATGCTTAGGAATCTGCCTATTA 104
10-A. calcoaceticus TAGCTTGCTACTGATCTTAGCGGCGGACGG-GTGAGTAATGCTTAGGAATCTGCCTATTA 119
3-A. haemolyticus TAGCTTGCTACCTAACCTAGCGGCGGACGG-GTGAGTAATGCTTAGGAATCTGCCTATTA 104
4-A. beijerinckii TA-CTTGCT-CCTA-CCTAGCGGCGGACGG-GTGAGTAATGCTTAGGAATCTGCCTATTA 90
2-A. johnsonii TAGCTTGCTACCTAACCTAGCGGCGGACGG-GTGAGTAATGCTTAGGAATCTGCCTATTA 118
11-A. bouvetii = —-------- TACTT---CTAGCGGCGGACGG-GTGAGTAATGCTTAGGAATCTGCCTATTA 48
5-A. gyllenbergii TAGCTTGCTACCTAACCTAGCGGCGGACGG-GTGAGTAATGCTTAGGAATCTGCCATTTA 98
7-A. schindleri TACCTTGCTACCTGACCTAGCGGCGGACGG-GTGAGTAATGCTTAGGAATCTGCCTATTA 98
9-A. junii GTGCTTGCACCTTATCTTAGCGGCGGACGG-GTGAGTAATGCTTAGGAATCTGCCTATTA 104
8-A. parvus GTGCTTGCACCTAATCTTAGCGGCGGACGG-GTGAGTAATGCTTAGGAATCTGCCATTTA 98
1-Sb 01-01 TCCCATGGT---——-—-——- GTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCG 91
* kK kkk kkk kkk * Kk kK * Kk Kk Kk *

6-A. lwoffii GTGGGGGACAACATCTCGAAAGGGATGCTAATACCGCATACGTCCT-ACGGGAGAAAGCA 163
10-A. calcoaceticus  GTGGGGGACAACATTTCGAAAGGAATGCTAATACCGCATACGTCCT-ACGGGAGAAAGCA 178
3-A. haemolyticus GTGGGGGACAACATTCCGAAAGGAATGCTAATACCGCATACGTCCT-ACGGGAGAAAGCA 163
4-A. beijerinckii GTGGGGGACAACATTCCGAAAGGAATGCTAATACCGCATACGTCCT-ACGGGAGAAAGCA 149
2-A. johnsonii GTGGGGGACAACATTCCGAAAGGAATGCTAATACCGCATACGTCCT-ACGGGNGAAAGCA 177
11-A. bouvetii GTGGGGGACAACGTTTCGAAAGGAACGCTAATACCGCATACGCCCT-ACGGGGGAAAGCA 107
5-A. gyllenbergii GTGGGGGACAACATTCCGAAAGGAATGCTAATACCGCATACGTCCT-ACGGGAGAAAGCA 157
7-A. schindleri GTGGGGGACAACGTTCCGAAAGGAACGCTAATACCGCATACGCCCT-ACGGGGGAAAGCA 157
9-A. junii GTGGGGGACAACATTCCGAAAGGAATGCTAATACCGCATACGTCCT-ACGGGAGAAAGCA 163
8-A. parvus GTGGGGGACAACATTCCGAAAGGGATGCTAATACCGCATACGCCCT-ACGGGGGAAAGCA 157
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———————— CGGCATTCTGATCCGCG-ATTACTAGCGATTCCGACTTCATGGAGTCGAGTT

L * K * KKk Kk Kk * kx k Kk Kk k% * %

GGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTAATAGATGAGCCTAAGTCGGATTAGCTAGTTGGTG--G
GGGGATCTTCGGACCTTGCGCTAATAGATGAGCCTAAGTCGGATTAGCTAGTTGGTG--G
GGGGATCTTCGGACCTTGCGCTAATAGATGAGCCTAAGTCGGATTAGCTAGTTGGTG--G
GGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTAATAGATGAGCCTAAGTCGGATTAGCTAGTTGGTG--G
GGGGATCTTCGGACCTTGCGCTAATAGATGAGCCTAAGTCAGATTAGCTAGTTGGTG--G
GGGGATCTTCGGACCTTGCGCTAATAGATGAGCCTA-GTCAGATTAGCTAGTTGGTG--G
GGGGATCTTCGGACCTTGCGCTAAATGATGAGCCTAAGTCGGATTAGCTAGTTGGTG--G
GGGGATCTTCGGACCTTGCGCTAATAGATGAGCCTAAGTCGGATTAGCTAGTTGGTG--G
GGGGATCTTCGGACCTTGCGCTAATAGATGAGCCTAAGTCGGATTAGCTAGTTGGTG--G
GGGGATCTTCGGACCTTGCGCTAAATGATGAGCCTAAGTCGGATTAGCTAGTTGGTG--G
GCAGA-CTCCAATCC--GGACTA--CGATCGGTCTT-GTATGATTAGCATCCTATCGCTA

* kk KKk % *x ok kkx kkk ok kK Kk Kk kkkkK * *
GGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCTGTAGCGGGTCTGAGAGGATGATCC-—-—--— GCCA
GGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCTGTAGCGGGTCTGAGAGGATGATCC-—-——— GCCA
GGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCTGTAGCGGGTCTGAGAGGATGATCC-——-~- GCCA
GGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCTGTAGCGGGTCTGAGAGGATGATCC-——--— GCCA
GGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCTGTAGCGGGTCTGAGAGGATGATCC-=-——= GCCA
GGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCTGTAGCGGGTCTGAGAGGATGATCC-——-—- GCCA
GGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCTGTAGCGGGTCTGAGAGGATGATCC-——-— GCCA
GGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCTGTAGCGGGTCTGAGAGGATGATCC-=——= GCCA
GGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCTGTAGCGGGTCTGAGAGGATGATCC-——-—- GCCA
GGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCTGTAGCGGGTCTGAGAGGATGATCC-——-~- GCCA

GGTAGCAACCCTTTGTACCGACCAT-TGTAGCACGTGTGTAGCCCTGGTCGTAAGGGCCA

* K Kk Kk * K kKkkKk kK kAkkKk KKk * Kk kK * Kk kK * K kK

CACTGGGACTGAGACA-CGGCCCAGACT-CCTACGGGAGGCAGCAGTGG-GGAATATTGG
CACTGGGACTGAGACA-CGGCCCAGACT-CCTACGGGAGGCAGCAGTGG-GGAATATTGG
CACTGGGACTGAGACA-CGGCCCAGACT-CCTACGGGAGGCAGCAGTGG-GGAATATTGG
CACTGGGACTGAGACA-CGGCCCAGACT-CCTACGGGAGGCAGCAGTGG-GGAATATTGG
CACTGGGACTGAGACA-CGGCCCAGACT-CCTACGGGAGGCAGCAGTGG-GGAATATTGG
CACTGGGACTGAGACA-CGGCC-AGACT-CCTACGGGAGGCAGCAGTGG-GGAATAT-GG
CACTGGGACTGAGACA-CGGCCCAGACT-CCTACGGGAGGCAGCAGTGG-GGAATATTGG
CACTGGGACTGAGACA-CGGCCCAGACT-CCTACGGGAGGCAGCAGTGG-GGAATATTGG
CACTGGGACTGAGACA-CGGCCCAGACT-CCTACGGGAGGCAGCAGTGG-GGAATATTGG
CACTGGGACTGAGACA-CGGCCCAGACT-CCTACGGGAGGCAGCAGTGG-GGAATATTGG
TGATG--ACTT-GACGTCGTCCCCGCCTTCCTCCAGTTTGT--CACTGGCAGTATCCTTA

* K * kK * kK Kk KK Kk kk Kkkk Kk Kk * Kk Kk ok * Kk

ACAATGGGGGGAACCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTTTGGTTGTA
ACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTATGGTTGTA
ACAATGGGCGGAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTTTGGTTGTA
ACAATGGGGGGAACCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTTTGGTTGTA
ACAATGGGCGGAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTTTGGTTGTA
ACAATGGGGGGAACCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTTTGGTTGTA
ACAATGGGCGGAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTTTGGTTGTA
ACAATGGGCGGAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTTTGGTTGTA
ACAATGGGGGGAACCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTATGGTTGTA
ACAATGGGCGGAACCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTTTGGTTGTA
A-AGTTCCCGG---CTTAACCC-GC--TGGCAAATAAGGAAAAGTGGGCTGCTCGTTGCG

* Kk K * * ok Kk KKk kK ** Kk * * ** * Kk kK K kKKK

AAGCACTTTAAGCGAGGAGGAGGCTACCGAGATTAAT-ACTCTTGGATAG----TGGACG
AAGCACTTTAAGCGAGGAGGAGGCTACTTTAGTTAAT-ACCTAGAGATAG----TGGACG
AAGCACTTTAAGCGAGGAGGAGGCTACTCTAGTTAAT-ACCTAGAGATAG----TGGACG

AAGCACTTTAAGCGAGGAGGAGGCTACTAGTATTAAT-ACTACTGGATAG----TGGACG
AAGCACTTTAAGCGAGGAGGAGGCTACTTGGATTAAT-ACTCTAGGATAG----TGGACG
AAGCACTTTAAGCGAGGAGGAGGCTACT-ATACTAAT-ACTCTGGTAT-——————— GGACG

AAGCACTTTAAGCGAGGAGGAGGCTACTAGTACTAAT-ACTACTGGATAG----TGGACG
AAGCACTTTAAGCGAGGAGGAGGCTCCTTTAGTTAAT-ACCTAAAGAGAG----TGGACG
AAGCACTTTAAGCGAGGAGGAGGCTACTGAGACTAAT-ACTCTTGGATAG----TGGACG
AAGGACTTTAAGCGAGGAGGAGGCTACCTGGATTAAT-ACTCTAGGATAG----TGGACG
GGAC---TTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTATG

Rk S S . * % * Kk * K * Kk K

TTACTCGCAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTG
TTACTCGCAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTG
TTACTCGCAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTG
TTACTCGCAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTG
TTACTCGCAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTG
TTACTCGCAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAAGGTG
TTACTCGCAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTG
TTACTCGCAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTG
TTACTCGCAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTG
TTACTCGMAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTG
TAAGTTCCCGAA--GGCACCAATCCA-TCTG-GAAAGTTCTTACTATGTCA-AGACCAGG

* Kk K * KKk * Kk Kk kK * kxkk K * * * * *  kkk *

215

142

221
236
221
207
235
164
215
215
221
215
196

276
291
276
262
290
219
270
270
276
270
255

333
348
333
319
347
274
327
327
333
327
310

393
408
393
379
407
334
387
387
393
387
363

448
463
448
434
462
385
442
442
448
442
420

508
523
508
494
522
445
502
502
508
502
475
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CAAGCGTTAATCGGATT-TACTGGGCGTAAAGCGC-GCGTAGGTGGCCAATTAAGTCAAA
CAAGCGTTAATCGGATT-TACTGGGCGTAAAGCGC-GCGTAGGCGGCTAATTAAGTCAAA
CGAGCGTTAATCGGATT-TACTGGGCGTAAAGCGT-GCGTAGGCGGCTGATTAAGTCGGA
CGAGCGTTAATCGGATT-TACTGGGCGTAAAGCGT-GCGTAGGCGGCTGATTAAGTCGGA
CGAGCGTTAATCGGATT-TACTGGGCGTAAAGCGT-GCGTAGGCGGCTTTTTAAGTCGGA
CGAGCGTTAATCGGATT-TACTGGGCGTAAAGCGT-ACGTAGGCGGCTTTTTAAGTCGGA
CGAGCGTTAATCGGATT-TACTGGGCGTAAAGCGT-GCGTAGGCGGCTTTTTAAGTCGGA
CGAGCGTTAATCGGATT-TACTGGGCGTAAAGCGT-GCGTAGGCGGCTTTTTAAGTCGGA
CGAGCGTTAATCGGATT-TACTGGGCGTAAAGCGT-GCGTAGGCGGCTTTTTAAGTCGGA
CGAGCGTTAATCGGATT-TACTGGGCGTAAAGCGT-GCGTAGGCGGCTGATTAAGTCGGA
TAAG-GTTCTTCGCGTTGCATCGAAT-TAAACCACAGTCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCC

Kk kk K * kK ** * * Kk KK K * * * * * Kk

TGTGAAATC-CCCGAGCTT-AACTTGGGAATTGCATTCGATA--CTGGTTGGCTAGAGTA
TGTGAAATC-CCCGAGCTT-AACTTGGGAATTGCATTCGATA--CTGGTTAGCTAGAGTG
TGTGAAATC-CCTGAGCTT-AACTTAGGAATTGCATTCGATA--CTGGTCAGCTAGAGTA
TGTGAAATC-CCTGAGCTT-AACTTAGGAATTGCATTCGATA--CTGGTCAGCTAGAGTA
TGTGAAATC-CCTGAGCTT-AACTTAGGAATTGCATTCGATA--CTGGGAAGCTAGAGTA
TGTGAAATC-CCTGAGCTT-AACTTAGGAATTGCATTCGATA--CTGGGAAGCTAGAGTA
TGTGAAATC-CCCGAGCTT-AACTTGGGAATTGCATTCGATA--CTGGGAAGCTAGAGTA
TGTGAAATC-CCTGAGCTT-AACTTAGGAATTGCATTCGATA--CTGGAAAGCTAGAGTA
TGTGAAATC-CCCGAGCTT-AACTTGGGAATTGCATTCGATA--CTGGGAAGCTAGAGTA
TGTGAAATC-CCTGAGCTT-AACTTAGGAATTGCATTCGATA--CTGGTCAGCTAGAGTA
CGTCAATTCATTTGAGTTTTAGTCTTGCGACCGTACTCCCCAGGCGGTCTACTTATCGCG

Kk Kk kK *xkk Kk K * K * L * * K * K *

TGGGAGAGGATGGTAGAATTC-CAGG--TGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGA
TGGGAGAGGATGGTAGAATTC-CAGG--TGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGA
TGGGAGAGGATGGTAGAATTC-CAGG--TGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGA
TGGGAGAGGATGGTAGAATTC-CAGG--TGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGA
TGGGAGAGGATGGTAGAATTC-CAGG--TGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGA
TGGGAGAGGATGGTAGAATTC-CAG---TGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGA
TGGGAGAGGATGGTAGAATTC-CAGG--TGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGA
TGGGAGAGGATGGTAGAATTC-CAGG--TGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGA
TGGGAGAGGATGGTAGAATTC-CAGG--TGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGA
TGGGAGAGGATGGTAGAATTC-CAGG--TGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGA
TTAGCTGCGCCACTAAAGCCCATAAGGCCCCAACGGCTA-—=-—~ GTAGACATCTTGATCG

* * * * KK * * * Kk Kk * *khkkkk Kkkhkkk kK

ATACCGATGGCGAAGGCAGCCA-TCTGGCCTAATACTG-ACACTGAGGTGCGAAAGCATG
ATACCGATGGCGAAGGCAGCCA-TCTGGCCTAACACTG-ACGCTGAGGTGCGAAAGCATG
ATACCGATGGCGAAGGCAGCCA-TCTGGCCTAATACTG-ACGCTGAGGTACGAAAGCATG
ATACCGATGGCGAAGGCAGCCA-TCTGGCCTAATACTG-ACGCTGAGGTACGAAAGCATG
ATACCGATGGCGAAGGCAGCCA-TCTGGCCTAATACTG-ACGCTGAGGTACGAAAGCATG
ATACCGATGGCGAAGGCAGCCA-TCTGGCCTAATACTG-ACGCTGAGGTACGAAAGCATG
ATACCGATGGCGAAGGCAGCCA-TCTGGCCTAATACTG-ACGCTGAGGTACGAAAGCATG
ATACCGATGGCGAAGGCAGCCA-TCTGGCCTAATACTG-ACGCTGAGGTACGAAAGCATG
ATACCGATGGCGAAGGCAGCCA-TCTGGCCTAATACTG-ACGCTGAGGTACGAAAGCATG
ATACCGATGGCGAAGGCAGCCA-TCTGGCCTAATACTG-ACGCTGAGGTACGAAAGCATG
GCATGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCCATGCTTTCGTACCTCAGCGTC

L * Kk kk K*k K* x k*kx Kk K * * kK * Kk Kk *kk Kk

GGGAGCAAACA-GGATTAGATACCCTGGTAGTC---CATGCCGTAAACGATGTCTAC---
GGGAGCAAACA-GGATTAGATACCCTGGTAGTC---CATGCCGTAAACGATGTCTAC-—--
GGGAGCAAACA-GGATTAGATACCCTNNTAGTC---CATGCCGTAAACGATGTCTAC---
GGGAGCAAACA-GGATTAGATACCCTGGTAGTC---CATGCCGTAAACGATGTCTAC---
GGGAGCAAACA-GGATTAGATACCCTGGTAGTC---CATGCCGTAAACGATGTCTAC-—-
GGGG--AAACA-GGATTAGATACCCTGGTAGTC---CATGCCGTAAACGATGTCTAC---
GGGAGCAAACA-GGATTAGATACCCTGGTAGTC---CATGCCGTAAACGATGTCTAC-—-
GGGAGCAAACA-GGATTAGATACCCTGGTAGTC---CATGCCGTAAACGATGTCTAC---
GGGAGCAAACA-GGATTAGATACCCTGGTAGTC---CATGCCGTAAACGATGTCTAC---
GGGAGCAAACA-GGATTAGATACCCTGGTAGTC---CATGCCGTAAACGATGTCTAC-—-
AGTATTAGGCCCAGATGGGCTGCCTTCGCCATCGGGTATTCCTCCCA-GATCTCTACGCA

* * * * kK * ok kK K ** KKk kK K kk Kk kkkkk

—--TAGCCGTTGGGGCCTTTGAGGCTTTAGTGGCGCAGCTAACGCGATAAGTAGACCGCCT
—-TAGCCGTTGGGGCCTTTGAGGCTTTAGTGGCGCAGCTAACGCGATAAGTAGACCGCCT
—--TAGCCGTTGGGGCCTTTGAGGCTTTAGTGGCGCAGCTAACGCGATAAGTAGACCGCCT
—-TAGCCGTTGGGGCCTTTGAGGCTTTAGTGGCGCAGCTAACGCGATAAGTAGACCGCCT
—--TAGCCGTTGGGGCCTTTGAGGCTTTAGTGGCGCAGCTAACGCGATAAGTAGACCGCCT
—--TAACCGTTGGGGCCTTTGAGGCTTTAGTGGCGCAGCTAACGCGATAAGTAAACCGCCT
—-TAGCCGTTGGGGCCTTTGAGGCTTTAGTGGCGCAGCTAACGCGATAAGTAGACCGCCT
—--TAGCCGTTGGGGCCTTTGAGGCTTTAGTGGCGCAGCTAACGCGATAAGTAGACCGCCT
—-TAGCCGTTGGGGCCTTTGAGGCTTTAGTGGCGCAGCTAACGCGATAAGTAGACCGCCT
—--TAGCCGTTGGGGCCTTTGAGGCTTTAGTGGCGCAGCTAACGCGATAAGTAGACCGCCT
TTTCACCGCT---ACACCTGGAATTCTACCATCCTCTCCCATACTCTAGCTTCCCAGTAT

* Kk Kk K * * K * kK * * * * * K * * Kk *
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622
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622
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694
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673
679
673
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737
752
737
723
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731
737
731
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790
805
790
776
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724
784
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784
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848
863
848
834
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848
842
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lwoffii
calcoaceticus

GGGGAGTACGGTCGCAAGACTAA-——————— AACTCAAAT--GAATTGACGGGGGCCCGC
GGGGAGTACGGTCGCAAGACTAA--—-——-——— AACTCAAAT--GAATTGACGGGGGCCCGC
GGGGAGTACGGTCGCAAGACTAA-————-——— AACTCAAAT--GAATTGACGGGGGCCCGC
GGGGAGTACGGTCGCAAGACTAA-——————— AACTCAAAT--GAATTGACGGGGGCCCGC
GGGGAGTACGGTCGCAAGACTAA-——————— AACTCAAAT--GAATTGACGGGGGCCCGC
GGGGAGTACCG-CGCAAGACTAA-——————— AACTCAAAT--GAATTGACGGGGGCCCGC
GGGGAGTACGGTCGCAAGACTAA-————-——— AACTCAAAT--GAATTGACGGGGGCCCGC
GGGGAGTACGGTCGCAAGACTAA-——————— AACTCAAAT--GAATTGACGGGGGCCCGC
GGGGAGTACGGTCGCAAGACTAA-——————— AACTCAAAT--GAATTGACGGGGGCCCGC
GGGGAGTACGGTCGCAAGACTAA-————-——— AACTCAAAT--GAATTGACGGGGGCCCGC
C--GAATGCAATTCCTAAGTTAAGCTCAGGGATTTCACACTCGACTTAAAAGCCGCCTAC

*k ok Kk * * * ok * kkk Kk Kk Kk Kk kKK x

ACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCT-TACCTGGTCTTG
ACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCT-TACCTGGCCTTG
ACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCT-TACCTGGTCTTG
ACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCT-TACCTGGTCTTG
ACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCT-TACCTGGTCTTG
ACAAGCG-TGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGA-CCT-TACCTGGTCTTG
ACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCT-TACCTGGTCTTG
ACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCT-TACCTGGCCTTG
ACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCT-TACCTGGCCTTG
ACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCT-TACCTGGCCTTG
GCACGCTTTACGCCCAGTA----AATCCGAT-TAACGCTCGCACCCTCTGTATTACCGCG

* Kk kK * * * K kK Kk Kk KkK * Kk Kk kK * kkxk K * * *

ACATAGTAAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCT--TCGGGAACTTACATACAGGTGC
ACATAGTAAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCT--TCGGGAACTTACATACAGGTGC
ACATAGTAAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCT--TCGGGAACTTACATACAGGTGC
ACATAGTAAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCT--TCGGGAACTTACATACAGGTGC
ACATAGTAAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCT--TCGGGAACTTACATACAGGTGC
ACATAGTAAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCT--TCGGGAACTTACAT-CAGGTG-
ACATAGTAAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCT--TCGGGAACTTACATACAGGTGC
ACATACTAAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCT--TCGGGAACTTAGATACAGGTGC
ACATACTAGAAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCT--TCGGGAATCTAGATACAGGTGC
ACATAGTAGAAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCT--TCGGGAATCTACATACAGGTGC
GC-TGCTGGCA-—--—--— CAGAGTTAG-CCGGTGCTTATTCTGCGAGTAACGTCCAC-TA-

* x * * R S R * Kk Kk * * * kK *

TGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAA
TGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAA
TGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAA
TGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAA
TGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAA
TGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGT-AGATGT-GGGTTAAGTCC-GCAA-GAGCGCAA
TGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAA
TGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAA
TGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAA
TGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAA
TCCAAGAGTATTA--ATCTCG-GTAGCCTCCCTCTCGCTTAAAGTGCTTTACAACCAAAA

* KKk K * K * kkkKk Kk K K kkk ok * * K * K

CCCTTTTCCTTATTTGC-CAGCG-GGTTAAGCCGGGAACTTTAAGGATACTG-CCAGTGA
CCCTTTTCCTTATTTGC-CAGCG-AGTAATGTCGGGAACTTTAAGGATACTG-CCAGTGA
CCCTTTTCCTTATTTGC-CAGCG-GGTTAAGCCGGGAACTTTAAGGATACTG-CCAGTGA
CCCTTTTCCTTATTTGC-CAGCG-GGTTAAGCCGGGAACTTTAAGGATACTG-CCAGTGA
CCCTTTTCCTTATTTGC-CAGCG-GGTTAAGCCGGGAACTTTAAGGATACTG-CCAGTGA
CCCTTTTCCTTATTTGC-CAGCG-G-TTAAGCCGGGAACTTTAAGGATACTG-CCAGTGA
CCCTTTTCCTTATTTGC-CAGCG-AGTAATGTCGGGAACTTTAAGGATACTG-CCAGTGA
CCCTTTTCCTTATTTGC-CATCG-GGTAATGCCGGGAACTTTAAGGATACTG-CCAGTGA
CCCTTTTCCTTACTTGC-CAGC--ATTTCGGATGGGAACTTTAAGGATACTG-CCAGTGA
CCCTTTTCCTTACTTGC-CAGC--ATTTCGGATGGGAACTTTAAGGATACTG-CCAGTGA
GGCCTTTCCT-ACACACGCGGCATGGCTGGATCAGG--CTTTC-GCCCATTGTCCAATAT

* kkkkkk Kk * ok * * * Kk kK * * kk kkk Kk
--CAAACTG-——=————— GAGGAAGGCGGGGACGACGTCA-AGTC--ATCATGGCCCTTA
--CAAACTG-—-———-——— GAGGAAGGCGGGGACGACGTCA-AGTC--ATCATGGCCCTTA
--CAAACTG-—-———-——— GAGGAAGGCGGGGACGACGTCA-AGTC--ATCATGGCCCTTA
--CAAACTG-——=————— GAGGAAGGCGGGGACGACGTCA-AGTC--ATCATGGCCCTTA
--CAAACTG-—-———-——— GAGGAAGGCGGGGACGACGTCA-AGTC--ATCATGGCCCTTA
--CAAACTG-——=————— GAGGAAG-CGGGGACGACGTCA-AGTC--ATCATGGCCCTTA
--CAAACTG-—-———-——— GAGGAAGGCGGGGACGACGTCA-AGTC--ATCATGGCCCTTA
--CAAACTG-—-———-——— GAGGAAGGCGGGGACGACGTCA-AGTC--ATCATGGCCCTTA
--CAAACTG-——=————— GAGGAAGGCGGGGACGACGTCA-AGTC--ATCATGGCCCTTA
--CAAACTG-—-———-——— GAGGAAGGCGGGGACGACGTCA-AGTC--ATCATGGCCCTTA
TCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCG-TGTCTCAGTCCCAGTGTGGCG-——-~

ko kK kk kK kk K kkKk kKk kkKk  kkkk K * ko x

CGACCAGGGCTACACACGTGCTACA-ATGGTCGGTACAAAGGGTTGCTACCTCGCGAGAG
CGGCCAGGGCTACACACGTGCTACA-ATGGTCGGTACAAAGGGTTGCTACCTAGCGATAG
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CGACCAGGGCTACACACGTGCTACA-ATGGTCGGTACAAAGGGTTGCTACCTAGCGATAG
CGACCAGGGCTACACACGTGCTACA-ATGGTCGGTACAAAGGGTTGCTACCTAGCGATAG
CGACCAGGGCTACACACGTGCTACA-ATGGTCGGTACAAAGGGTTGCTACCTAGCGATAG
CGAC-AGGGCTACACACGTGCTACA-ATGGTCGGTACAAAGGGTTGCTACCTAGCGATAG
CGACCAGGGCTACACACGTGCTACA-ATGGTCGGTACAAAGGGTTGCTACCTAGCGATAG
CGGCCAGGGCTACACACGTGCTACA-ATGGTCGGTACAAAGGGTTGCTACCTCGCGAGAG
CGGCCAGGGCTACACACGTGCTACA-ATGGTCGGTACAAAGGGTTGCTACACAGCGATGT
CGGCCAGGGCTACACACGTGCTACA-ATGGTCGGTACAAAGGGTTGCTACCTAGCGATAG
—GATCATCCTCTCAGACCCGCTACAGATCGTCGCCTTGGTAGGCCTTTACCCCACCA-AC

* * * Kk KK kkkkk Kk Kkk Kkkk*k * K * kK * ok

GATGCTAATCTCAAA-AAGCCGATCG--TAGTCC--GGATTGGAG-TCTGCAACTCGACT
GATGCTAATCTCAAA-AAGCCGATCG--TAGTCC--GGATTGGAG-TCTGCAACTCGACT
GATGCTAATCTCAAA-AAGCCGATCG--TAGTCC--GGATTGGAG-TCTGCAACTCGACT
GATGCTAATCTCAAA-AAGCCGATCG--TAGTCC--GGATTGGAG-TCTGCAACTCGACT
GATGCTAATCTCAAA-AAGCCGATCG--TAGTCC--GGATTGGAG-TCTGCAACTCGACT
GATGCTAATCTCAAA-AAGCCGATCG--TAGTCC--GGATTGGAG-TCTGCAACTCGACT
GATGCTAATCTCAAA-AAGCCGATCG--TAGTCC--GGATTGGAG-TCTGCAACTCGACT
GATGCTAATCTCAAA-AAGCCGATCG--TAGTCC--GGATCGCAG-TCTGCAACTCGACT
GATGCTAATCTCAAA-AAGCCGATCG--TAGTCC--GGATTGGAG-TCTGCAACTCGACT
GATGCTAATCTCAAA-AAGCCGATCG--TAGTCC--GGATTGGAG-TCTGCAACTCGACT
TA-GCTAATCTGACTTAGGCTCATCTATTAGCGCAAGGTCCGAAGATCCCCTGCTTTCCC

kokokkkkkkk K Kk okk kK kxkKk ok kx kokk Kk K Kk *
CCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAAT-CGCGGATCAGAATGCCGC-———-———-— GGTGAATA
CCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAAT-CGCGGATCAGAATGCCGC-——=——=~ GGTGAATA
CCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAAT-CGCGGATCAGAATGCCGC-——————~ GGTGAATA
CCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAAT-CGCGGATCAGAATGCCGC-———-———— GGTGAATA
CCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAAT-CGCGGATCAGAATGCCGC-—====-—~ GGTGAATA
CCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAAT-CGCGGATCAGAATGCCGC-———-———— GGTGAATA
CCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAAT-CGCGGATCAGAATGCCGC-——=———~ GGTGAATA
GCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAAT-CGCGGATCAGAATGCCGC-——————~ GGTGAATA
CCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAAT-CGCGGATCAGAATGCCGC-—————-—~ GGTGAATA
CCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAAT-CGCGGATCAGAATGCCGC-—==—=-—~ GGTGAATA
CCGTAGGG-CGTATGCGGTATTAGCATTCCTTTCGGAATGTTGTCCCCCACTAATAGGCA

* ok * kk K * Kk kk kK * * ok ok k ok ok ok * * *

CGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTTGTTGCACCAGAAGTA
CGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTTGTTGCACCAGAAGTA
CGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTTGTTGCACCAGAAGTA
CGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTTG-—==—=——==————
CGTTCCCGGGNCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTTGTTGCACCAGAAGTA
CGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAATTTGTTGCACCAGAAGTA
CGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTTGTTGCACCAGAAGTA
CGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTTGTTGCACCAGAAGTA
CGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTTGTTGCACCAGAAGTA
CGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTTGTTGCACCAGAAGTA
GATTCCTAAGCATTACTCAC-CCGTCCGCCGC----TAGG--—-—-—————— TCAG--GTA

* ok ok k * * K KkhkKk Kkk Kkhkk K* Kk * KK

GGTAGTCTAACCGNAAGGAGGACGCTTACCACGGTGTGGCCGATGACTGGGGTGAAGT -~
GCTAGCCTAACTGCAAAGAGGGCGGTTACCACGGTGTGGCCGATGACTGGGGTGAAGTCG
GGTAGTCTAACCGTAAGGAGGACGCTTACCACGGTGTGGCCGATGACTGGGGTGAAGT -~

GGTAGTCTAACCGTAAGGAGGACGCTTACCACGGTGTGGCCGATGACTGGGACGAAGTCG
GGTAGTCTAACCGCAAGGAGGACGCTTACCACGGTGTGGCCGATGACTGGGACGAAGTCG
GGTAGTCTAACCGCAAGGAGGACGCTTACCACGGTGTGGCCGATGACTGGGGTGAAGT ——
GGTAGTCTAACCTTAGGGGGGACGCTTACCACGGTGTGGCCGATGACTGGGACGAAGTCG
GO RAAGC T~ == === == — m
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