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OZET

Doktora Tezi

BAZI HALOFILIK VE HALOTOLERANT MIKROORGANIZMALARIN,
FENANTREN, PIREN VE NAFTALEN PARCALAYABILME YETENEKLERININ
ARASTIRILMASI

Sevim Feyza ERDOGMUS
Afyon Kocatepe Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Muhsin KONUK

Bu arastirmada, 17 adet halofilik ve halotolerant izolatin PAH’lar1 (p-hidroksibenzoik
asit, naftalen, fenantren ve piren) pargalayabilme yetenekleri ve izolatlarmm PAH’lar1

pargalama siirecinde kullandiklar1 metabolik yolun belirlenmesi amag¢lanmustir.

Izolatlarm  morfolojik ve kiiltiirel ~ dzellikleri  belirlenmistir.  Farkli PAH
konsantrasyonlarinda  izolatlarin  iireme  durumlar1  saptanmistr.  PAH’larin
parcalanmasinda intradiol halka par¢alama yolundaki (orto yol) katekol 1,2-dioksijenaz
ve/veya protokatekhuat 3,4-dioksijenaz enzimlerini kullandiklar1 spektrofotometrik
yontem kullanilarak belirlenmistir. izolatlarm dioksijenaz enzimlerini kodlayan gen
bolgelerini belirleyebilmek i¢cin PCR amplifikasyonlar: yapilmistir. Amplifikasyon
tirtinleri %1°lik agaroz jelde yiiriitiilerek goriintiilenmistir. Katekol 1,2 dioksijenaz ve
protokatekhuat 3,4 dioksijenaz enzimlerini kodlayan muhtemel gen bolgeleri

saptanmustir. Bu gen bolgelerinin niikleotid sekans analizleri belirlenmistir.



Sonug olarak; C-24, C-27, C-37, C-41, C-43, C-46, C-50, C-51, C-52, CH izolatlarinin
calismada kullanilan PAH’lar1 pargalayabildikleri ve yiiksek tuzluluk kosullarina sahip
ortamlarda PAH’larin biyoremediasyonu i¢in potansiyel olarak kullanilabilecegi tespit

edilmistir.

2012, xv + 190 sayfa
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ABSTRACT

PhD Thesis

THE INVESTIGATION ON SOME HALOPHILIC AND HALOTOLERANT
MICROORGANISMS’ DEGRADATION ABILITY OF PHENANTHRENE,
PYRENE, AND NAPHTHALENE

Sevim Feyza ERDOGMUS

Afyon Kocatepe University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Muhsin KONUK

In this research, we aimed to determine PAHSs (p-hydroxybenzoic acide, naphthalene,
phenanthrene and pyrene) degradation ability of 17 halophilic and halotolerant isolates

and the methabolic pathway used by the isolates during the degradation.

Morphological and cultural features, and growing conditions of these isolates were
determined. The PAH degradation ways used by the isolates were also identified by
using spechtrophotometric method. It was observed that the isolates use catechol 1,2
dioxygenase and/or protocatechuate 3,4 dioxygenase in intradiol ring cleavage. PCR
amplification was carried to define the gene zones which codify dioxygenases of these
isolates. The amplified products were also analysed on 1% (w/v) agarose gels, and
possible gene zones of catechol 1,2 dioxygenase and protocatechuate 3,4 dioxygenase

were determined. Nucleotide sequence analysis of these gene regions were performed.



Concequently, it was found that C-24, C-27, C-37, C-41, C-43, C-46, C-50, C-51, C-52,
CH isolates could degrade the PAHs tested and these isolates could be used in

bioremediation of the environments contaminated with PAH containing high salinity.

2012, xv + 190 sayfa
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1. GIRIS

Polisiklik Aromatik Hidrokarbon (PAH)’lar dogada yaygin olarak bulunurlar ve
potansiyel toksisiteleri, mutajeniteleri, karsinojeniteleri nedeniyle ¢evre kirleticisi olarak
biiyiilk 6neme sahiptirler (Cerniglia and Heitkamp 1989, Patnaik 1992, Archana et al.
2008, Ri-He et al. 2008). Hidrofobik ozellikleri nedeniyle pek ¢ok PAH toprak ve
sediment partikiillerine baglanarak ¢evrede uzun siire par¢alanmadan kalabilmektedir.
Bunun sonucunda, ¢evre kirlenmesine neden olarak biyolojik dengeyi 6nemli Olciide

etkilerler (Cerniglia et al. 1985, Tao et al. 2007).

PAH’lar ile kontamine ortamlar ayn1 zamanda yliksek tuz konsantrasyonuna sahiptir ve
biyodegredasyon kontaminantlarin uzaklastirilmasi i¢cin pek ¢ok durumda primer
mekanizmadir. Tuzlu habitatlarda PAH’lar bol miktarda bulunmalarina ragmen bu gibi
ortamlarda PAH bilesiklerini pargalayabilen halofilik mikroorganizmalar iizerine

yapilan ¢aligmalar ise ¢ok azdir (Peng et al. 2008).

Asir1 tuzluluk kosullarina dayanikli enzimleri, zor sartlarda enerji liretimine olanak
saglayan 0Ozel proteinlerinin varligi, ekstrem kosullara karsi koyabilmek i¢in
kullandiklar stratejiler ve bu kosullara uyum gostermis 6zel yapilar1 nedeniyle halofilik
mikroorganizmalar, biyoteknoloji alaninda ¢alisan birgok arastirmacmin ilgisini
cekmistir. Bu nedenle halofilik bakterilerin biyoteknolojik uygulamalarda 6zellikle
biyoremediasyon ¢alismalarinda yararlanilmasmin  biliyiik avantaj saglayacagi
diistiniilmektedir. Bu grup mikroorganizmalar tuzlu kosullar altinda ¢ok fazla katabolik
cesitlilik gdstermelerine ragmen kullandiklar1 metabolik yollar ise tam olarak

aydinlatilamamustir.

Bu c¢alismada, 17 adet halofilik ve halotolerant prokaryotik mikroorganizmanmn p-
hidroksibenzoik asit, naftalen, fenantren ve piren pargalayabilme yetenekleri ve

kullandiklar1 metabolik yolun belirlenmesi amaglanmigtir. Test edilen izolatlarin



PAH’lar1 pargalayabilme siirecinde kullandiklar1 metabolik yolun aydinlatilmasi i¢in bu
metabolik yollarda kullanilan enzimler, bu enzimleri kodlayan gen bdlgeleri ve

niikleotid sekanslar1 belirlenmistir.



2. LITERATUR BILGILERI

2.1 Polisiklik Aromatik Hidrokarbonlar (PAH’lar)

Polisiklik Aromatik Hidrokarbonlar (PAH’lar), iki ya da daha fazla halkanin
birlesmesiyle meydana gelen bilesikler olarak tanimlanmistir (WHO 1998, Chang et al.
2011). PAH’lar dogada yaygin olarak bulunurlar ve potansiyel toksisiteleri,
mutajeniteleri, karsinojeniteleri nedeniyle ¢evre kirleticisi olarak biiyilk 6neme
sahiptirler (Cerniglia and Heitkamp 1989, Patnaik 1992, Tao et al. 2007, Archana et al.
2008, Ri-He et al. 2008). Hidrofobik ozellikleri nedeniyle pek ¢ok PAH toprak ve
sediment partikiillerine baglanarak ¢evrede uzun siire par¢alanmadan kalabilmektedir.
Bunun sonucunda, ¢evre kirlenmesine neden olarak biyolojik dengeyi 6nemli Olciide

etkilemektedirler (Cerniglia et al. 1985, Tao et al. 2007, Chang et al. 2011).

Iki veya ii¢ halkali diisiik molekiil agirlikli PAH’larin, biiyilk molekiil agirlikli
PAH’lara oranla sudaki ¢oOziiniirlikleri ve uguculuklar1 daha yiiksektir. PAH’lar
hidrofobik bilesiklerdir ve suda c¢oziinmek yerine daha c¢ok partikiillere tutunma
egilimindedirler. Bu nedenle de sulu ortamlarda daha ¢ok sedimentlerde birikirler ve bu

da biyolojik olarak pargalanmalarini yavaslatmaktadir (Lima et al. 2005).

Yapilan arastirmalar sonucunda PAH’larin bitki ve hayvan dokularindaki birikim
miktarlarinin, bu canlinin yasadigi toprak ve ictikleri sudaki miktarlarindan daha yiiksek
olduklar1 goriilmiistiir. Bu durum, PAH’larin dokularda birikme egilimi gdsterdigini
ortaya koymaktadir (Cerniglia et al. 1985, Hall et al. 1990, Bostrom et al. 1998,
Catteral et al. 2000, Ololade and Lajide 2010).



Fosil yakitlarin evsel ve endiistriyel kullanimi, motorlu tasit eksozlari, volkanik

patlamalar ve orman yangmlari PAH’larin temel kaynaklari olarak bilinmektedir

(Saleha-Husian 2008, Chang et al. 2011).

Karbon ve hidrojenden olusan bu organik bilesikler, daha ¢ok fosil yakitlarin ve diger
organik materyallerin tamamen yanmamasi ya da yiiksek sicaklikta erimesi sonucu
meydana gelmektedirler. Sadece karbon ve hidrojen atomlarindan olusmalarma ragmen,
benzen halkasinda azot, oksijen ve kiikiirt atomlarinin bulundugu heterosiklik aromatik

hidrokarbonlar da ¢ogunlukla PAH grubuna dahil edilmektedir (Lundstedt 2003).

Dogada 100°’den fazla PAH bilesigi bulunmaktadir. En ¢ok ¢alisilan ve yaygm olarak
bulunani, benzo[a] piren’dir. Bu bilesik 1938’de Kenneway tarafindan komiir
katraninda karsinojen bir bilesik olarak tespit edilmistir. Boylece, PAH’larin giiclii
karsinojenik bilesikler oldugu kabul edilmektedir (Glatt et al. 1994).

Yiiksek molekiil agirliklit PAH’lar saf haldeyken kati formda bulunurlar ve genellikle
erime noktalar1 100 °C’den daha yiiksek oldugu i¢in buharlasmaya ugramazlar. Biiyiik
rezonans enerjileri dolayisiyla termodinamik yonden kararhidirlar, fakat cesitli halka

pozisyonlarinda fotooksidasyona ugrayabilirler (Saleha 2008).

Toksik 06zelliklerinin  bulunmasi, dayanikli olmalar1 ve c¢evrede yaygin olarak
bulunmalarindan dolay1 16 adet PAH bilesigi, Amerikan Cevre Koruma Orgiitiiniin
(EPA) oncelikli kirleticiler listesinde yer almaktadir. EPA’nin listesinde bulunan
PAH’lar ve kimyasal yapilar1 Sekil 2.1°de verilmistir (Keith and Telliard 1979, EPA
1993, Liu 2001). Uluslararas1 Kanser Arastirma Orgiitii (IARC) USEPA nin belirledigi
16 PAH bilesiginden 6 tanesinin dahil oldugu 15 PAH bilesigini potansiyel karsinojen
olarak belirlemistir (Archana et al. 2008, Int. Kyn. 1).
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Sekil 2.1 EPA’nin 6ncelikli kirleticiler listesinde bulunan PAH’lar ve kimyasal yapilar1 (EPA
1993).

2.2 PAH’larin Olusumu ve Kaynaklan

PAH’lar ¢ok ¢esitli kaynaklardan meydana gelip cevreye yayilirlar. Basta dogal
kaynakli olarak volkanik aktiviteler ve orman yanginlar1 olan PAH bilesikleri, dogal
kaynaklara kiyasla daha ¢ok antropojenik faaliyetler sonucunda olugsmaktadirlar. Bilinen
onemli antropojenik PAH kaynaklar1 ise fosil yakit tiiketimi, petrol rafineri islemleri,
kok ve katran fretimi, endistriyel islemler ve motorlu araglardan kaynaklanan
emisyonlardir (Masih and Taneja 2006, Lease et al. 2011). Bunlarin disinda demir gelik
endiistrisi, petrokimya endiistrisi, enerji iiretim tesisleri ve ¢0p yakma tesisleri de

PAH’larin 6nemli emisyon kaynaklarindandir (Ravindra et al. 2008).

Sigara dumaninda da ¢ok miktarda karsinojen PAH’lar bulunmaktadir. PAH’lardan en

kanserojen olan1 ve sigara dumaninda en ¢ok bulunani benzo[a] piren’dir. Sigara icen



insanlarda dudak ve akciger kanserinin fazla goriilmesinin sebebi diger kanserojenlerle

birlikte benzo[a] piren’dir (Kim et al. 2000).

PAH’lar, genelde oksijenin yetersiz oldugu kosullardaki yanma (500-800°C)
reaksiyonlar1 sonucunda olugmaktadirlar. Eksik yanma veya yakitla havanin yetersiz
karigimi yakitin bir kisminin yanmadan ¢ikis gazina kagmasma sebep olmaktadir.
Bunun tersine eger hava eksik olursa termal dekompozisyon (piroliz) olusur. Bu
dekompozisyon siireci yakitin orjinalinde olmayan yeni hidrokarbonlarin olusmasina

sebep olmaktadir (Finlayson and Pitts 1998, Esen 2006).

PAH’lar azot oksit ve nitrik asit ile reaksiyona girerek PAH’larin nitro tiirevlerini,
kiikiirt oksitler ve siilfiirik asitle reaksiyona girerek siilfinik ve siilfonik asit formlarini
olustururlar. Nitro PAH’larin olusumu biyolojik etkileri ve mutajenik aktiviteleri

yiiziinden 6zellikle dnemlidir (WHO 1998).

PAH bilesiklerinden asenaften, asenaftalen ve antrasenin boya, sentetik fiber, plastik ve
bocek oldiiriicii iiretimi gibi sektorlerde kullanilmasi amaciyla ticari olarak iiretimleri
yapilmaktadir. Ancak bu bilesiklerin ticari olarak iiretimlerinin ve kullanimlarinin

cevresel etkileri diger emisyon kaynaklarina oranla ihmal edilebilecek diizeydedir

(Mumtaz and George 1995).

2.3 PAH’lann Saghk Uzerine Olan Etkileri

Atmosferde hem gaz hem de partikiil formda bulunabilen PAH’lar gerek deri yoluyla,
gerekse solunum yoluyla canli blinyesine girebilmektedirler. Bu durum onlar1 canlilar
icin oldukca tehlikeli hatta toksik yapmaktadir. Solunum ve deri yoluyla alinan
PAH’larin bazilar1 akcigerde ve deride karsinojenik etkilere sebep olurken, bazilari ise
timor olusturucu aktivite gostermektedir. IARC’in PAH’lar i¢in hazirlamis olduklar1

karsinojenite smiflandirilmasi Cizelge 2.1°de gosterilmistir (Int. Kyn. 1).



Cizelge 2.1 Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi’'nin (IARC) PAH’larm karsinojenite
smiflandirmasi (Int. Kyn. 1).

Yiiksek Olasiikl Karsinojen Muhtemel Karsinojen
Benzo (a) antrasen Benzo (b) fluoranten
Benzo (a) piren Benzo (j) fluoranten
Dibenz (a, h) antrasen Benzo (k) fluoranten
Krisen

Dibenz (a, h) akridin

Dibenz (a, j) akridin

7-h Dibenz (c, g) karbazol

Dibenzo (a, €) piren

Dibenzo (a, h) piren

Dibenzo (a, i) piren

Son zamanlarda yapilan ¢aligmalarda, PAH’larm DNA yapisii bozarak bazi genetik
degisikliklere sebep olduklar1 belirtilmistir. Sigara icen ve isyerinde veya disarida
yiiksek miktarda PAH derisimine maruz kalan insanlar {izerinde yapilan arastirmalarda,
DNA mutasyonlar1 goriilmiistiir. Baz1t PAH bilesikleri ve bunlarin metabolitleri hiicre
boliinmesini kontrol eden mekanizmalar iizerinde onarilamaz hasarlara yol agarak balik
ve memelilerde tiimor olusumuna, dolayisiyla kansere yol agmaktadirlar. PAH’lar yag
dokuda ¢oziinebildiklerinden dolay1r biyoakiimiilasyona ugrayarak besin zincirine
girebilmektedirler (Chen et al. 2006, Chang et al. 2011).

Dipte beslenen baliklar ve kabuklularin blinyesine gecen PAH’lar hayvanlarda yara ve
tiimore sebep olarak biiyiik bir olasilikla besin zinciri yoluyla insanlara gegebilmektedir
(Dickhut et al. 2000, Golomb et al. 2001). Hayvanlar iizerinde geg¢miste yapilan
arastirmalarda ise mutajenik ve karsinojenik etkilerinin yaninda farkli toksik

ozelliklerinin de oldugu goriilmiistiir (Castellano et al. 2003).

Ayrica PAH, PCB (Poliklorobifeniller) ve pestisit gibi kirleticilerin ¢evrede beraber

bulunmalarmm tek basina bulunmalarindan daha tehlikeli oldugu belirtilmektedir (Lee

et al. 1995).



2.4 PAH Bilesiklerinin Hava, Su ve Topraktaki Dongiisii

Atmosfere salinan PAH’lar kaynaklarindan ¢ok uzaklara taginabilirler. Atmosferden
kuru ve yas ¢Okelme olaylariyla topraga, su kiitlelerine ve bitkilerin lizerine inerler.
Yiizey sularinda PAH’lar uguculagma, fotoliz, oksidasyon, biyolojik parcalanma,
parcacik madde iizerine adsorbsiyon ve sucul organizmalarin biinyesine alimma gibi
olaylarla giderilirler. Sedimena karisan PAH’lar yine biyolojik par¢alanma ve sucul
organizmalarin biinyesine alinma olaylariyla giderilirler. Topraktaki PAH’lar benzer
sekilde uguculagsma, fotoliz ve oksidasyon gibi abiyotik bozunma, biyotik bozunma ve
bitkilerde biyoakiimiilasyon olaylariyla uzaklastirilirlar. Ayrica topraktaki PAH’lar
yeralt1 sularmma sizarak akiferler vasitasiyla farkli mesafelere tasinabilirler (ATSDR
2001).

Partikiiller iizerine tutunmus PAH bilesiklerinin asili kalma siireleri ve tasinma
mesafeleri parcaciklarimn boyutuna, kuru ve yas c¢Okelme olaylarmma bagl iken,

stiptiriilmeleri ise meteorolojik kosullara baghidir (ATSDR 2001).

Gaz fazindaki PAH’larin atmosferdeki bozunma ve doniisimleri NOy, N,Os, OH, Os,
SO, ve peroksiasetilnitrat molekiilleriyle girdigi reaksiyonlar ve fotolizle gercgeklesir.
Bu reaksiyonlarin sonucunda oksi-, hidroksi-, nitro- ve hidroksinitro-PAH bilesikleri
olusur. Bu bozunma iiriinlerinden bazilar1 mutajeniktir. O3 ve peroksiasetilnitratlar ile
PAH’larin reaksiyonlar1 sonucunda dion’lar (dione), azot oksitle reaksiyonlar1
sonucunda ise dinitro- PAH bilesikleri olusur. Kiikiirt dioksitle reaksiyonun triinii ise
sulfonik asit’tir. Gaz fazinda PAH’larm en 6nemli reaksiyonlar1 OH radikalleri ile
girdigi reaksiyonlardir (Halsall et al. 2001, Dachs et al. 2002, Int. Kyn. 2).

Partikiil fazdaki PAH bilesikleri NO,, O3 ve SOj3 ile girdikleri reaksiyonlar sonucunda
farkli bilesiklere doniisiirler. Bu reaksiyonlarda 1s1k katalizi yoktur. Isik katalizinde ise

fotoliz sonucu kuinonlar, ketonlar ve asitler gibi oksidasyon iiriinlerine doniigiirler. Kirli



bir havada partikiil fazdaki PAH’larin yok olmasindan sorumlu olaylar basta fotoliz ve

bunu takiben NO,, N,Os ve HNOg3’le girdikleri reaksiyonlardir (ATSDR 2001).

2.5 PAH’larin Mikrobiyal Parcalanmasi

PAH’lar ¢esitli ekosistemlerde yaygin olarak bulunurlar ve potansiyel toksisiteleri,
mutajen olmalar1 ve karsinojeniteleri nedeniyle c¢evre kirleticisi olarak biiyiik 6neme
sahiptirler. Hidrofobik 6zellikleri nedeniyle pek ¢cok PAH topraktaki ve sedimentteki
partikiillere baglanirlar. PAH’lar ile kontamine bdlgelerin ekolojik yenilenmesinde
mikrobiyal pargalanma major mekanizmadir (Mallick et al. 2007, Tao et al. 2007, Peng
et al. 2008, Chang et al. 2011, Lease et al. 2011).

Son yillarda molekiiler tekniklerin  gelismesi, c¢esitli ekosistemlerde PAH
parcalanmasmin metabolik isleyisin aydinlatilmasmi ve bakterilerin metabolik
yollardaki roliinlin daha net ortaya koyulmasmi saglamistir. Besin zinciri iizerinde
karbon ve enerji akisinda bakterilerin paymin anlasilmasindan sonra mikrobiyal ekoloji
calismalarinda bakteriler tarafindan petrol hidrokarbonlar1 gibi bazi kirleticilerin daha
zararsiz formlara doniismesi siklikla ¢alismalara konu olmustur (Azam and Cho 1987,
Margesin and Schinner 2001, Nicholson and Fathepure 2004, Garcia et al. 2005,
Mallick et al. 2007, Wu et al 2010, Lease et al. 2011).

Dogada kompleks molekiillerin pargalanmasi, biyolojik pargalanma olarak
kendiliginden devam ederken, ortam sartlarinda insan eliyle yapilan degisikliklerle
hizlandirilabilmekte ve biyoremediasyon caligsmalar1 olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Biyoremediasyonda zararli kontaminantlar1 parcalayabilmek i¢in mikroorganizmalarin
metabolik ¢esitliliklerinden yararlanilmaktadir (Mallick et al. 2007, Seo et al. 2009, Wu
et al 2010, Arulazhagan and Vasudevan 2011, Chang et al. 2011).



Bugiine kadar yapilan pek ¢ok calismada PAH'larin mikroorganizmalar tarafindan
pargalanmalari, biyokimyasal ve genetik agilardan incelenmistir (Wolfe 1977, Anonim
1985, Cao et al. 2008, Arulazhagan and Vasudevan 2009, Song 2009, Tapilatu et al.
2010). PAH’lar1 parcalayabilen mikroorganizmalarin belirlenmesi, izolasyonu ve
karakterizasyonu, ¢evrenin daha kisa bir slirede temizlenmesi agisindan biiyilk dnem
tasimaktadir. Hem  prokaryotik hem de oOkaryotik biyolojik pargalama
mekanizmalarinda, PAH halkalarina enzimatik tutunmanin baslamasi i¢in molekiiler
oksijenin bulunmasi gerekmektedir (Cerniglia 1984, Wu et al 2010, Lease et al. 2011).
Bunun yanisira siilfat ve nitrat rediikleme kosullar1 altinda bazi anaerob

mikroorganizmalarin PAH pargalayabildikleri belirlenmistir (Rockne and Strand 2001).

PAH’larin ¢evredeki bozunmalar1 biyolojik, kimyasal ve fotokimyasal siiregler
sonucunda meydana gelmektedir. Bakteri ve mantarlar gibi mikroorganizmalar,
PAH’lar1 diger organik bilesiklere veya son flriinler olarak karbondioksit ve suya
doniigiir. Bakteri ve mantarlarin PAH’lar1 parcalama mekanizmalar1 birbirinden
farklidir. Bakteri ve mantarlarm PAH degredasyon mekanizmalar1 Sekil 2.2°de
gosterilmistir. Bakteriler genellikle PAH’lar1 karbon kaynagi olarak kullanirken,
mantarlar salgiladiklar1 enzim yardimiyla PAH’lar1 suda ¢Oziiniir bilesiklere
dontstiiriirler. Mantarlar sitokrom P-450 enzim sistemi sayesinde PAH’lar1 okside
ederek fenoller ve trans-dihidrodiolleri meydana getirirler. PAH’larin bakteriyel
bozunmasi ise genellikle halkalardan birine dioksijenaz saldirisiyla baslar ve bir ara
iriin olan katekol meydana gelir. Ardindan halka hidroksil gruplar1 arasindan veya

disindan pargalanir (Cerniglia 1992, Bamforth and Singleton 2005, Garcia et al. 2005).
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Sekil 2.2 PAH’larin mikrobiyal degredasyonu (Cerniglia 1992).

Bugiine kadar metabolizma ya da kometabolizma yollar1 ile PAH’lar1 parcalayabilen
bircok bakteri belirlenmistir. PAH’larin  bakteriler tarafindan degredasyon
mekanizmalar1 arastirilmustir. Naftalen, fenantren ve antrasen gibi diisiik molekiil
agirhkli PAH’larin genellikle toprakta ya da laboratuvar kosullarindaki bakteriler
tarafindan pargalanabildikleri goriilmistiir (Cerniglia 1984, Cerniglia 1992, Sutherland
et al. 1995, Tapilatu et al. 2010, Chang et al. 2011, Lease et al. 2011). Bununla
birlilikte benzo[a] piren ve benzo[a] antrasen gibi karbon ve enerji kaynagi olarak bes
ya da daha fazla halkali PAH’larin biyolojik olarak par¢calanma mekanizmalar1 hakkinda
bilgimiz ¢ok azdir.

PAH’lar1 kullananabilen bircok mantar tiirlii iizerinde de arastirmalar yapilmistir.

Bacidiomycetes, Deutromycetes gibi filamentli mantarlarin PAH’lar1 parcalayabildikleri
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gosterilmistir. Fungal parcalanmaya duyarli PAH’lar naftalen, fenantren, antrasen,
piren, benzo[a] piren, floren, ketekol, benzo[a] antrasen, krisen, benzo[b] florantren
ornek olarak verilebilir (Cerniglia 1997, Zheng and Obbard 2002, 2003).

2.5.1 Hidrokarbonlarin Halofilik Bacteria ve Archaea Uyeleri Tarafindan
Degredasyonu

Insanlarm sebep olduklar1 aktivitelerin giderek artmasi cevre kirliligine sebep
olmaktadir. Ozellikle asir1 tuzlu ortamlar bu Kirlilikten etkilenmektedir. Bu gibi
ortamlarda halofilik mikroorganizmalar tarafindan organik Kirleticilerin par¢alanmasiyla
ilgili bilinenler ise azdir. Ekstrem ortamlardaki mikroorganizmalarin organik
kirleticileri etkili bir sekilde ortamdan uzaklastirip uzaklastiramayacaklar1 tartigma
konusudur. Halofilik mikroorganizmalarin metabolizmalar1 farklidir ve asir1 tuzlu
ortamlara adaptasyon gostermislerdir. Yapilan literatiir taramalar1 sonucunda hem
halofilik Bacteria hemde Archaea iyelerinin PAH’larin  degredasyonunda
diistiniildiigiinden daha etkili olabilecekleri sonucuna varilmistir (Garcia et al. 2005,
Mallick et al. 2007, Borgne et al. 2008, Tapilatu et al. 2010, Arulazhagan and
Vasudevan 2011, Chang et al. 2011).

Ekstrem halofilik, asidofilik, alkalifilik veya barofilik mikroorganizmalarm biyolojik
pargalanma potansiyellerinin sinirli olduguna dair goriisler vardir (Margesin and
Schinner  2001). Pek ¢ok durumda  hidrokarbon  par¢alanmasinda  bu
mikroorganizmalarm metabolik aktivitelerinin yiiksek tuz konsantrasyonunda azaldigi
diistiniilmektedir (Ward and Brock 1978, Kleinsteuber et al. 2006). Bunun aksi olarak
bazi arastirmalarda tuzlu ortamlarda hidrokarbonlarin pargalanma miktarimm arttigi
gorilmiistiir (Yang et al. 2000, Kleinsteuber et al. 2006). Bu durum muhtemelen,
mikrobiyal komiinitelerin ¢ok ¢esitli ve kontamine bdlgelerin spesifikliginden

kaynaklanmaktadir.
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2.5.2 PAH’larin Bakteriyel Katabolizmasi

Tek karbon kaynagi olarak diisiik molekiil agirlikli PAH’lar1 kullanan ya da PAH’lar1
pargalayabilen birgok bakteri belirlenmistir. Naftalen, fenantren, antrasen gibi
PAH’larin bakteriler tarafindan par¢alanmasinda yaygin olarak kullanilan biyokimyasal
yollar iyi arastirilmustir (Garcia et al. 2005, Seo et al. 2009, Lease et al. 2011). Pek ¢ok
aromatik bilesik enzimatik olarak pargalanarak ilk olarak katekol veya protokatekhuat
gibi di- veya trihidroksile substratlara doniistiiriiliir (Buchan et al. 2000, Cao et al. 2008,
Chang et al. 2011). Biyolojik parcalanma mekanizmalari, PAH halkasinin enzimatik
atagini baslatmak i¢in molekiiler oksijen varligin1 gerektirmektedir. Aerobik bakteriyel
sistemlerde baglangi¢ basamaginda PAH’larin dioksijenaz katalizli oksidasyonuyla
gerceklesmektedir ve cis-dihidrodiolle multikomponent enzim sistemi ile erken
biyoiiriin olarak ortaya ¢ikmaktadir. PAH substratlarmin cis-dihidrodiollerinin
formasyonundan sorumlu dioksijenazlar en ¢ok bakterilerde goriilmektedir (Fairley et

al. 2002, Song 2009).

Bu dihidroksile ara tirtinler, intradiol ya da ekstradiol halka parcalayan dioksijenazlar ile
orto parcalama yolu ya da meta pargalama yolu ile kesilerek santral ara {iriinler
olusmaktadir ve daha sonra bu iirlinler TCA siklusundaki ara (iriinlere
doniismektedirler. Intradiol halka par¢alama yolundaki (orto yol) enzimler, katekol 1,2
dioksijenaz ve/veya protokatekhuat 3,4-dioksijenaz iken ekstradiol halka pargalama
yolundaki (meta yol) enzimler ise katekol 2,3 dioksijenaz ve/veya protokatekhuat 4,5-
dioksijenaz enzimleridir (Cerniglia 1992, Garcia et al. 2005, Song 2009). Bu metabolik

yollar ve enzimleri Sekil 2.3°de gosterilmistir.
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Sekil 2.3 Oksidatif aromatik halka pargalama reaksiyonu. Farkli aromatik hidrokarbonlar cesitli
halka pargalama reaksiyonlari ile santral ara tiriinlere doniismektedir (Iwagami 1994).

2.6. Dioksijenaz Enzimleri

Dogada pek cok enzimin atmosferdeki dioksijenin aktivasyonuyla faaliyet gosterdigi ve
onemli reaksiyonlarda etkili olduklar1 goriilmiistiir. Oksijenazlar, oksijen atomlarmin
iirliniin i¢ine katilimasini saglarlar. Monooksijenazlar sadece bir oksijen atomunun {iriin
katilimin1 saglarken, dioksijenazlar her iki oksijen atomunu iriine katmaktadir.
Dioksijenaz enzimlerinin pek ¢ogu genellikler Fe*? veya Fe**gibi bir metal kofaktére
ihtiya¢ duymaktadirlar (Bugg 2003).
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Katekol dioksijenazlar, katekol’iin oksidatif pargalanmasmi katalizlemektedirler.
Dogada aromatik bilesiklerin bakteriyel pargalanmasi igin katekol’e doniisiimii anahtar
basamaktir. (Dagley 1975). Katekol’iin oksidatif olarak pargalanmasmi katalize
edebilen ve dioksijeni substrat olarak kullanabilen iki dioksijenaz enzim ailesinin varlig1
ortaya konulmustur (Hayaishi et al. 1995). Bunlardan bir tanesi intradiol dioksijenazlar
olup, katekol 1,2 dioksijenazlar (pyrocatechase) olarak isimlendirilmektedirler. Bu
enzimler fenolik hidroksil gruplar1 arasindaki karbon-karbon arasindaki baglari
parcalayarak {iriin olarak mukonik asit olusumunu saglamaktadirlar ve kofaktor olarak
Fe*¥e gereksinim duymaktadirlar (Kojima et al. 1961). Digeri ise ekstradiol
dioksijenazlardir ve Kkatekol 2,3 dioksijenazlar (metapyrocatechase) olarak
isimlendirilmektedirler. Fenolik hidroksil gruplarina bitisik olarak bulunan karbon-
karbon arasi baglar1 parcalayarak iirlin olarak 2-hidroksimukonaldehid olusumunu
saglamaktadirlar ve kofaktdr olarak Fe*?’e ihtiyaglari vardir (Kojima et al. 1961).
Ekstradiol ve intradiol dioksijenazlar ile aromatik halkalarin pargalanmasi Sekil 2.4’de

gosterilmistir. Metabolik yollar sonucunda agiga ¢ikan iirtinler TCA’ya katilmaktadir.

R
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dicsygenass o
B ,.-""; = OuC =
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- OH e
| 5 .
Fon
\ b extraiol O OH
dioxygeanase M
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Sekil 2.4 Ekstradiol ve intradiol dioksijenazlar ile aromatik halkalarin parcalanmasi (Bugg
2003).

Intradiol (orto) yol; p-ketoadipate yolu olarak da isimlendirilmektedir (Stanier and
Ornston 1973) Bu metabolik yol, pek ¢ok farkli toprak mikroorganizmasinda yaygin
olarak goriilmektedir. Bu metabolik yol bitki materyalleri, toprak ve diger kaynaklardan
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tiirevlenen aromatik bilesiklerin parcalanmasinda 6nemli rol oynadigindan dolay:1 ana

yolak (major utiliy pathway) olarak bilinmektedir (Harwood and Parales 1996).

2.6.1 Intradiol Katekol Dioksijenazlar

Bu enzimler fenolik hidroksil gruplari arasindaki karbon-karbon arasindaki baglari
parcalayarak {iriin olarak mukonik asit olusumunu saglamaktadirlar ve kofaktor olarak
Fe"e gereksinim duymaktadirlar. Bu enzimlerin rol oynadiklar1 metabolik yol iki dala
ayrilmaktadr. Bunlardan birinde Kkatekol, digerinde ise protokatekhuat rol
oynamaktadir. Bu bilesikler katekol 1,2 dioksijenaz ve protokatekhuat 3,4 dioksijenaz
tarafindan pargalanmaktadir. Bakterilerde bu iki metabolik yol ara iiriinleriyle birlesir ve
bu yol p-ketoadipate enol lakton yolu olarak bilinir. p-ketoadipate yolu bakterilerde
biyokimyasal olarak korunmaktadir ve bu metabolik yolun enzimlerini kodlayan yapisal
genlerin farkli bakteri tiirlerinde homolog olduklar1 goriilmiistiir. A. calcoaceticus ve P.
putida suslarindan pS-ketoadipate yolundaki genler Kklonlanarak sekans analizleri
yapilmustir. Iki organizmanm G+C igerikleri %20 oraninda farklilk gdstermesine
ragmen izofonksiyonel enzimler i¢in aminoasit sekanslar1 %45-68 oraninda benzerlik

gosterdigi belirlenmistir (Harwood and Parales 1996).

[S-ketoadipate yolundaki farkliliklar; metabolitler, genetik organizasyon, operon dizileri
ve gen regiilasyonundan kaynaklanmaktadir. Baz1 organizmalar bu yolun sadece bir
kismima sahipken digerlerininki farklilik gosterebilmektedir. P. putida’da katekol ve
protokatekhuik asit yollar1 S-ketoadipate enol-lakton yolunda birlesmektedir (Ornston
1996). Farkli bakterilerde metabolik yol iirlinlerinin farkli oldugu diistiniilmektedir.
Ornegin S-ketoadipate yolunda protokatekhuat pek cok bakteride anahtar efektdrdiir.
Agrobacterium’da p-karboksi cis-cis mukonat 6nemli bir indiikleyicidir (Parke 1977).
Cat ve pca genleri genellikle kiimeler halinde bulunmaktadir fakat bu gen bolgeleri her
tiirde korunmamustir. Operon gruplar arasindaki baglant1 supraoperonik (Wheelis and
Stanier 1970) veya superoperonik (Morgan and Dean 1985) olarak kiimelenmis olarak
bulunmaktadir. Ornegin cat ve ben genleri ile pca ve pob genlerinin, benzoatmn Katekole

ve hidroksibenzoik asitin protokatekhuat’a doniisiimiinii sagladigi ve ayni bakteride

16



yakin iligkili olduklar1 goriilmiistiir (Harwood and Parales 1996). A. calcoaceticus
sugsunda cat genleri CatR tarafindan pozitif yonde regiile olmakta iken PobR regiilator
protein ailesinden olan PcaR’nin pca gen ekspresyonunu aktive ettigi belirlenmistir.
(Rothmel et al. 1990, Romero-Stainer et al. 1994). A. calcoaceticus susunda CatR
homologu olan CatM proteini cat genlerini pozitif yonde regiile ederken PcaU ise pca
genlerinin ekspresyonunu aktive etmektedir (Romero-Arroyo et al.1995, Harwood and
Parales 1996). B. cepacica’da protokatekhuat 3,4 dioksijenaz kodlayan genlerin negatif
kontrol altinda olabilecekleri diigiiniilmektedir (Zylstra et al. 1989).

Hayaishi, Pseudomonas’dan elde ettikleri katekol 1,2 dioksijenaz iizerinde 20,
isaretleme yontemini kullanarak her iki oksijen atomunun reaksiyona nasil katildigini ve
reaksiyon triinlerini ortaya koyabilmistir. (Hayaishi et al 1955). Hayaishi, katekol
dioksijenazin X 1sinlariyla kristal yapisimi ortaya koymustur. Ohlendorf, ilk kez
Pseudomonas putida’dan intradiol enzim olan protokatekhuat 3,4 dioksijenaz’in X
iginlariyla kristal yapisini ortaya koymustur. (Ohlendorf et al. 1988). Bu enzim
oligomerik yapidadir ve a ve B alt iinitelerine sahiptir. Bu enzim (apFe™®)s.1, kuaternal
yapisindadir (Frazee et al. 1993). Rhizobium trifolii TA1 susu iizerinde yapilmis olan
calismalarda bu enzimin (oc2[32Fe+3)2 kuaterner yapisinda oldugu rapor edilmistir (Chen
et al. 1984). Farkli bakterilerde elde edilen protokatekhuat 3,4 dioksijenaz enziminin o
ve B alt tinitelerinin %22 ve %29 oraninda benzerlik gosterdigi bulunmustur. P. putida
va A. calcoaceticus iizerinde yapilan ¢aligmalar sonucunda o ve [ alt initelerinin

aminoasit sekanslarinin %53-56 oraninda benzerlik gosterdigi bulunmustur.

Fe*® kofaktdrii dort tane aminoasit zincirine bagl olarak bulunmaktadir. imidazol zincir
bolgesinde His-460, His-462 ve fenolik zincir bdlgesinde ise Tyr-408, Tyr-447 yer
almaktadir. Sekil 2.5 (A)’da gosterilmistir. Bu iki tirozin ligantmm kofaktor olan Fe*®"ii
stabilize ettigi ve ligant-metal transfer etkilesimi dolayisi ile enzimin karakteristik rengi
olan koyu kirmizi renk almasini sagladigi disiiniilmektedir (Ohlendorf et al. 1988).
Pseudomonas aeruginosa ve Acinetobacter sp. ADP1 suslari ile yapilan ¢alismalarda

protokatekhuat 3,4 dioksijenazlarm X ismlariyla kristal yapilart aydinlatilmis ve aktif
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bolgelerinin yiiksek oranda benzerlik gosterdigi saptanmustir (Pyrz et al. 1985, Vetting
et al. 1995).

A. Tttt B. Tyr-447 C. Tyr-200
.o
Tyr-408 Vi ,
L 3 ! Y 4
> A ryraon His-226
[ ] H'S‘:“) His-460 #
k- & p X of 1 “ %
I O' @ - catechol © \ == §
) ) PCA Tyr-164

-~ oy
. . L
His-462 > His-224 -

His-462

Sekil 2.5 Intradiol katekol dioksijenazlarin aktif bolgelerinin yapisi: (A) Pseudomonas
putida’daya ait protokatekhuat 3,4 dioksijenaz, (B) Protokatekhuat 3,4 dioksijenaz ile
substrat kompleksi, (C) Acinetobacter sp. ADPI1’ye ait katekol 1,2 dioksijenaz
enziminin aktif bolgesinin yapis1 (Bugg 2003).

Intradiol dioksijenazlardan biri olan katekol 1,2 dioksijenaz’in yapis1 Acinetobacter sp.
susunda ortaya ¢ikarilmistir. Bu enzim bir o homodimer ile birlikte her alt iinite bagina
bir Fe*® kofaktér icermektedir. Enzimin bu iiciinciil yapisi protokatekhuat 3,4
dioksijenaz’mn yapisi ile benzerlik gostermesine ragmen katekol 1,2 dioksijenaz iki alt
Unitesinin ara ylizlerinde 16sin fermuar modeli yer almaktadwr. Katekol 1,2
dioksijenaz’in aktif bolgesi ise Fe™ ligantlarinin diizenlenmesiyle yiiksek oranda
benzerlik gostermektedir. Aksiyal ligantlar; Tyr-200 ile His-226, ekvatoryal ligantlar ise
Tyr-164 ve His-224 ligantlaridir. Sekil 2.5 (C)’de gosterilmistir (Vetting et al. 2000).

Dioksijen ile Fe*3-katekol reaksiyonunun, substrat aktivasyon mekanizmasi yolu
vasitasiyla olabilecegi diisiiniilmektedir. Intradiol katekol pargalanmasi sonucunda

mukonik anhidrit tiriinleri veya mukonik asitin furanon tiirevleri ortaya ¢ikmaktadir.
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2.6.2 Ekstradiol Katekol Dioksijenazlar

Ekstradiol katekol dioksijenazlar fenolik hidroksil gruplarn yaninda yer alan karbon-
karbon arasi baglarin oksidatif olarak parcalanmalarint kataliz ederek 2-
hidroksimukonaldehid olusumunu katalizlemektedirler. Bu reaksiyon sirasmnda Fe*?’yi
kofaktor olarak kullanmaktadirlar. Han vd. (1996)’da Pseudomonas LB400 susu
iizerinde yapmis olduklar1 ¢aligmalar sonucunda 2,3 dihidroksibifenil 1,2 dioksijenaz
(BphC) enzim yapisin1 ortaya c¢ikarmislardir. Enzimin bu tglinciil yapisi birbirine
benzer iki domain PafP icermektedir ve sadece bir tanesi Fe+2’yi kofaktor olarak
kullanmaktadir. Aktif bolge li¢ aminoasit zinciri (His-146, His-210, Glu-260) ile Fe*?
merkezinin bagli olarak bulundugu bodlgede yer almaktadir. Sekil 2.6 (A)’da
Pseudomonas LB400 izolatinin 2,3 dihidroksibifenil 1,2 dioksijenaz (BphC) enziminin
aktif bolgesi gosterilmistir (Han et al. 1995).

AT \His195 g His146 B. P Glu242B
- His210 '
3 \I His195B
‘ A - ‘
@ .
His209
& L f
Jj His6 1B
N Glu260
rose— !\ NN \
. ) His127B
His241 s £\ His] 2B

Sekil 2.6 Ekstradiol katekol dioksijenazlarin aktif bolgelerinin yapist (A) Pseudomonas LB400
izolatinin 2,3 dihidroksibifenil 1,2 dioksijenaz (BphC), (B) Sphingomonas
paucimobilis SYK-6 izolatinin protokatekhuat 4,5 dioksijenaz enzimi (Bugg 2003).

Sugimato vd. (1999), Sphingomonas paucimobilis SYK-6 susu tizerinde yapmis
olduklar1 ¢aligmalar sonucunda protokatekhuat 4,5 dioksijenaz enziminin o3, yapisinda
oldugunu ortaya ¢ikarmiglardir (Sugimato 1999). Sekil 2.9 (B)’de Sphingomonas

paucimobilis SYK-6 izolatinin protokatekhuat 4,5 dioksijenaz enziminin aktif bolgesi
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gosterilmistir Bu enzim BphC modeli ile higbir sekans benzerligi gostermemesine
ragmen Fe*? ligandlarinin dizilimi ¢ok benzerlik gostermektedir. Bu merkez His-12,

His-61 ve Glu-242 ile diizenlenmistir.

2.7 Halofilik Prokaryotlar

Halofilik ~ mikroorganizmalar;  gelisebilmeleri  i¢in  yiiksek  miktarda tuz
konsantrasyonuna ihtiya¢ duyan, tuzlu ortamlarda yasayabilmek icin farkli
adaptasyonlar gelistirmis, hem prokaryotik hem de okaryotik temsilcileri olan bir
gruptur. Kushner (1985), mikroorganizmalar1 gelisebilmeleri i¢in gerekli olan optimum

NaCl miktarina gore soyle siniflandirmistir:

1) Halofilik olmayanlar; gelismeleri i¢in %1 ’in altinda NaCl’ye ihtiya¢ duyanlar.
2) Az halofiller; gelismeleri i¢in %1-3 arasinda NaCl’ye ihtiya¢ duyanlar.
3) Orta derecede halofiller; gelismeleri i¢in %3-15 arasinda NaCl’ye ihtiya¢ duyanlar.

4)Asir1 halofiller; gelismeleri i¢in %15°den daha fazla NaCl’ye ihtiya¢ duyanlar.

Ayrica bunlarin disinda “Halotolerant” olarak adlandirilan bir grup daha bulunmaktadir.
Bunlar tuzun varhiginda veya yoklugunda gelisebilen mikroorganizmalardir (Kushner

1985).

Halotolerant mikroorganizmalar, tuz igin 0zel bir gereksinimi olmayan

mikroorganizmalardir. Ancak halotolerant olmayanlarin genel olarak ihtiya¢c duydugu
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100-200 mM NacCl kadar tuza ihtiya¢ duymalarina ragmen az halotolerantlar yaklasik
1,25 M NaCl’e kadar tireyebilirler, orta derecede (1limli) halotolerantlar ise yaklasik 3
M NaCl’e kadar ireyebilirler. Asir1 ekstrem halotolerantlar ise tuzun doygunluk
noktasina kadar tireyebilmektedirler (Grant et al. 1998).

2.7.1 Halofilik Archaea

Dogada halofilik Archaea dagilimini belirleyen temel faktorler; total tuz
konsantrasyonu, tuzlarin iyonik kompozisyonu ve mevcut besinlerdir. Diinya iizerinde
halofilik Archaea, evaporasyon ile denizden orjinlenen ve dominant iyon kompozisyonu
Na* ve CI” olan thalassohaline ortamlarda ve oldukga farkli iyonik kompozisyona sahip
athalassohaline sularda da yasamaktadirlar (Rodriguez-Valera et al. 1979, Rodriguez-
Valera 1988, Tindall 1988, Oren 1994, Kamekura 1999, Arulazhagan and Vasudevan
2009).

Archaea domaini igindeki halofilik mikroorganizmalar 3 familyada bulunurlar:
Halobacteriaceae, Methanospirillaceae, Methanosarcinaceae. Tuzlu ve asir1 tuzlu
sartlara uyum saglamis organizmalari oldugu kadar halofilik olmayan organizmalar1 da
icermektedirler. Bunlardan bazilar1 300 g/ tuz konsantrasyonlarmda dahi
gelisebilmektedirler. Halobacteriales takimi igindeki tek familya Halobacteriaceae
tamamiyle halofillerden olusmustur. Tiim mikroorganizmalar iginde en ¢ok tuza ihtiyag
duyan ve tuza en toleransli olanlar bu familya iginde yer almaktadir (Grant 1986, Ma et
al. 2010, Trigui et al. 2011).

Halofilik Archaea tiirlerinin ¢ogu igerdikleri C50 ve C40 karotenoidlerinden dolay1
kirmiz1 tonlarindadir ve yiiksek komunite yogunluguna ulastiklar1 zaman noétral ve

alkali asir1 tuzlu sularin kirmizi renk tonlarinda goériinmelerine neden olmaktadirlar
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(Arahal et al. 1996, Oren and Rodriguez-Valera 2001, Oren 2002a). Asidofilik halofilik
Archaea tipleri heniiz rapor edilmemistir. Halofilik Archaea tiirlerinin pek ¢ogu
optimum olarak 35-50 °C arasindaki ve bazen daha yiiksek sicakliklarda tiremektedirler
(Shand and Perez 1999). Buna karsilik su sicakligi +11.5 ile 0 °C arasinda
degismektedir (Franzmann et al. 1988). Halofilik Archaea iiyeleri sulu ortamlarin yani
sira tuzlu topraklardan da izole edilmislerdir (Queseda et al. 1982, Kulicheuskaya et al.
1992, Zyvagintseva and Tarasov 1988). Halobacteriaceae iiyeleri ayrica, korunmasi

icin tuzlanmis yiyecek, deri ve diger iirlinlerde de bulunabilmektedirler (Rodriguez-

Valera 1988).

Halofilik Archaea iiyeleri ¢ok yiiksek miktarda hatta bazen doygunluga yakin miktarda
tuza ihtiyag duymaktadirlar. Uremeleri igin en az 1,5 M NaCl’e ihtiya¢ duymakta olup
suslarm c¢ogunlugu 3-5 M NaCl konsantrasyonunda en 1yi lireme gostemektedir (Oren

2000, Trigui et al. 2011).

Doygun tuz konsantrasyonunda (5.2 M NaCl) yasayan Halobacteriales ordosu iiyeleri,
ortamdaki yiiksek ozmotik basmca kars1 koyabilmek igin sitoplazmalarinda basta K* ve
ClI" olmak tizere yiiksek oranlarda iyonlar biriktirirler (“salt-in" stratejisi). 3.5 M
NaCl’den daha yiiksek olan hiicre i¢i tuz konsantrasyonunun (yaklasik 5 M) biiylik
kismmi KCI ve daha az olmak iizere NaCl olusturmaktadir (Kushner 1985, Hough and
Danson 1989, Ma et al. 2010). Halofilik Archaea iiyeleri, i¢ ortamlarinda ozmolit
¢Oziiniir madde olarak dis ortamdakinin 100 kat1 oraninda KCI biriktirdikleri igin,
hiicresel bilesenleri de bu tuz konsantrasyonuna adapte olup proteinlerin stabilitesi ve
fonksiyonu i¢in bu tuz oranmi gereklidir. Halofilik enzimler yaklasik 1 M’1in altindaki
NaCl/KCl1 konsantrasyonlarinda hizla denatiire olmaktadirlar. Bu nedenle halofilik
Archaea tiirlerinin protein yapilarinda, diger canlilara gore negatif yiiklii aminoasit
oran1 %20 daha fazladir. Ortamin “salting-out” etkisini kompanse etmek i¢in polar
olmayan aminoasit miktarini azaltarak adapte olmuslardir. (Danson and Hough 1997,
Hough and Danson 1999, Sellek and Chaudhuri 1999, Kunte et al. 2001, Ma et al.

2010). Halobacterium salinarum NRC-1 proteomunun olduk¢a asidik karakterde
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oldugu (izolektrik noktast 4.9) ve diger canlilarin proteinlerinin denatiire oldugu
doygunluk derecesindeki hiicre ici tuz konsantrasyonunda stabil kaldigi belirtilmistir.
Bazi halofilik Archaea tiirlerinin (Natronococcus occultus, Natronobacterium gregoryi
v.b.) sitoplazmalarinda yiiksek tuz konsantrasyonunun yanisira organik ozmolit ¢oziiniir
madde olarak 2-siilfo trehaloz da saptanmistir. Enzimatik mekanizmanin
adaptasyonunda organik ozmolit biriktirilmesinin enerjetik yonden KCl'e gore
ekonomik olmadigi belirtilmistir. Salt-in sitoplazma stratejisiyle hiicre igerisinde
disartya gore daha yiiksek oranda K™ biriktiren halofilik Archaea iiyeleri, Na" iyonlarini
Na’/H" antiport sistemi ile disar1 atmaktadirlar (Oren 1999, Oren 2000, RoeBler and
Miiller 2001, Oren 2002a). Potasyum ile birlikte karsit iyon olarak CI da stoplazmada
yiiksek oranda bulunmaktadir ve enerji gereksinimi olan aktif CI" alimmin biiylime ve
boliinme asamalarinda hiicre hacmini arttrmalart icin gerekli oldugu belirtilmistir.
Halofilik Archaea iiyelerinde CI" alimi ile ilgi 2 sistem tanimlanmustir. Bunlardan biri
isikla ¢alisan klor pompasi rodopsin, digeri ise 1s18a bagimli olmayan transport
sistemidir (Kunte et al. 2001). Ayrica KCI’iin Halobacterium salinarum’da DNA’da
zarar olusturan oksidatif letal faktorlere karsi organizmay1 korudugu da rapor edilmistir

(Shahmohommadi et al. 1998).

Halofilik Archaea nin hiicre sekli, diger mikroorganizmalarda oldugu gibi, kendi hiicre
duvarlar1 tarafindan belirlenir. Halobacteriaceae familyasmnm tiirleri farkli sekillere
sahiptirler. Cubuk (Halobacterium ve digerleri), kiire (Halococcus, Natronococcus)’ye
ek olarak Haloferax gibi yassi pleomorfik tiirler de mevcuttur. Alisilmadik bi¢imler
halofilik Archaea iiyelerinin dnemli bir turgor basincina sahip olmasmin eseridir. U¢gen
sekilli (Haloarcula japonica) hiicrelerin yani sira; ince, yassi ve kare sekilli Archaea
mevcuttur (Oren 2002b).

Belirli halofilik Archaea tiirleri hiicre duvari disinda ayrica polisakkarit kapsiile sahiptir.
Cok miktarda ekzopolisakkarit Haloferax genusu tarafindan salgilanir. Haloferax
mediterranei tizerinde yapilan ilk analizler; ekstraseliiler kismin heteropolisakkarit ve
major komponentin mannoz oldugu oldugunu gostermistir. Heteropolisakkarit yapida

glukoz, galaktoz, diger belirlenememis sekerler ve bunlar kadar aminoasit sekerler,
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tronik asit de tespit edilmis olup bunlarin siilfat baglar1 igerdikleri belirlenmistir (Oren
2002a).

Halobacteriales’in birgok iiyesi flagella yardimiyla hareket etmektedir. Halobacterial
flagella saga doniimlii heliks yapidadir ve sola donimli Bacteria’dan farkhidir.
Hareketlilik en fazla Halobacterium salinarium’da g¢alisilmistir. Halofilik Archaea
flagellumunun saat yoniindeki rotasyonu hiicrenin ileri dogru ilerlemesini, saat yoniine

ters yapilan rotasyonu ise geriye dogru ilerlemesini saglar (Oren 2002b).

Halofilik Archaea’da sitoplazmik membran, lipit ve proteinlerden olusur.
Halobacteriales ordosu iiyelerinin hiicre zarlarinda, gliserole eter bagl dallanmis 20-
karbonlu (fitanil) ve bazen de 25-karbonlu zincirleri bulunmaktadir. Nétral lipitlerden
farkli olarak fosfolipit, siilfolipit ve glikolipitlerden olusan polar lipit tipleri suslarin
taksonomisinde onemli bir 6zellik olarak kullanilmaktadir (Torreblanca et al. 1986,
Kates 1993). Besinlerin ve diger bilesiklerin, iyonlarin iceri ve disar1 gegisleri, dis
cevreden bilgi alan sensorleri, solunum elektron transportu igin gerekli olan tiim
fonksiyonlar1 igeren yapidir. Ayrica retinal iyon pompasi bakteriyorodopsin ve

halorodopsin bir¢ok halofilik Archaea membraninda bulunur (Oren 2002b).

Gaz vezikiilleri protein alt {initelerinden yapilmis silindirik yapilardir. Gaz vezikiil
proteinleri halofilik Archaea’nin stabilizasyonu i¢in tuza gereksinim duymayan
proteinlerden biridir. Halobacteriaceae’de gaz vezikiilleri basinca karsi hassastir ve
diisiik basingta bile parcalanabilir. Gaz vezikiillerine sahip olma, tuzlu su ylizeyinde
yiizebilme aerobik halofilik mikroorganizmalar acisindan avantajhidir. Ciinkii tuzca

doymus tuzlu sularda oksijen ve diger gazlarin ¢oziiniirliigli azdir (Oren 2002b).
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Bazi1 Halobacteriaceae iiyeleri ¢ok miktarda polihidroksialkonat (PHA) polimeri
iiretirler. Ozellikle Haloferax mediterranei ve Haloarcula marismortui PHA
biriktirmektedir (Oren 2002b).

Halorubrum distributum dinlenme sathasi i¢in kalin duvarli kist benzeri yapilar
olustururlar. Yaygin kiiltlirlerin hiicre duvari ile kistlerin hiicre duvar1 arasinda
karsilastirmali bir bilgi yoktur. Gergek endospor olusumu Archaea iiyeleri igin su ana

kadar tanimlanamamustir (Oren 2002b).

2.7.2 Halofilik Bacteria

Halofilik Bacteria’nin hiicre sekilleri kok, gubuk ve gelisen hiicrelerde ise elma seklinde
olup, uzun esnek flamentleri gdzlenmektedir. Ornek olarak; Dichotomicrobium

thermohalophilum’da uzun esnek flamentler gézlenmistir (Hirsch et al. 1989)

Halomonas elongata’nin hiicre duvari hidrofobisitesi agisindan farklilik gésterir. Yiizey
hidrofobisitesi hiicre duvar yapisi ve sitoplazmik membranin ortak bir fonksiyonudur.
Yiiksek NaCl konsantrasyonunda yiiklii fosfolipidlerin sayica artis1 giiclendirilmis
hidrofilik egilimi agiklayabilir. Hidrofilik hiicre yiizeyi yiiksek tuzluluktaki suyun az
oldugu ortamlarda hiicreyi su molekiilii agisindan daha ¢ekici hale getirir ve bu sayede

hiicrenin su kaybetmesi dnlenir (Oren 2002b).

Halomonas peptidoglukanmin ilging bir 6zelligi hidrofobik aminoasit 16sin’in varligidir
ki bu tiim hiicre duvar1 hidrofobisitesine katki saglar (Oren 2002b). Halomonas
eurihalina, ilging 6zellikli bir ekzopolisakkarit iretir. Bu yapinin %42 karbonhidrat

(cogunlukla heksoz) ve %15°1 proteindir. Kalan kisminin yapist ise bilinmemektedir
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(Oren 2002b). Halofilik Bacteria’da flagella ile hareket olduk¢a yaygmndir. Ozellikle
kalm, polar flagella haloalkalifilik fotosentetik siilfiir bakterisi Halorhodospira
abdelmalehii’de gozlenir (Oren 2002b).

Halofilik Bacteria’da hiicre membraninda tuz bagimhi degisiklikler fosfolipid tipleri
diizeyinde ve lipidlerdeki yag asiti zincirleri diizeyinde identifiye edilmistir.
“Haloadaptasyon” hiicre zarfinin osmatik strese karsi bir cevabi olarak goriilmektedir

(Oren 2002b).

Halofilik Archaea’da sikga goriillen gaz vezikiillerine, halofilik Bacteria’da nadiren
rastlanmaktadir. Cyanobacteria’nin gercek halofilik temsilcileri gaz vezikiilleri
icermemektedir (Oren 2002b). Baz1 halofilik Bacteria’da isiya tdleransh endosporlar
bulunur (Oren 2002b).

2.8 Halofilik Mikroorganizmalarin Biyoteknolojik Onemi

Halofilik mikroorganizmalar, biyoteknolojide ¢ok sayida ilgi ¢eken uygulamalarda yer
bulmuslardir. Halofilik mikroorganizmalarin biyoteknolojik uygulamalarda baslica

kullanim alanlar1 asagida siralanmistir:
1. Bakteriorodopsin iiretimi,

2. Halorodopsin tiretimi,

3. Polimerik maddelerin tiretimi,

4. Besin ve besin endiistrisi,

5. Enzim {iretimi,

26



6. Biyolojik sorumlu iyilestiriciler olarak,
7. Petrol eldesi,

8. Cevre biyoteknolojisi

2.8.1 Bakteriorodopsin Uretimi

Cevrenin oksijen igerigi azaldigi zaman, halofilik Archaea’lar bakteriorodopsin
sentezlemektedir. Bakteriorodopsin giines 1s1gm1  elektirige dOniistiirmek i¢in
kullanilabilir ve bir ATP jeneratoriidiir (Oren 2002¢). Bakteriorodopsin, giines 1s1gindan
elektrik iiretimi, deniz suyundan tuz giderimi, kimyasal ve biyosensdrlerde kullanilmas1
ve ultra hizda 151k saptanmasi gibi alanlarda da potansiyel olarak kullanilabilecegi
bildirilmistir. Holobacterium salinarum’dan elde edilen bakteriorodopsin COBEL adli
bir Isve¢ firmasi ve MIB (Munich Innovatitive Biomaterials) adli Alman firmas1
tarafindan ticari olarak satilmaktadir (Kushner 1985, Hough and Danson 1989,
Margesin and Schinner 2001).

2.8.2 Halorodopsin Uretimi

Halorodopsin kloride iyonu igin biyosensor olarak kullanilir, 151k yansima pompasi
olarak gorev yapar. Bu sistem halofilik Archaea’da kloru (CI') hiicre ig¢ine potasyum

(K") icin anyon olarak pompalar (Oren 2002c).
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2.8.3 Polimerik Maddelerin Uretimi

Ekstrem halofillerden olan Haloferax mediterranei hiicre dis1 polimerik madde olan B
hidroksibutirat (PHB) ve p-hidroksibutirat’in kopolimeri olan poly-f-hidroksialkonat
(PHA) igerebilirler. Poly-S-hidrosialkonat icerikleri tuzluluga baglh olarak kuru
agirliklarmmm  %19-38’e  kadar olabilmektedir. Poly-g-hidroksialkonat biyolojik
parcalanabilir plastiklerin {iretiminde kullanilir. Boyle termoplastikler (biyolojik
polyesterler) polypropilenlere benzer olarak yiiksek direng ve diisiik erime sicakligi gibi

miikemmel 6zelliklere sahiptirler (Oren 2002c).

2.8.4 Besin ve Besin Endiistrisi

Besinlerde izole edilen Micrococcus varians, salgadan izole edilen Vibrio costicola gibi
cok sayida halofilik bakteriler vardwr. Tat vericiler olarak bilinen ticari iirlinlerde
iiretilmektedir. Mesela Tayland’da “nam pla” denilen fermente edilmis balik sosu
geleneksel olarak iki parca balik ve bir par¢a deniz tuzu eklenerek yapilir. Karigim
konsantre tuzlu su ile kaplanir ve yaklasik bir yil fermente olmasi i¢in birakilir.
Halobacterium ve Halococcus olarak identifiye edilmis olan kirmiz1 halofilik Archaea,
yaklasik ii¢ hafta sonra maksimum yogunluklarina ulasirlar ve fermantasyon periyodu
boyunca bu durumlarimni siirdiirtirler. Halobakterial proteazlar bu siire¢te muhtemelen rol
oynamaktadirlar. Archaea metabolizmasinca olusan iiriinlerin bu sosun aromasina katk1

yaptig1 diisliniilmektedir (Oren 2002c).

Yagsiz katki maddesi olarak gliserol dieter lipitlerin besin katki maddesi olarak

kullanilabilecegi ileri stiriilmiistiir (Post and Collins 1982, Ma et al. 2010).
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2.8.5 Enzim Uretimi

Archaeal enzimler, yiiksek tuzda gorev yaptiklar1 ve organik ¢oziiciilere karst direngli
olduklar1 i¢in biyoteknolojik islemlerde kullanilmaktadirlar. Tekstil ve deterjan
endistrisinde kullanilan enzimler, enzim endiistrisinin %65’ini olusturmaktadir.
Endiistri temelli mikrobiyal enzimlerin biiyiik bir ¢ogunlugu bakteriyel proteazlardir ve
deterjan katkisi olarak kullamilir. Pek ¢ok deterjan proteaz, amilaz, lipaz ve seliilaz
enzimleri icerir. Bu enzimler diisiik sicaklikta enerji tasarrufu saglarlar. Lipazlar
camasir ve bulasik deterjanlarinda kat1 ve sivi yaglar1 temizleme kapasitesinden dolay1
genis kullanim alanina sahiptir (Oren 2002c¢). Ektoin’ler Halomonas elongata tarafindan
iiretilen bir maddedir ve enzim diizenleyici olarak kullanilir. Ayrica enzimin raf dmriinii
ve enzim hazirlama islemini arttirir ve nemlendirme ozelligini arttirmak igin cilt

kremlerinde kullanilir (Oren 2002c, Ma et al. 2010).

Ilag ve kozmetiklerin yapisinda kullanilan lipozomlar’m yapiminda halofilik Archaea
esterazlara karsi yiiksek bir kimyasal stabiliteye sahip olan eter bagh lipitleri
kullanilmaktadir. Amilaz, amiloglukozidaz, proteaz ve lipaz gibi yliksek tuzlulukta
islevsel olan ekzoenzimleri, yliksek tuz konsantrasyonunda makromolekiillerin yikimi
ile ilgili biyoteknolojik proseslerde kullanilabilirler (Chaga et al. 1993, Ventosa and
Nieto 1995, Margesin and Schinner 2001).

2.8.6 Biyolojik Sorumlu Iyilestiriciler Olarak

Halobacterium salinarium 84 kDa proteini iiretir. Bu protein kanser hastalarinda
tiretilen C-myconcogene karsi iiretilen antibadileri kesfetmek i¢in kullanilir. Bu genetik
mithendisliginde E.coli iginde iiretilen insan myc (transkripsiyon faktorii) proteininden

daha pozitif sonuglar vermektedir (Oren 2002c).
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Halosinlerin, tuzlanmis yiyeceklerin veya derilerin tabaklanmasi esnasmda meydana
gelebilen bakteriyel bozunumun kontrolii amaciyla kullanilabilecekleri ve bunlardan
HalH7 halosininin halobakterilerdeki gibi memelilerde de benzer etkiye sahip oldugu
belirtilmistir (Litchfield 2002).

2.8.7 Petrol Eldesi

Haloferax mediterranei akuatik sistemlerin jeolojik Gzelliklerini degistirmek iizere
kullanilan hiicre dis1 bir polisakkarit tiretir. Bu salgi kalinlastirict ve jel maddesi olarak
viskoziteyi stabilize eder. Bu polisakkarit pH, sicaklik ve yiiksek tuz konsantrasyonuna
kars1 direnclidir. Bu nedenle petrol kuyularindan petrol ¢ikarma islemini iyilestirmek

icin kullanilabilir (Oren 2002c).

2.8.8 Cevre Biyoteknolojisi

Alkali yapidaki endiistriyel sulardan veya tuzlu sulardan biyolojik fosfatin
uzaklastirilmasi i¢in halofilik bakterilerin kullanilmasi miimkiindiir. Biyolojik fosfat1
uzaklastirilmasi i¢in mikroorganizmalarin kullanilmas1 Onerilmektedir Halomonas
sp.’nin tuzlu fenolik atik sularin temizlenmesinde kullanilabilecegi gosterilmistir

(Garcia et al. 2005)

Insektisit, lindan, DDT (p-p-Dikloro difenil trikloroetan) veya triklorofenoller gibi
halojenli organik bilesiklerin yiiksek konsantrasyonlarinda tireyebilen halofilik Archaea
tiyelerinin patentli proseslerde de kullanildigi belirtilmistir (Margesin and Schinner
2001).
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Aromatik bilesiklerle kontamine olmus tuzcul c¢evrelerde, halofilik bakterilerin
katabolik roliinii Garcia vd. (2005) arastrmuslardir (Garcia et al. 2005). Hipersalin
Oklahoma biiylik tuz diizliklerinde benzen ve toluenin aerobik parcalanirliligi test
edilmis ve halofilik mikroorganizmalarin pargalamadaki rolii gdsterilmistir (Nicholson
and Fathepure 2004). Lefebvre vd. (2005), deri isleme atik suyunun biyolojik olarak
temizlenmesi i¢in halofilik mikroorganizmalar1 6nermislerdir (Lefebre et al. 2005).
Tapilatu vd. (2010), kontamine olmamis tuzlu goéllerden hidrokarbon (n-alkan)
pargalayabilen asir1 halofilik Archaea iyelerini izole ederek hidrokarbonlar1
pargalayabildikleri gostermislerdir (Tapilatu et al. 2010). Arulazhagan ve Vasudevan
(2011), deniz suyundan izole etmis olduklar1 halotolerant bakteri izolati olan
Ochrobactrum sp.VAIl’in tuzlu kosullar altinda antrasen ve piren parcalayabilme
yeteneginin oldugunu belirlemislerdir (Arulazhagan and Vasudevan 2011). Chang vd.
(2011), petrol ile kontamine olmus bolgelerden aldiklar1 sediment ve toprak
orneklerinden izole ettikleri izolatlarin PAH biyoremediasyonu igin potansiyel olarak
kullanilabilecegini belirlemislerdir (Chang et al. 2011).

2.9 Literatiir Ozetleri

2.9.1 Halofilik Archaea ile Yapilmis Olan Cahismalar

Emerson vd. (1994), petrol ile kontamine olmus olan tuzlu sulardan ve topraktan izole
edilmis ve 16S rRNA analizleri ile halofilik bir Archaea olan Holoferax sp. D1227
olarak belirlenmis olan izolatin tek karbon ve enerji kaynagi olarak aromatik bilesikleri
(benzoat, sinamik asit, fenil propionat vb.) kullanarak iireyebildigi belirlenmistir. Buna
ragmen fizyolojik olarak benzer mikroorganizmalar olan Holoferax volcanii, Holoferax
mediterrani, Haloarcula vallismortis, Holoarcula hisponica’nin bu aromatik bilesikleri

kullanarak iireyemedikleri saptanmistir (Emerson et al 1994).
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Fu ve Oriel (1999), asir1 tuzlu petrol atiklar1 ile kontamine olmus topraktan izole etmis
olduklar1 Haloferax sp. D1227 izolat1 ile ilk kez aromatik hidrokarbonlar1 (benzoik asit,
sinamik asit, 3-fenilpropionik asit) karbon ve enerji kaynagi olarak kullanarak
tireyebildikleri gostermislerdir. 3-fenil propionik asitin Haloferax sp. D1227 susu
tarafindan degredasyonu, Archaea’nin aromatik bilesikleri metabolize etme

stratejilerinin anlasilabilmesi i¢in ¢alisilmistir (Fu and Oriel 1999).

Fairley vd. (2002), Haloarcula sp. D1 izolatinin aerobik kosullarda protokatekhuat veya
katekol’den daha ziyade gentisik asit yolunu kullanarak p-hidroksibenzoik asiti
metabolize edebildigini belirlemislerdir. p-hidroksibenzoik asit ile tireyen hiicrelerde

gentisat 1,2 dioksijeaz aktivitesi belirlenmistir (Fairley et al. 2002).

Cuadros-Orellana vd. (2006), asir1 tuzlu bes bolgeden aldiklar1 6rneklerde aromatik
bilesikleri metabolize edebilen halofilik Archaea izole ederek karakterize etmislerdir. 44
yeni halofilik Archaea’nin tek karbon kaynagi olarak 0,4 mM p-hidroksibenzoik asiti
enerji kaynagi olarak kullanarak gelisebildiklerini belirlemislerdir. Bu izolatlarin
metabolik ve genetik ¢esitliligine bagli olarak p-hidroksibenzoik asiti en genis oranda

Halobacteriaceae iiyeleri arasinda pargalama yeteneklerinin oldugunu ileri siirmiislerdir

(Cuadros-Orellana et al. 2006).

Tapilatu vd. (2010), kontamine olmamis tuzlu gollerden hidrokarbon (n-alkan)
pargalayabilen asir1 halofilik Archaea tiyelerini izole etmislerdir. Bu izolatlardan biri
(MSNC 2) Haloarcula sp. ve bunlardan ticii ise Haloferax sp. (MSNC 4,14,16) olarak
identifiye edilmistir. Biyolojik parcalama c¢aligmalar1 40 °C’de, 225 g\l NaCl igeren
besiyerinde 30 giin i¢inde %32-95 (0,5 g\l) heptadekan degredasyonunun
gerceklestigini gostermistir. Ayrica MSNC 14 izolatmin fenantreni parcalayabilen
belirlenmistir. Bu ¢aligmayla ilk kez Haloarcula sp. ve Haloferax sp. izolatlarinin

hidrokarbon degredasyonunda rol oynayabildigini gostermistir (Tapilatu et al. 2010).
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2.9.2 Halofilik ve Halotolerant Bacteria ile Yapilmis Olan Cahismalar

Frazee vd. (1993), Pseudomonas putida susundan, protokatekhuat 3,4 dioksijenaz
genlerini klonlayarak sekans analizini yapmislar ve o ve  olmak tizere iki alt iiniteden

olustugunu belirlemislerdir. (Frazee et al. 1993).

Nishihara vd. (1994), fenol pargalayabilen Pseudomonas putida BH’nin ketekol 1,2
dioksijenaz enzimini kodlayan phe B genini karakterize etmislerdir. Katekol 2,3
dioksijenaz enziminin atik sulardaki diisiik konsantrasyondaki katekol tiirevlerinin

muamelesi i¢in uygun oldugu belirlenmistir (Nishihara et al. 1994).

Cenci ve Caldini (1996), farkli aromatik hidrokarbonlara maruz biraktiklari
Pseudomonas fluorescens susunda katekol dioksijenaz enzimlerinin ekspresyonunu
arastirmislardir. Benzoat ve katekol ile inkiibe edilen hiicrelerde dioksijenaz
aktivitesinin en yiiksek oldugunu saptamiglardir. Sonuglar katekol 1.2 dioksijenaz
tizerinde model bilesiklerin kullaniminmn etkili oldugunu gdstermistir. Bu enzimin
diisiik substrat spesifikligi gostermesi bunu dogrulamaktadir. izosiklik bilesiklere gore
heterosiklik bilesikler varliginda spesifik enzim aktivitesinde artis oldugu goriilmiistiir
(Cenci and Caldini 1996)

Joshi ve Walia (1996), petrol hidrokarbonlar1 ile kontamine olmus yeralt1 sularindan
izole etmis olduklar1 hidrokarbon pargalayabilen bakterilerin katekol 2,3 dioksijenaz
enzimini kodlayan gen bolgeleri ile ilgili yaptiklar1 calismada PCR amplifikasyonlarini
ve sekans analizlerini yapmiglardir. PCR amplifikasyonu i¢in XxylE, nahH, pAW313
primerlerini  kullanmiglardir. Katekol dioksijenaz genlerinin  korunmus DNA
bolgelerinin sekanslar1 segilerek belirlenmistir. Katekol dioksijenaz genlerinin iginde
yer alan 30 b¢ DNA sekansi (ICP313), amplifiye DNA fragmentlerini tespit etmek i¢in
prob olarak kullanilmistir. Bu amplifiye DNA fragmentlerinin 6zdesligi, Stul, Bg/1

restriksiyon enzimleri ile DNA fragmentlerinin kesilmesi ile dogrulanmigtir. PCR

33



degerlendirilmesinin spesifikligi ¢esitli bakteriyel izolatlardan (Escherichia coli ATCC
25922, Enterobacter faecalis ATCC 29212, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus aureus ATCC 29213,
Micrococcus roseus ATCC 516, Serratia marcescens ATCC 60, Klebsiella pneumoniae
ATCC 13883, Chryseobacterium gleum ATCC 29896, Chromatium vinosum ATCC
17899, Comamonas testosteroni ATCC 11996, Methylosinus trichosporium OB3b,
Bacillus subtilis ATCC 21697, Alcaligenes eutrophus ATCC 17698, Arthrobacter
globiniformis ATCC 35698, Pseudomonas putida mt-2 ATCC 33015, Acinetobacter
calcoaceticus ATCC 31012, Pseudomonas putida ATCC 17484) izole edilen DNA’lar
kullanilarak test edilmistir. Bakteriyel izolatlarda DNA amplifikasyonu sonucunda
katekol dioksijenaz aktivitesinden yoksun olduklarini gostermistir. Ayni zamanda
kullandiklar1 primerler aromatik hidrokarbonlar ile kontamine olmus bolgelerden izole
edilen bakterilerde katekol dioksijenaz genlerini amplifiye etmistir (Joshi and Walia
1999).

Lee vd. (1995), Pseudomonas putida KF715 susunun kromozomal DNA’sinda
kodlanmis olan katekol 2,3 dioksijenaz genini klonlayarak niikleotid sekans analizlerini
yapmislardir. Enzim kodlayan gen bolgesinin ATG baslangi¢c kodonu ile baglayip TGA
terminasyon kodunu ile sonlanmakta olup 924 baz cifti i¢erdigini belirlemislerdir. Bu
gen bolgesinden kodlanmis olan polipeptidin molekiiler agirligi 35 kDa oldugu
saptanmugtir. Katekol 2,3 dioksijenazin aminoasit sekansi, ayni susun TOL
plazmitindeki iliskin enzim ile %94 ve 2,3-dihidroksibifenil 1,2 dioksijenaz ile %25
benzerlik gosterdigi belirlenmistir. Katekol 2,3 dioksijenaz diger ekstradiol tipteki
dioksijenaz enzimleri ile karsilastirildiginda muhtemelen katalitik rol oynadiklar
diisiiniilen evrimsel bakimdan korunmus olan aminoasit residiilerinin benzer oldugu

saptanmustir (Lee et al. 1996).

Oh vd. (1997), Pseudomonas cepacia G4’iin TOM plazmitinde kodlanmis olan katekol
2,3 dioksijenazin yapismi arastirmislardir. Bu gen bdlgesi klonlanarak sekans analizi
yapilmistir. Bu enzimin 945 bg¢ oldugu belirlenmistir. Bu gen bolgesinden kodlanan

polipeptidin molekiiler agirhiginm ise 35 kDa oldugu ve 314 aminoasit icerdigi
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saptanmustir. P. putida UCC2 ve P. pickettii PKOI susu ile sirasiyla %79-82 oraninda
benzerlik gosterdigi saptanmustir (Oh et al. 1997).

Kastner vd. (1998), antrasen ve piren pargalayabilen Sphingomonas paucimobilis BA2
ve BP9 izolatlar1 topraktan izole etmislerdir (Kastner et al. 1998).

Strachan vd. (1998), Rhodococcus rhodochrous NCIMB 13259 susundan katekol 1,2
dioksijenaz enzimini saflastirarak karakterize etmislerdir. Ayrica bu enzimi kodlayan
catA gen bolgesini klonlayarak sekans analizini gergeklestirmislerdir. Yapilan
calismalar sonucunda enzimin homodimer yapisinda oldugu belirlenmistir. Her alt
tnitenin 0,6 atom Fe i¢erdigi saptanmustir. Saflastirilmis enzimin MS analizlerinden
elde edilen verilere gore 31539 Da ve 31588 Da molekiiler agirhiga sahip oldugu
belirlenmistir. Total hiicresel proteinin yaklasik olarak %40’ inin katekol 1,2 dioksijenaz
iriinii oldugu belirlenmistir. Enzimin aminoasit sekans yapisiin Arthrobacter mA3 ile
%56 ve Rhodococcus erythropolis AN-13 ile yaklasik %75 oraninda benzerlik
gosterdigini belirlemislerdir. Fakat gram negatif bakteriler ile karsilastirildiginda bu

oran %35’in altina diigmiistiir (Strachan et al. 1998).

Buchan vd. (2000), Roseobacter grubu toprak mikroorganizmalarinin f-ketoadipate
yolunu kullanarak aromatik hidrokarbonlar1 pargalayabildiklerini belirlemislerdir. Alt1
Roseobacter izolatinin sekiz aromatik bilesikten (anthranilate, benzoat, p-
hidroksibenzoat, salisiklat, vanilat, ferulat, protokatekhuat ve kumarat) en az iigiinde
gelisebildiklerini saptamuslardir. Roseobacter grubu izolatlarindan dordiiniin  p-
hidroksibenzoik asitde gelisebildigini ve p-hidroksibenzoik asitin, protokatekhuat 3,4
dioksijenaz aktivitesini indiikledigini saptamiglardir. Sagittula stellata E-37 ve Y3F
izolatlarinda halka pargalayan enzimi kodlayan pcaGH geninin sekans analizleri
yapilmigtir. Bunun sonucunda S-ketoadipate metabolik yolunun protokatekhuat dalinda

pcaGH geni ile bir arada bulunan ilave genler (pcaC, pcaQ, pobA) belirlenmistir.
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Roseobacter izolatlarinin kendi aralarinda Pca genlerinin sekans analizlerinin diger

toprak bakterilerine kiyasla daha ¢ok benzerlik gosterdigini belirlemislerdir (Buchan et
al. 2000).

Young vd. (2006), Pseudomonas putida ATCC 17484 ve Burkholderia cepacia
PB12’da fenantren pargalanmasinda ara metabolitlerin (1-hydroxy-2-naphthoate,
salisiklat ve katekol) etkisini arastrmuslardir. 1-hidroksi-2-naftolat, salisiklat ve
katekol’iin, her iki izolat i¢inde fenantren’in biyodegredasyonu iizerine potansiyel
indiikleyici etkisi oldugu belirlenmistir. En fazla indiiksiyon PB12 izolatinda 1-
hidroksi-2-naftholat ilave edilmesi ile indiiksiyonun 12 kat artmasinda gorilmiistiir
(Young et al. 2006)

Nicholson ve Fathepure (2003), aerobik kosullar altinda halofilik ve halotolerant
bakteriler tarafindan benzen pargalanmasini arastirmiglardir. Oklahoma’nin petrol
iiretim bolgelerinden aliman topraktaki zengin halofilik bakteri kiiltiirlerinin benzen,
toluen, etilbenzen ve ksileni 1-2 hafta i¢inde tamamen pargalayabildiklerini
belirlemislerdir. *C ile isaretlenmis benzen **CO,’e déniiserek benzeni parcaladiklar1
saptamiglardir. Komunite analizleri sonucunda baskin iiyenin Marinobacter sp. oldugu

belirlenmistir (Nicholson and Fathepure 2003).

Garcia vd. (2005), aromatik bilesikleri pargalayabilen halofilik bakterilerin katabolik
cesitliliklerini arastirmuglardir. Ispanya’nin diisiik moekiiler agirhkli bilesikler ile
kontamine olmus farkli bolgelerinden aldiklar1 tuzlu su, sediment, toprak drneklerinden
bakteri izolasyonu yapmislardir. Aromatik bilesik olarak benzoik asit, p-
hidroksibenzoik asit, sinamik asit, salisiklik asit, fenilasetik asit, fenilpropionik asit, p-
kumarik asit, ferulik asit, p-aminosalisiklik asit, p-kresol ve fenol kullanmiglardir. Halka
pargalayan dioksijenaz enzimlerin varligini spektrofotometrik olarak belirlemislerdir.
Dejenere primerler kullanarak aromatik halkalar1 parcalayan dioksijenaz enzimlerini

kodlayan gen bdlgelerinin PCR ile amplifikasyonlarint yapmislardir. Sonugta
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izolatlarin, f-ketoadipate yolundaki katekol 1,2 dioksijenaz ve protokatekhuat 3,4
dioksijenaz  enzimlerini  kullanarak aromatik bilesikleri parcalayabildiklerini
belirlemiglerdir. Ayrica Halomonas organivorans’da bu iki enzim aktivitesinin
oldugunu saptamuglardir. Bu ¢alisma 1limli halofilik bakterilerin yiiksek tuzluluk
kosullarma sahip ortamlarda aromatik bilesikleri pargalayabildiklerini goéstermistir
(Garcia et al. 2005).

Saxena ve Thakur (2005), Pseudomonas fluorescens IST8 izolat1 ile yapmis olduklari
calismada; 4-klorobenzoik asit’i orto yolun halka parcalayan enzimlerinden biri olan
katekol 1,2 dioksijenaz enzimi ile pargalandigini saptamiglardir. Ham enzim
ekstrelerinin DEAE-seliiloz iyon degisimi ve jel filtrasyon kromatografi sonuglari;
katekol 1,2 dioksijenazin iki farkli fraksiyona sahip oldugunu gostermistir. Enzim
aktivitesi i¢in optimum pH 6,5°de ve 25°C sicaklikta gerceklestigi belirlenmistir.
Saflastirilmis proteinlerin SDS-PAGE sonuglart molekiiler agirliklarmin 28-24 kDa
oldugunu goéstermistir. Bu durum enzimin dimerik yapisiin oldugunu ortaya koymustur

(Saxena and Takur 2005).

Wang vd. (2006), karbon kaynagi olarak benzoik asit kullanarak Pseudomonas
aeruginosa TKUO002 susundan katekol 1,2 dioksijenaz enzimini saflastirarak karakterize
etmislerdir. Saflastirmis olduklar1 Kkatekol 1,2 dioksijenaz enzimininin diger
mikroorganizmalardaki katekol 1,2 dioksijenaz enzimleri ile ayni karakterizasyon

gosterdigini belirlemislerdir (Wang et al. 2006).

Mallick vd. (2007), petrol ile kontamine olmus topraktan izole ettikleri Staphylacoccus
sp. PN\Y izolatinin karbon ve enerji kaynagi olarak fenantreni de kullanabildigi
belirlenmistir. Fenantren biyoderadasyonunda gesitli metabolitler spektrofotometrik ve
kromatografik analizler ile ortaya ¢ikarilmistir. Fenantren asimilasyonunun 2 hidroksi-
naftoik asit yoluyla gerceklestigini belirlemiglerdir. Fenantren metabolizmasi

fenantrenin 1,2 pozisyonunun dioksijenasyonuyla baslamistir. Fenatren 1,2 diol meta
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parcalanmasini takiben 2 hidroksi-naftoik asit daha sonra trans-2,3-diokso-5-(29-
hidroksifenil)-penta-4-enoik asit ve bunu takiben salisiklik asit olusmaktadir. Daha alt
metabolik yolda salisiklik asit katekole doniisiir. Daha sonra katekol 2,3 dioksijenaz
enzimi tarafindan 2-hidroksimukanaldehid’e  doniismesi ile TCA siklusuna
katilmaktadir. Fenantren pargalanmasinda rol oynayan bu katabolik genin plazmitde
kodlandigni belirlemislerdir (Mallick et al. 2007).

Tao vd. (2007), PAH’lar ile kontamine olmus olan topraktan izole ettikleri
Sphingomonas sp. GY2B ile yapmus olduklar1 ¢aligmalarda fenantren
biyotransformasyonunu incelemislerdir. Bu izolatin tek karbon ve enerji kaynagi olarak
fenantreni etkili bir sekilde kullanabildigi belirlenmistir. En iyi {iremenin pH 7,4’te ve
30 °C sicaklikta, 100 mg/I’ fenanren iceren MSM besiyerinde gerceklestigi
goriilmiistiir. Eklenen substratin %99,8’inin parcgalayabildigi saptanmistir. Diisiik
konsantrasyonda glukoz ilavesinin (10-200 mg/I"") iiremeyi tesvik etmesine ragmen

>500 mg/I™* glukoz ilavesinin iiremeyi inhibe ettigi belirlenmistir (Tao et al. 2007) .

Cao vd. (2008), Pseudomonas putida P8 izolati ile yapmis olduklari ¢aligmalarda
yiiksek konsantrasyonlarda benzoat par¢alanmasinda orto veya meta par¢alama yolu
indiiksiyonunu arastirmuglar ve katabolik enzimlerin kiitle spektrofotometresi ile
identifikasyonlarin1  yapmuslardir. Benzoat veya suksinat ile birlikte iiretilen
Pseudomonas putida P8 izolatindan elde edilen proteinler 2-D jel elektroforezinde
yiirlitiilmiistiir. Benzoat ile iiretilen hiicrelerde 8 farkli protein belirlenmisken bu
proteinler suksinat ile iiretilen hiicrelerde belirlenmemistir. MS identifikasyonu ile 8
proteinin hepsi benzoat degredasyonunda rol olan enzimler olarak belirlenmistir. Bunlar
arasinda Cat B ( EC 5.5.1.1), Pca I (EC 2.8.3.6) ve Pca F (EC 2.3.1.174) ortho
parcalama enzimleri olarak ve Dmp C (EC 1.2.1.32) , Dmp D (EC 3.1.1.-), Dmp E (EC
4.2.1.80), Dmp F (EC 1.2.1.10), Dmp G (EC 4.1.3.) ise meta pargalama yolu enzimleri
olarak belirlenmistir. Sonug¢ olarak benzoat ile iiretilen Pseudomonas putida P8
izolatinin orto ve meta pargalama yolundaki katekol 1,2 dioksijenaz ve katekol 2,3

dioksijenaz enzim aktiviteleri gosterdigi belirlenmistir (Cao et al. 2008).
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Arulazhagan ve Vasudevan (2009), Hindistan (Tamilce)’nin yedi farkli bolgesinden
topladiklar1 deniz suyu Orneklerinden PAH parcalayabilen mikroorganizmalar1 izole
etmisler ve bu izolatlar1 Ochrobactrum sp., Enterobacter cloacea, Stenotrophomonas
maltophilia olarak identifiye edilmistir. Bu izolatlarm hem diisiik hem yiiksek molekiil
agirlikli PAH’lar1 (fenantren, florin, piren ve benzo [e] piren) metabolize edebildiklerini
belirlemiglerdir. Ayn1 zamanda bu birliklerin ham petrol ile kontamine olmus tuzlu atik
sularda mevcut olan PAH’lar1 pargalayabildikleri saptanmiglardir. Bu bakteriyel
birlikler tuzlu atik sulardaki yiiksek molekiil agirlikli PAH’lar1 %80 ve diisiik molekiil
agirlikli PAH’lar1 ise %100 oraninda parcalayabildikleri goriilmistiir (Arulazhagan and
Vasudevan 2009).

Song (2009), aromatik hidrokarbon pargalayabilen 15 bakteri izole ederek16 S rRNA
analizi identifikasyonlar1 yapilmistir. Bu bakterilerin aromatik hidrokarbonlar1 f-
ketoadipate metabolik yolunun katekol veya protokatekhuat daliyla pargalayabildikleri,
rothera reaksiyonu ile belirlenmistir. Protokatekhuat 3,4 dioksijenaz ve katekol 1,2
dioksijenaz enzim aktiviteleri belirlenmistir. Pseudomonas fluorescens izolatinda
protokatekhuat 3,4 dioksijenaz aktivitesinin, Microbacterium esteraromaticum’da ise
katekol 1,2 dioksijenaz aktivitesi diger izolatlardan daha yiiksek seviyede oldugu
belirlenmistir (Song 2009).

Urszula vd. (2009), Stenotrophomonas maltophilia susu iizerinde yapmis olduklar1
calismalarda monosiklik hidrokarbonlar1 pargalayabilen cesitli dioksijenaz enzimlerini
izole ederek karekterize etmislerdir. Farkli Stenotrophomonas maltophilia suslari
arasinda KB2 izolatinda ilk kez {i¢ farkli dioksijenaz enzim aktivitesi saptanmistir.
Benzoat ve Kkatekol ile ireyen hiicrelerde katekol 1,2 dioksijenaz aktivitesi
belirlenmistir. Fenol ile inkiibe edilen hiicrelerde ise katekol 2,3 dioksijenaz aktivitesi
saptanmustir. p-hidroksibenzoik asit, protokatekhuate ve vanilik asit ile inkiibasyon
sonucunda ise protokatekhuat 3,4 dioksijenaz enzim aktivitesi belirlenmistir (Urszula et
al. 2009).
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Zhao vd. (2009), oksijenli kosullar altinda halofilik bakteriyel birlikler tarafindan
fenatren biyodegredasyonunu arastirmiglardir. Petrol ile kontamine olmus %10
tuzluluktaki tuzlu topraktaki halofilik bakteiyal birliklerin %5, 10, 15 tuzluluk oraninda
fenantreni  parcalayabilmelerine ragmen %0,1 ve %20 tuzluluk oraninda

pargalayamadiklar1 belirlemislerdir (Zhao et al. 2009).

Wu vd. (2010), Flavobacteria FCN2 izolatinin fenantreni pargalayabildigini
gostermiglerdir (Wu et al 2010).

Arulazhagan ve Vasudevan (2011), deniz suyundan izole etmis olduklar1 bir
halotolerant bakteri izolati olan Ochrobactrum sp.VA1’in tuzlu kosullar altinda antrasen
ve piren pargalayabilme yetenegini belirlemislerdir. PAH degredasyonunu arttirabilmek
icin glukoz ve sodyum sitrat ilave karbon kaynagi olarak kullanilmistir. VA1 izolatinin
ilave bir karbon kaynagi olmaksizin antraseni %73 oraninda ve pireni %66 oraninda
parcalayabildigini  saptanmistir. Glukoz ve sodyum sitrat varhiginda PAH
degredasyonunun arttig1 goriilmiistiir. Karbon kaynagi olarak glukoz ilave edildiginde
dort glinde antrasenin %87 ve pirenin %83 oraninda kullanildig: belirlenmistir. Karbon
kaynag1 olarak sodyum sitrat ilave edildiginde ise dort giinde antrasenin %81 ve pirenin
%76 oranminda kullanildig1 saptanmustir. Ure alternatif nitrojen kaynagidir ve PAH
kaynagma ilave edildiginde PAH kullanim oran1 dort giinde antrasen i¢in %88 ve piren
icin %84 olarak belirlenmistir. Nitrojen kaynagi olarak sodyum sitrat ilave edildiginde
ise PAH kullanim oranmin artmadigi gorilmistiir. Fenotipik ve filogenetik analizler
PAH kullanan halotolerant bakteri izolatinin Ochrobactrum sp. oldugunu gostermistir

(Arulazhagan and Vasudevan 2011).

Chang vd. (2011), petrol ile kontamine olmus bolgelerden aldiklar1 sediment ve toprak
orneklerinden PAH biyoremediasyonu igin potansiyel olarak kullanilabilecek
Staphylacoccus sp. KW-07, Pseudomonas sp. CH-11, Ochrobactrum sp. CH-19 olmak
tizere Ui¢ sus izole etmisler ve PAH degredasyonuna aracilik eden katekol dioksijenaz

geninin (nahH genleri) Staphylacoccus sp. KW-07 ve Ochrobactrum sp. CH-19
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izoatlarmda kromozomlarda, Pseudomonas sp. CH-11 izolatinda ise plasmid
DNA’sinda yer aldig: belirlenmistir. Tiim izolatlar benzer optimum sicaklikta (25°C) ve
pH’da (7,0) tek karbon kaynagi %0.1 fenantren olan Mineral salt medium (MSM)
besiyerinde iiretilmistir. Pseudomonas sp. CH-11 ve Staphylacoccus sp. KW-07 {i¢ giin
icinde fenantrenin %90’1n1 pargalayabilirken Ochrobactrum sp. CH-19 izolatinin ise
yedi giin iginde fenantrenin %9011 parcalayabildigi saptanmistir. Ug izolat arasinda
fenantren degredasyonunda en etkili susun, Staphylacoccus sp. KW-07 oldugu
goriilmiistiir (Chang et al. 2011).

Lease vd. (2011), kontamine olmus ve olmamis olan kaynaklardan piren pargalayabilen
Mycobacterium  spp.’ler  izole edilerek  identifikasyonlarin1  yapmuslardir.
Zenginlestirilmis kiltiirlerden piren’t hizli bir sekilde degrade edebilen ii¢ izolat

belirlemislerdir (Lease et al. 2011).

2.10 Cahismada Kullanilan PAH’lar

2.10.1 p-hidroksibenzoik asit

p-hidroksibenzoik asit bir aromatik halka icermektedir. Benzoik asitin fenolik bir
tiirevidir. 214-217 °C arasinda erimektedir. Sucul organizmalar iizerinde diisiik toksisite
gostermektedir. Karasal organizmalar ilizerine etkisi ile ilgili veri bulunmamaktadir.
Deri ve g6z lizerinde iritasyona sebep olur. Haloarcula sp. D1 halofilik Archaea susu p-
hidroksibenzoik asitini karbon ve enerji kaynagi olarak kullanabildigi belirlenmistir. Bu
p-hidroksibenzoik asiti metabolize edebilen ilk Archaea susudur. Buna ragmen
Haloferax sp. D1227 susu bu bilesikleri par¢calayamamaktadir (Emerson et al 1994). p-
hidroksibenzoik asitin yapisi Sekil 2.7°de gosterilmistir (Int. Kyn. 5).
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Sekil 2.7 p-hidroksibenzoik asitin yapisal sekli (Int. Kyn. 5).

2.10.2 Naftalen

Kimyasal formiili CioHg ve molekiiler kiitlesi 128,16 g/mol olan naftalen, bisiklik
aromatik hidrokarbondur. Saf naftalen, beyaz, 0,078 mmHg buhar basincinda oda
sicakliginda suda c¢oziinmeyen bir katidir. Naftalen petrol ya da katran komiir
fraksiyonu ve distilasyonu ile iiretilir (Bruce et al. 1998). Naftalen, gastro- intestinal
sistem, solunum sistemi ve deri yolu ile absorbe edilir. Absorbe edilmis naftalen ve
/veya metabolitleri viicut igerisinde kan yolu ile karaciger ve diger organlara geger.
Absorbe edilen naftalenin biiyiik cogunlugu, cesitli formlarda metabolitler, idrarla ve
kii¢iik bir miktar1 digk: ile elimine edilir Naftalen; deri, gz, burun ve bogazi irrite
edebilir. Karaciger, bobrek ve merkezi sinir sistemini etkileyebilir, ciddi vakalarda
komaya ve Oliime neden olabilir, sarilik, dermatit ve damarlarda hemoliz meydana
getirebilir (IPCS INCHEM 1983). IARC; naftalenin hayvanlarda kansere neden
olduguna dair yeterli deliller oldugundan da karsinojenik olabilecegini bildirmistir,

ancak insanlar {lizerine etkileri hakkinda yeterli bilgi yoktur (Int. Kyn. 1)

Naftalen, bakterilerin PAH’lar1 parcalayabilme yeteneklerinin incelenmesi igin model
bir bilesik olarak siklikla kullanilmaktadir ¢linkii naftalen en basit ve en ¢ok
¢ozlinebilen PAH’dir. Bugiine kadar, Alcaligenes, Burkholderia, Mycobacterium,

Polaromonas, Pseudomonas, Ralstonia, Rhodococcus, Sphingomonas ve Streptomyces
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genuslar1 gibi naftaleni karbon ve enerji kaynagi olarak kullanabilen pek ¢ok bakteri
izole edilmistir (Seo et al. 2009). Naftalenin parcalanmasi naftalen dioksijenazin
enzimatik atigiyla baslamaktadir. Naftalenin aerobik bakteriyel parcalama siirecindeki
muhtemel metabolik yolu Sekil 2.8’de gosterilmistir.
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2-Hydroxy-cis, cis-
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i
v
i
"'
i
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Sekil 2.8 Naftalenin bakteriler tarafindan aerobik degradasyonundaki muhtemel metabolik yol
(Borgne et al. 2008)
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2.10.3 Fenantren

Fenantren, yiiziin lizerinde degisik kombinasyona sahip PAH’ lardan, en ¢ok arastirilan
yaklagik on bes kimyasal maddeden bir tanesidir. Karbon ve hidrojenden olusan bu
organik bilesiklerin, farkl1 bir¢ok tiirevi vardir. Fenantrenin bakteriler tarafindan aerobik
degradasyonundaki muhtemel metabolik yol Sekil 2.9’da gosterilmistir. (Chang 2011).
Fenantren karsinojenik ve mutajenik olmamasimna ragmen diatomlar, yumusakcalar
kabuklular ve baliklara iizerinde toksik etki gostermistir. Iki ya da daha fazla halkanimn
orta konumlarinda ki iki karbon atomunu ortaklasa kullanarak, olusan hidrokarbonlar
arasinda yer alirlar. Fenantren ili¢ aromatik halkaya sahiptir. Fenantrenin bakteriyel
degaedasyonu genis oranda calisilmistir. Fenantreni karbon ve enerji kaynagi olarak
kullanabilen Acidovorax, Arthrobacter, Brevibacterium, Burkholderia, Comamonas,
Mycobacterium, Pseudomonas, Sphingomonas gibi ¢esitli bakteriler izole edilmistir
(Seo et al 2009).
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Sekil 2.9 Fenantrenin bakteriler tarafindan aerobik degradasyonundaki muhtemel metabolik yol
(Chang 2011)
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2.10.4 Piren

Piren dort halkali bir bilesiktir. Saf piren, sar1 renkte oda sicakliginda suda ¢oziinmeyen
bir katidir. Erime noktast 110 °C’dir. Cok halkalh PAH’larin degredasyon
mekanizmasinin incelenmesi i¢in iyi bir modeldir. Sekil 2.10°da bakteriler tarafindan

piren degredasyonundaki genel metabolik yol gdsterilmistir.

Bugiine kadar piren parcalayabilen pek ¢ok bakteri izolat1 ¢aligilmistir. Mycobacterium
pireni karbon ve enerji kaynagi olarak kullanip pargalayabilen bir cinstir. Diger piren
pargalayabilen suslardan bazilari, Rhodococcus sp., Bacillus cereus, Burkholderia
cepacia, Cycloclasticus sp. P1, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas stutzeri,
Sphingomonas sp. VKM B-2434, Sphingomonas paucimobilis, Stenotrophomonas
maltophilia’dir (Seo et al 2009).
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Sekil 2.10 Bakteriler tarafindan piren degredasyonundaki genel metabolik yol (Su-Seo et al.
2009). 1, piren; 2, -piren-cis-1,2-dihidrodiol; 3, piren-1-2-diol; 4, 2-hidroksi-3-
propenik  asit; 5,  2-hidroksi-2-1-okso-piren-2-karboksilik  asit; 6, 4-
hidroksiperinafthanon; 7, 1-2-dimethosipiren; 8- piren-trans-4,5-dihidrodiol; 9, piren-
cis-4,5-dihidrodiol; 10, piren-4,5-diol; 11, fenantren-4,5, dikorboksilik asit; 12, 4-
karboksifenantren-5-diol; 13, 4-karboksi-5-hidroksi-fenantren; 14, 4-
karboksifenantren; 15, 2,6,6-trikarboksi-2-hidroksibifenil; 17, pithalik asit; 18, 4-
fenantroik asit; 19; 3,4-dihidroksi-3,4-dihidro-fenantren-4-karboksilik asit; 20,
fenantren 3,4-diol; 21, 4-fenantroik asit metil ester; 22, 4-hidroksi fenantren; 23, 7,8-
benzokaumarin; 24, 2-hidroksi asetik asit; 25, 5-hidroksi-5H-4-o0kso-piren-5-
karboksilik asit; 26, piren-4,5-dion; 27,4-okso-piren-5.
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3. MATERYAL ve METOD

3.1 MATERYAL

3.1.1 Cahsmada Kullanilan izolatlar

Bu ¢alismada kullanilan 17 adet halofilik ve halotolerant prokaryotik mikroorganizma
daha onceki bir ¢alismada izole edilmis olup identifikasyonlart 16S rDNA dizi analizi
ile yapilmustir. izolatlar; Prof. Dr. Kiymet Giiven (Eskisehir Anadolu Universitesi Fen
Fakiiltesi) tarafindan temin edilmistir. Calismada kullanilan izolatlar; C-12, C-15, C-18,
C-19, C-22, C-23, C-24, C-27, C-29, C-37, C-41, C-43, C-46, C-50, C-51, C-52 ve CH
kod numarasina sahip izolatlardir. Bunlardan CH izolat1 disindaki izolatlar Izmir
Camalt1 Tuzla’sindan izole edilmistir (AUAF Proje No: 071018, Proje Adi: Izmir-
Camalt1 Tuzlas1 Halofilik Mikroorganizmalarinin Izolasyonu, Identifikasyonu ve

Biyoteknolojik Potansiyellerinin Arastirilmast).

3.1.2 Kullanmilan Besiyerleri

%5 Deniz Suyu (SW) (g/l)

NaBT .o 0,130 g
HNaCOs.. 0,033 ¢
KCL..o 109

CaCl, ....0,145¢g
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MgSO4.7HO....ccoeiiiiin.9,898 ¢

MOCL.6H20. ... 6,913 g
NaCli.oooiiiieieie 39,09
Maya ekstrakti............cccoviiinninn, 109
AGar. . i 20,09

Distile su ile 1 L’ye tamamlandiktan sonra pH 7,0’ye ayarlanmstir. 121 °C’de 15 dk
otoklavlanarak steril edilmistir (Rodriguez-Valera 1985).

%010 Deniz Suyu (SW) (g/l)

NaBr....oooooi 0,26 g
HNaCOs...oovviiiiiiiie 0,067 g
KCL.o 20g
CaClp..voeiiiiii 0,289 g
MQSO4.7TH2O. ..o, 19,797 ¢
MQCl.6H20. ... 13,827 g
NaACL. oo e 78,09
Maya ekstrakti.............ccoeeiiinninnnn. 0,249
AGar. . i 20,09

Distile su ile 1 L’ye tamamlandiktan sonra pH 7,0’ye ayarlanmistir. 121 °C’de 15 dk
otoklavlanarak steril edilmistir (Rodriguez-Valera 1985).
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%15 Deniz Suyu (SW) (g/l)

NaBr....oooooiiii 0,39 ¢
HNGACO3. ., 0,lg
KCL. oo 30¢g
CaClp..oovinii 0,434 ¢
MQSO47H2O ..o, 29,695 g
MQCl.6H20. ..o 20,74 g
NACL oot 117,09
Maya ekstrakti............................ 309
AGar....oiiii e 20,09

Distile su ile 1 L’ye tamamlandiktan sonra pH 7,0’ye ayarlanmustir. 121 °C’de 15 dk

otoklavlanarak steril edilmistir (Rodriguez-Valera 1985).

%20 Deniz Suyu (SW) (g/l)

NaBr ..o 0,52 g
HNaCOsz...cooiiiiiiiiiiiii, 0,134 ¢
KCL..o 40¢g
CaClp..vieiiii 0,578 ¢g
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MGSO4.TH20. ..o, 39,594 g

MOCL.6H20. ... 27,654 g
NaCluoooiiiiie e 156,0 ¢
Maya ekstrakt..............ccooeeviinn... 40¢g
AGaT. .o 2009

Distile su ile 1 L’ye tamamlandiktan sonra pH 7,0’ye ayarlanmistir. 121 °C’de 15 dk
otoklavlanarak steril edilmistir (Rodriguez-Valera 1985).

%25 Deniz Suyu (SW) (g/l)

NaBT ., 0,659
HNaCO3....vieiiiieee e 0,167 g
KCL e 5009
CaClae.eeiie e 0,723 ¢
MgSO4.7TH20. ..., 49,492 g
MOCL.6H20. ... 34,567 g
NaClL.oeeiie e 195,09
Maya ekstrakti................cooeiiiiniia 5090
AGAT. i 20,09

Distile su ile 1 L’ye tamamlandiktan sonra pH 7,0’ye ayarlanmistir. 121 °C’de 15 dk
otoklavlanarak steril edilmistir (Rodriguez-Valera 1985).
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%30 Deniz Suyu (SW) (g/l)

NaBr. oo 0,78 g
HNACOs...oooviiiiii, 02¢g
KCL.o 6,0¢g
CaCly..cooeiiii 0,868 g
MQSO4.7THO. .. 59,399
MQCL.6H20. ... 41,48 g
NaClo oo 234,09
Maya ekstrakt..............c.ooiiiiiiinnn, 6,00
AGAT. ..o 209

Distile su ile 1 L’ye tamamlandiktan sonra pH 7,0’ye ayarlanmustir. 121 °C’de 15 dk

otoklavlanarak steril edilmistir (Rodriguez-Valera 1985).

%325 lik Tuzlu Su Cozeltisi (g/1)

NaBr...oooo 0.128 g
HNACO3....ciiiiiciii 0.149
KCL .o 09549
CaClp. v 3329
NaClo..oooii 234,09
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Distile su ile 1 L’ye tamamlandiktan sonra 121 °C’de 15 dk otoklavlanarak steril
edilmistir (Rodriguez-Valera 1985)

%30 luk Tuzlu Su Cozeltisi (g/1)

MQSO4.THO. .. 359
MOCL.6H20. ... 30¢g
NaBr. ..o 0.8¢g
HNACO3. ... 0.2¢
KCLo 7049
CaClp..vvei 05¢g
NaCll .o 240,09

Distile su ile 1 L’ye tamamlanarak,1M Trisma-Base ile pH 7,5’a ayarlanmistir. 121
°C’de 15 dk otoklavlanarak steril edilmistir (Int. Kyn. 3).

Kazein Besiyeri (g/l)

CaCl.2H2O. ..o, 0,29
KCLo 2049
Maya ekstrakti..............ooooiiiiii 500
Sodyum tri- sitrat............cooviiiiiiiinnnn. 3049
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MgC|2.6H20 ...................................... 20,0 g
NaCl .o 250,09
AGAT. . 20,09

Distile su ile 1 L’ye tamamlandiktan sonra pH 7,0 ayarlanmustir. 121 °C’de 15 dk
otoklavlanarak steril edilmistir (Bese 1974, Harley and Prescott 1993, Gonzales et al.
1978, Oren et al. 2002a, Norris and Ribbons 1971).

Tween 80 Besiyeri (g/l)

CaClh.2HoO. ..o, 1049
KCLoo 2,09
Tween 80. .o 10¢9
Maya ekstrakti...........cccooooiiiiiiiin 5040
Sodyum tri- sitrat...............cooeiiinn 309¢g
MQSO4.7TH2O. .. 20,09
AGAT. o 20,09
NaCli.oeiiii 250,09
AGaT. . 20,09

Distile su ile 1 L’ye tamamlandiktan sonra pH 7,0’ye ayarlanmistir. 121 °C’de 15 dk
otoklavlanarak steril edilmistir (Norris and Ribbons 1971).
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Seliiloz Besiyeri (g/l)

CaClh.2HoO. .o 0,2¢g
KCL 2,09
MOCL.6H20. ... 20,09
Kazamino asit..........uueeeeeeeeeeieaaieenn, 1,09
Maya ekstrakti............ccoceeiiiiiiiiiins 1049
Karboksi metil seliiloz........vvveeeenuennnnnn... 2,09
NaClu ..o 250,09
AGAT. 20,09

Distile su ile 1 L’ye tamamlanmis ve besiyeri i¢ine karboksimetil seliiloz ilave edilerek
kaynatilmigtir. Karboksimetil seliiloz ¢6ziindiikten sonra besiyerinin pH’1 7,0’ye
ayarlanmistir. 121 °C’de 15 dk otoklavlanarak steril edilmistir (Harley and Prescott
1993).

Indol Besiyeri (g/l)

CaCl.2HoO. .o 0,29
KCL 2,09
THIPtON. .o 10,09
MOCL.6H20. ... 20,09
NaCl..ooii 250,09
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Distile su ile 1 L’ye tamamlandiktan sonra besiyerinin pH’1 7,0’ye ayarlanmistir. 121
°C’de 15 dk otoklavnarak steril edilmistir (Harley and Prescott 1993).

Jelatin Besiyeri

CaCl.2H20. ... 0,29
KCL o 2090
Maya ekstrakti............coooiiiiiiiiiiiiii, 5049
TrIPtON. .ot 5090
Jelatin. ..o 20,09
MOCL.6H20. ... 20,09
NaCl.oeii 250,0 ¢
AGAT. . 20,0¢g

Distile su ile 1 L’ye tamamlanmustir. Besiyerinin pH degeri 7,0’ye ayarlanarak 121
°C’de, 1.06 atm. basingta, 15 dK steril edilmistir (Bese 1974, Harley and Prescott 1993,
Gonzales et al. 1978).

Nisasta Iceren Brown (1963) Besiyeri (g/1)

Maya ekstrakti.............ooooiiiiiiiiiii 5049

CeHsNazOBHO .o 3,0 g
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KL o 2,09
NISASTA. . uvt ittt e e 10,0g
AGAT. 20,0

Distile su ile 1 L’ye tamamlanmistir. NaCl degerleri %15 olacak sekilde ortama ilave
edilmistir. Besiyerinin pH degeri 7,0 olarak 1 M HCI veya 0,5 M NaOH ile ayarlanmis
ve hazirlanan ¢6zelti 121 °C, 1.06 atm basimngta, 15 dk steril edilmistir. Nisasta iceren
kati Brown (1963) besiyeri hazirlamak igin ortama 20 g/l agar ilave edilmistir
(Amoozegar et al. 2003).

Skimmed Milk (Yagsiz Siit) Tozu iceren Besiyeri (g/1)

GHKOZ. ..o, 1049
Pepton.......coiiiiii 2049
Maya ekstrakti..............cooeiiiiiiiii 500
KoHPOs. .o 1,09
MgSO4 TH20. ... 0,29
Yags1Z SULtOZU. ..o 500
AGAT. 20,09

Distile su ile 1 L’ye tamamlanmugtir. NaCl degerleri %15 olacak sekilde ortama NaCl
ilave edilmistir. Besiyerinin pH’1 0,5 M HCl ile 7,0’ye ayarlanmistir. Hazirlanan ¢ozelti
121°C, 1.06 atm. basingta, 15 dk steril edilmistir. Yagsiz siit tozu ve glikoz 121 °C’ de,

1.06 atmosfer basingta, 5 dK steril edilmistir. Ayr1 olarak steril edilen ¢dzelti, yagsiz siit
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tozu ve glikoz 45-50 °C’ye kadar sogutulmus bazal ortama aseptik kosullarda ilave
edilip iyice ¢alkalanmistir. Yagsiz siit tozu iceren kati1 Brown (1963) besiyeri

hazirlamak i¢in ortama 20 g/l agar ilave edilmistir (Denizci vd. 2004).

Birchwoodksilan iceren Brown Besiyeri (g/1)

Maya ekstraktl...........ooevviiiiiiiiiiiie e 5049
CeHsNazO7.5H20. ... 309
MGSO4.TH2O. ..o 20,09
KO e 2049
Birchwoodksilan.................coooiiiiiii 10,0 ¢
A AT . e 20,09

Distile su ile 1 L’ye tamamlanmistir. NaCl degerleri %15 olacak sekilde ortama ilave
edilmistir. Besiyerinin pH degeri 7,0 olacak sekilde hazirlanmis ve bu ¢ozelti 121 °C,
1.06 atm. basingta, 15 dk steril edilmistir. Birchwoodksilan igeren kati Brown (1963)
besiyeri hazirlamak i¢in ortama 20 g/l agar ilave edilmelidir. Ortam igerikleri distile
suda ¢Oziildiikten sonra, ksilanin homojen olarak dagilmasini saglamak amaciyla 2 dk

boyunca sonikatorde homojenize edilmistir (Gessesse and Gashe 1997).

Seker Testleri icin Kullamilan Besiyeri
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CaCla..oeiei 0,723 ¢
MOSO4THIO . .. 49,492 ¢
MOCL.6H20. ..o 34,567 g
NaCL .o 195,00 g
SEKOT ..\ 5049

Distile su ile 1 L’ye tamamlanarak pH 7,0’ye ayarlanmistir. %25 SW besiyerine;
fruktoz, maltoz, mannitol, sukroz, galaktoz ve rafinoz son konsantrasyonu 5 g/l olacak
sekilde filtreden gecirilmis ve besiyerine eklenmistir ve 121 °C’de 15 dk otoklavlanarak
steril edilmistir (Rodriguez-Valera 1985).

Mineral Tuz Besiyeri (MSM)(g/I™)

(NH)2SO00. .o 4,09
KoHPO e 0,54
NACL e 23,84 g
MOCL.G6HO ..o 2,079
MQOSO4.TH20. ... 3,149
CaCko. oo 0,22 g
HNACO3. ..o, 0,039
KCl e, 0,639
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Bu miktarlar 100 ml distile su icin verilmistir. Bu besiyere 1 ml iz element soliisyonu

ilave edilip besiyerinin pH’1 KOH ile pH 7,2’ye ayarlanmistir (Zhao et al. 2009).

iz element Soliisyonu(mg/I™

Ca(NO3)2.4H20. ... 800mg
FeSO4. TH2O. ..o, 400 mg
CUSO4E5HO. .. 80 mg
ZNSO4THRO. ..o 40 mg
MNSO4AH0. ..., 40 mg
NaMO4. 2H2O. ..o 8 mg
H3BOs. o 6 mg

Distile su ile 100 mI’ye tamamlanarak 121 °C’de 15 dk otoklavlanarak steril edilmistir
(Zhao et al. 2009).

3.1.2 Cahismada Kullanilan Cozeltiler, Ayiraglar ve Boyalar

Kovaks Ayiraci

Para-dimetilaminobenzaldehit.............................. 500
Tzoamil alkol. . ... 75 ml
HidroKIoriK asit. . ..ottt 25 ml
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Once aldehit alkolde eritilmis sonra yavas yavas asit ilave edilmistir (Harley and

Prescott 1993).

Para- aminodimetilanilin monohidroklorid Ayiraci

Para- aminodimetilanilin monohidroklorid............... 1,09
DiStile SU....oineiiet i 100 ml

Para- aminodimetilanilin monohidroklorid distile su igerisinde iyice ¢Oziilmiistiir.

Kongo Kirmizis1 Cozeltisi

Kongo Kirmizst...........oooviiiiiiiiii e 01g
Distile SU....vineie 100 ml

Kongo kirmizis1 distile su igerisinde iyice ¢oziildiikten sonra seliiloz hidroliz

deneylerinde kullanilmistir (Harley and Prescott 1993).

3.1.3 Cahsmada Kullanilan PAH’lar

p-hidroksibenzoik asit, Sigma-Aldrich,, 0001400812
Naftalen, Sigma-Aldrich, 184500
Fenantren, Sigma-Aldrich, MKBB 7303

Piren, Sigma-Aldrich,, 522012
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3.1.4 Calismada Kullanilan Cihazlar

e Niive sogutmali inkiibator ES110

e Heidolph unimax 1010 inkiibator

e Jenway 6305 Uv/Vis spektrofotometre

e Mikro 200R hettich santrifiij

e Bandelin sonopulus UV-2070 sonikator

e Hot plate benchmark

e A3 Applied biosystems 2720 thermal cycler
e Elektroforez NYX technic

e Ekektroforetik jel goriintiileme sistemi NY X technic iluminyx 1D21226 AB
e Sartorius hassas terazi

e Niive FN500 sterilizator

e Niive OT 4060 Otoklav

e Hanna instruments H1221 pH metre

3.2METOD

3.2.1 PAH Parcalayabilen izolatlarin Belirlenmesi

PAH parcalayabilen izolatlarmm belirlenmesi i¢in Zhao vd. (2009), yontemi
kullanilmistir. Bu yontem, PAH parcalanmasinin belirlenmesi i¢in kullanilan basit ve
hizli bir yontemdir (Zhao et al. 2009). Bu yontemde %3-5 (w/v) agarli Mineral Tuz
Besiyeri (MSM) ortami %20 NaCl tuz konsantrasyonu olacak sekilde hazirlanmistir.
Steril kabinde petrideki besiyerlerin yiizeyine seliiloz asetat filtre kagitlart 55 mm disk
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capinda olacak sekilde kesilmis ve steril bir pens yardimiyla kenarlarindan tutularak
yerlestirilmistir. Bu islem sirasinda hi¢ hava kabarcigi kalmamasina dikkat edilmistir. p-
hidroksibenzoik asit, naftalen, fenantren 4mg/ml™ ve piren 2mg/ml™ konsantrasyonunda
olacak sekilde etil-eter iginde ¢oziilmiistiir. Hazirlanan bu PAH soliisyonlarindan 1’er
ml seliiloz asetat filtre kagitlarinin yiizeyine emdirilerek steril bir cam yayict
kullanilarak hizli ve dikkatli bir sekilde yayilmistir. Daha sonra petri kapaklar1 ile
petrilerin %901 kapanacak sekilde kapatilarak steril kabinde etil eterin buharlagsmasi
saglanmustir. Yaklasik 5 dk sonra petrilerin kapaklari tamamen kapatilmistir. Daha 6nce
%20 SW besiyerinde 37 °C’de iiretilen (ODgoo nm’de yaklasik 0,6-0,7) 17 izolatdan her
biri her PAH igin ayr1 ayri 1’er ml selilloz asetat filtre kagitlarma emdirilerek
yayilmustir. Petriler 37 °C’de inkiibasyona birakilarak iiremeleri her giin bir ay siiresince
kontrol edilmistir. Negatif kontrol grubu i¢in bu islemler seliiloz asetat filtre kagitlarina
PAH’lar emdirilmeden gerceklestirilmistir. Pozitif kontrol grubu igin ise %20 SW

besiyerine izolatlardan ekim yapilmistir. Bu islemler ii¢ kez tekrarlanmustir.

Inkiibasyon sonrasinda izolatlarm filtre kagitlar1 iizerinde ve kenarlarmnda iiremesi, bu
izolatlarn PAH’lar1 karbon ve enerji kaynagi olarak kullanarak parcalayabildiklerini
gosterirken hig¢ lireme gostermeyen izolatlarin ise PAH’lar1 karbon ve enerji kaynagi

olarak kullanarak parc¢alayamadiklarimi gostermektedir (Zhao et al. 2009).

3.2.2 Izolatlarn Kiiltiirel ve Morfolojik Ozelliklerinin Belirlenmesi

Gram Boyama

Asirt derecede halofilik mikroorganizmalarin gram boyamasi Dussault (1955)’e gore
yapilmistir. Modifiye edilmis bu boyama yonteminde, lam {izerine yayilan 6rnek dnce
%2’lik asetik asit ile 5 dk muamele edilerek fiksasyon islemi gergeklestirilmistir.

Bundan sonra %0,25’lik kristal viyole ile 3 dk boyanmis, lugol ile 1 dk, alkol ile 10
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saniye ve son olarak da safranin ile 1 dk boyanmistir. Ara yikama islemleri igin %25’lik
NaCl ¢ozeltisi kullanilmistir (Int. Kyn. 4).

Izolatlarm pigmentasyonlar1 %20 SW besiyerinde 37 °C’de 7 giin inkiibe edildikten

sonra degerlendirilmistir.

izolatlarin Optimum Biiyiime icin Thtiyac Duydugu pH Degerinin Belirlenmesi

Izolatlar pH’1 5, 7, 9 ve 11°e ayarlanmis %25 SW besiyerlerine ekildikten sonra 37
°C’de 7 giin etiivde inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda her bir izolatin farkl

pH’lardaki gelisme durumu belirlenmistir (Tindall 1992, Anton et al.2002).

Izolatlarin Optimum Biiyiime i¢in Thtiya¢ Duydugu Sicakhigin Belirlenmesi

Izolatlar %25 SW agarli besiyerlerine ekildikten sonra 25 °C, 30 °C, 37 °C, 45 °C ve 55
°C’de 7 giin etiivlerde inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda her bir izolatin farkli

sicakliklardaki gelisme durumlari belirlenmistir (Anton et al. 2002).

Izolatlarin Optimum Biiyiime icin Ihtiya¢ Duydugu NaCl Miktarinin Belirlenmesi

Izolatlar %5, %10, %15, %20, %25 ve %30’ luk NaCl iceren %20 SW besiyerlerine
ekilmis ve 37 °C’de inkiibasyon sonrasi gelisme durumlari incelenmistir (Anton et al.
2002).
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Izolatlarin Farkh Karbon ve Seker Kaynaklarimi Kullanma Durumunun

Belirlenmesi

Izolatlarin farkli karbon ve seker kaynaklarini kullanabilme yeteneklerinin ortaya
koyulmasi amaciyla %25 SW besiyerine glukoz, fruktoz, maltoz, mannitol, siikroz ve
raffinoz son konsantrasyonu 5 g/l olacak sekilde eklenerek 37 °C’de inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonras1 iiremenin olup olmadigma gore degerlendirilmistir (Tindall 1992,

Anton et al. 2002).

Jelatin Hidrolizi

Izolatlarm jelatinli besiyerine ekimleri yapilarak 40°C’de 7 giin etiivde inkiibasyona
birakilmistir. Kolonilerin etrafinda belirgin zonlarin goriilmesi jelatin hidrolizi pozitif

olarak degerlendirilmistir (Bese 1974, Harley and Prescott 1993, Gonzales et al. 1978).

Katalaz Testi

Izolatlarm %25’lik SW agarli besiyerine ekimleri yapilmustir. %25°lik SW agarli
besiyerinde gelisen koloniler iizerine birkag damla %3 H,O; eriyigi damlatilmistir.
Besiyeri iizerine gaz kabarciklarimin meydana gelmesi pozitif katalaz reaksiyonu, gaz
kabarciklarmin  gézlenmemesi  ise  negatif katalaz  reaksiyonunu  olarak

degerlendirilmistir (Harley and Prescott 1993).
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Kazein Hidrolizi

Izolatlar Kazein besiyerine ekilerek 7 giin inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonras1 petri
kutular1 siyah bir zemin iizerinde incelenmistir. Ureme bolgelerinin etrafindaki seffaf
bolgeler kazein pozitif olarak degerlendirilmistir (Norris and Ribbons 1971, Bese 1974,
Gonzales et al. 1978, Harley and Prescott 1993, Oren et al. 2002a).

Oksidaz Testi

Izolatlar %25 SW agarli besiyerine ekimleri yapilarak 37 °C’de inkiibe edilmistir.
Ureyen kolonilerden &ze ile  bakteriler almarak para-aminodimetilanilin
monohidroklorid ayiraci dokiilmiis olan filtre kagidi lizerine stiriilmiistiir. 5-10 saniye
icinde mor rengin meydana gelmesi pozitif sonug olarak degerlendirilmistir (Harley and

Prescott 1993).

Tween 80 Hidrolizi

Izolatlarm Tween 80 besiyerine ekimleri yapilmistir. 40 °C’de 30 giin etiivde
beklendikten sonra koloniler etrafindaki seffaf zonlar incelenmistir. Ureme bolgelerinin
etrafindaki seffaf bolgeler Tween 80 pozitif olarak degerlendirilmistir (Norris and
Ribbons 1971).

DNAaz Testi

Kiiltiirler, DNAaz agar besiyerine azaltma yontemi ile ekimleri yapilarak 40 °C’de 7

giin etiivde inkiibe edilmistir. Bu siire sonunda {izerlerine 1 N HCI dokiilmiistiir ve
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kolonilerin etrafinda berrak bir bdlge gozlenmesi, DNAaz pozitif olarak
degerlendirilmistir (Harley and Prescott 1993).

indol Testi

Izolatlarin tripton besiyerine ekimleri yapilarak, 40 °C’de 7 giin inkiibe edilmistir. Bu
stire sonunda tiiplere 0,5 ml kovaks ayiraci ilave edildikten sonra kirmizi renk olusumu
indol {iretimi igin pozitif bir sonu¢ olarak degerlendirilmistir (Harley and Prescott
1993).

Nisasta Hidrolizi

Izolatlarin %15 NaCl iceren ve icermeyen nisastali Brown (1963), besiyerine ekimleri
yapilarak 7 giin 37 °C’de inkiibe edilmistir. Nisasta iceren kat1 besiyerine inokiile edilen
amilaz treticisi izolatlar %0,3 1,-%0,6 KI soliisyonu ile boyanmistir. Yapilan test
sonrasinda kahverengiye boyanan besiyeri iizerinde izolatlarin nisastayr parcaladigi
bolgeler renksiz olarak kalmistir. Renksiz ve seffaf olarak gbéze ¢arpan koloni
etrafindaki bolgelere bakarak nisastanin par¢alandigina ve koloniyi olusturan izolatlarin

amilaz enzimi tirettigine karar verilmistir (Amoozegar et al. 2003).

Seliiloz Hidrolizi

[zolatlar seliiloz besiyerine ekimleri yapilarak 37 °C’de 30 giin inkiibe edilmistir. Daha
sonra seliiloz besiyerinde tiremis kiiltiirler %0,1°lik Kongo kirmizisi ¢ozeltisi ile 30 dk

boyandiktan sonra 1 M’lik NaCl ¢ozeltisi ile yikanmustir. Bakteri ekilen bdlgenin
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etrafindaki berrak ve renksiz bir bdlge seliiloz hidrolizinin gerceklestigini géstermistir

(Harley and Prescott 1993).

Protein Hidrolizi

Izolatlar %15 NaCl’lii ve NaCl’siiz skimmed-milk (yagsiz siit tozu) igeren besiyerine
izolatlarin ekilmleri yapilmistir ve 7 giin 37 °C’de inkiibe edilmistir. Kiiltiirlerin

etrafinda belirlenen seffaf zonlar pozitif olarak degerlendirilmistir (Denizci vd. 2004).

Birchwoodksilan Hidrolizi

Birchwoodksilan igeren Brown besiyerine ekim yapilan izolatlar 7 giin 37 °C’de etiivde
inkiibe edilmistir ve %0,1 Kongo Kirmizisi1 ile boyanmistir. Kirmiziya boyanan besiyeri
tizerinde izolatlarin Ksilan1 parcaladigi bolge renksiz olarak kalmis ve pozitif olarak

degerlendirilmistir (Gessesse and Gashe 1997).

3.2.3 PAH Parcalayabilen izolatlarin Farkh PAH Konsantrasyonunda

Uremelerinin Degerlendirilmesi

PAH parcalayabilen izolatlarin farkli PAH konsantrasyonlarinda {iremelerinin
degerlendirilmesi i¢in PAH’lar etil eter igerisinde ¢Oziindiiriilerek 300 ppm’lik stok
PAH soliisyonlar1 hazirlanmustir. [zolatlarin; 20, 40, 80, 120, 160, 200 ppm PAH (p-
hidroksibenzoik asit, naftalen, fenantren, piren) konsantrasyonlarinda iiremeleri

incelenmistir. 250 ml’lik erlenlerin igine etil eter igerisinde ¢0zlinmiis 0lan PAH’lardan
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besiyerlerine 20, 40, 80, 120, 160, 200 ppm olacak seckilde koyulduktan sonra
buharlastirilmistir. 100 ml karbon kaynagi icermeyen MSM +%20 NaCl besiyeri ilave
edilmistir. Daha sonra %20 SW besiyerinde 37 °C’de iiretilen (ODgop nm’de yaklagik
0.7) bakteri kiiltiirinden 2ml erlen igine ilave edilmistir. Erlenler 150 rpm, 37 °C’de 10-
15 giin inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon sonucunda besiyerindeki bulanikliga ve
ODgyy nm’de  spektrofotometrik  Ol¢iim  sonuglarma  gore  farkli  PAH
konsantrasyonlarinda izolatlarin ireme durumlar1 degerlendirilmistir (Arulzahagan and

Vasudevan 2009).

3.2.4 Ham Enzim Ekstrelerinin Hazirlanmasi

250 ml’lik erlenlerin igine etil asetat igerisinde ¢6ziinmiis olan PAH’lardan izolatlarin
optimum {iireme gosterdigi konsantrasyon (80 ppm) son konsantrasyon olacak bigimde
ilave edilip buharlastirildiktan sonra 100 ml karbon kaynagi icermeyen MSM +%?20
NaCl besiyeri ilave edilmistir. Daha 6nceden %20 SW besiyerinde iiretilen (ODgoo
nm’de yaklasik 0,7) bakteri kiiltiiriinden 2 ml erlen igine ilave edilmistir. Erlenler 150
rom, 37 °C’de 10-15 giin inkiibasyona birakilmistir. (Arulzahagan and Vasudevan
2009). Uretilen izolatlar logaritmik evreye ulastiklarmda (ODggo nm’de yaklasik 0,6-
0,7) hiicreler 6000 rpm, 5 dk santrifiijlenerek toplanmis, tuzlar tarafindan enzimatik
aktivitenin engellenmemesi i¢in ortamdaki tuz deiyonize su ile bir kez yikama islemi
yapilarak uzaklastirilmistir. Hiicreler ayn1 hacimde par¢alama tamponu (50 mM Tris-
HCI pH 7,5, 1 M gliserol, 5 mM amonyum siilfat, 2,5 mM MgCl, 1 mM EDTA, 1 mM
DTT)’na tutturulmus ve 8 dk sonikasyon cihazi ile sonikasyon yapilmistir. Sonikasyon
islemi sirasinda protein denatiirasyonunu engelleyebilmek i¢in bu islemler buz dolu bir
beher iginde yapilmistir. Bu siispansiyon 11,000 rpm, 4 °C’de 3 dk santrifiijlenmistir.

Siipernatant enzim degerlendirmesi i¢in kullanilmistir (Garcia et al. 2005).
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3.2.5 Protein Ekstrelerinin Protein Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

PAH pargalayabilen izolatlardan elde edilen protein ekstrelerindeki protein
konsantrasyonunu belirlemek i¢in Total Protein Kit (Sigma TP0100) kullanilmistir. Bu
prosediir, Bradford (1976)’un yontemine dayanan in vitro bir mikro tekniktir Bu kit, 50
ul veya daha az 6rnek i¢in kullanilabilen basit, hizli ve olduk¢a hassas bir tekniktir
(Bradford 1976).

Bu yontemde, standart, kdr ve Ornek tiiplerine dortde bir oraninda seyreltilmis olan
protein deney soliisyonundan 2,5 ml ilave edilmistir. Kor tiipline %0.85’lik NaCl
cozeltisinden 50 pl, standart tiiptine 0,3 mg/ml’lik konsantrasyonundaki protein standart
soliisyonundan 50 ul ( P9744-5ml) ve 6rnek tiiptine protein ekstrelerinden 50 ul ilave
edilmis ve tiipler calkalanmistir. Yaklasik 2 dk sonra spektrofotometre ile 595 nm’de
absrobans degerleri okunmustur. Bu yontemde renk en az 30 dk sabit kalmaktadir.
Orneklerdeki protein konsantrasyonu asagidaki formiil ile hesaplanmistir (Bradford

1976).

(A test x Standartin konsantrasyonu)
(A standart)

Protein konsantrasyonu (mg/ml) =

3.2.6 Rothera Reaksiyonu

Intradiol halka pargalayan dioksijenazlarm varligi ham hiice ekstreleri kullanilarak,
kolorimetrik bir yontem olan rothera reaksiyonu ile belirlenmistir (Stanier et al. 1966).
Bu reaksiyon Ottow ve Zolg (1974)’un metoduna gore yapilmistir. 2 ml ham enzim
ekstresine, 2 mM katekol veya protokatekhuat substrat olarak ilave edilerek 30 °C’de 18

saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra ekstradiol yolun iiriinii olan
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mukoniksemialdehit olusumunun gostergesi sar1 rengin ortadan kaybolmasidir. Bu
yiizden sar1 rengin kaybolmasi ekstradiol halka pargalanmanin oldugu yoniinde
degerlendirilmistir. Inkiibasyon sonunda tiiplere 1g kati amonyum siilfat 0,5 ml
konsantre amonyum hidroksit, %1 sodyum nitroprusidden 5 damla ilave edilmistir.
Koyu mor renk olusumu g ketoadipate yolu olarak bilinen intradiol pargalanmanin
oldugunun gostergesidir. Bu yiizden reaksiyon sonrasi mor renk olusumu intradiol halka

parc¢alanmanin oldugu yoniinde degerlendirilmistir.

3.2.7 Dioksijenaz Enzimlerinin Spektrofotometrik Olarak Degerlendirilmesi

Katekol 1,2 dioksijenaz enzim aktivitesi’nin belirlenmesi, oda sicakliginda, 260 nm’de
(&60=16,800 M™ cm™) cis, cis mukonik asit olusumu ile absorbans artismin gozlenmesi
ile degerlendirilmistir (Ngai et al. 1990). Reaksiyon karigimi 20 pl katekol (50 mM),
Tris-HCI (50 mM) pH 7,4, 35-40 pg ham enzim ekstresi, toplam hacim 400 pl olacak

sekilde ayarlanmustir. Katekol 2,3 dioksijenaz aktivitesi ise oda sicakliginda, 375 nm’de
(&5 =36,000 M*cm™) 2-hidroksi-mukonik semialdehid olusmasiyla absorbans artisinin
gozlenmesi ile degerlendirilmistir. Reaksiyon karisimi 20 ul katekol (50 mM), Tris-HCI
(50 mM) pH 7,4 uygun miktarda enzim (yaklasik 35-40 pug ham enzim ekstresi), toplam
hacim 400 pl olacak sekilde ayarlanmistir (Fetzner et al. 1989). Protokatekhuat 3,4

dioksijenaz aktivitesi ise protokatekhuat oksidasyonu olusmasi sebebiyle oda

sicakliginda, 290nm’de (&go= 3,890 M7 cm™) absorbans diisiisiiniin spektrofotometrik

olarak ol¢iilmesiyle degerlendirilmistir (Stainer et al. 1954). Reaksiyon karigimi1 20 pl
protokatekhuat (50 mM), Tris-HCI (50 mM) pH 7,4 ve 35-40 pg ham enzim ekstresi,
toplam hacim 400 ul olacak sekilde ayarlanmustir. Protokatekhuat 4,5 dioksijenaz

aktivitesi oda sicakliginda, 410 nm’de (&0 = 9,700 M™cm™) absorbans artiginin

spektrofotometrik olarak Olgililmesi ile degerlendirilmistir (Stainer et al. 1954).
Reaksiyon karigimi 20 pl protokatekhuat (50 mM), Tris-HCI (50 mM) pH 7,4 ve 35-40

pg ham enzim ekstresi toplam hacim 400 pl olacak sekilde ayarlanmustir.
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3.2.8 Spesifik Enzim Aktivitesinin Hesaplanmasi

Spesifik enzim aktivitesi pmol iiriin dk™ mg protein olarak verilmistir. Enzim aktivitesi

Olgtimleri li¢ kez tekrarlanmistir (Temizkan vd. 2004).

Vtx dA/dt x1000 x sulandirma faktori
AxVsxd

Ornekteki enzim iinitesi = pumol (1/dk1)

&. =Absorbsiyon katsayisi (cm, mol™)

d= Kiivetin 151k yolu

dA/dt =Birim zamanda (dakikada) absorbans degisimi (dk™)
Vt = Reaksiyon karisimimin toplam hacmi (ml)

Vs = Reaksiyona katilan 6rnek (enzim) hacmi (ml)

Spesifik aktivite = U/mg protein

3.2.9 Dioksijenaz Enzim Genlerinin Amplifikasyonu icin izolatlardan DNA

Ekstraksiyonunun Yapilmasi

Izolatlardan DNA ekstraksiyonu, GF-1 Bakteriyel DNA Ekstraksiyon Kiti (Vivantis)
kullanilarak yapilmistir. Daha 6nce %20 SW besiyerinde iiretilen kiiltiirlerden 1-3 ml
ependorf tiiplerine alimarak 6000 rpm’de 2 dk santrifiij edilmistir. Siipernatantlar
dokiildikten sonra her bir ependorf tiipine 100 pl tampon R1 ilave edilerek
pipetlenmistir. Her bir ependorf tiipiine 10 pl (50 mg/ml) lizozim ilave edilip iyice
calkalanmis ve 37 °C’de 20 dk inkiibe edilmistir. Daha sonra 10,000 rpm’de 3dk
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santrifiijlenerek siipernatantlar uzaklastirilmistir. Proteinlerin  denatilirasyonu i¢in
ependorf tiiplerine 180 pl tampon R2 ve 20 ul proteinaz K ilave edilerek 65 °C’de 20 dk
inkiibe edilmistir. Bu islem sirasinda her 5 dk’da bir ependorf tiipleri karistirilmistir.
Homojenizasyon i¢in 2 hacim tampon BG ilave edilip homojen bir karigim elde
edilinceye kadar iyice karistirilmistir. Sonra 10 dk 65 °C’de inkiibe edilmistir.
Inkiibasyondan sonra 200 pl soguk etanol ilave edilerek 5-6 sn vortekslenmistir.
Ependorftaki sivi kolona doldurularak 10,000 rpm’de 1 dk santrifiijlenmistir. Kolonlar
alinarak ependorfun dibinde kalan sivi atilmistir. Etanol ilave edilen 750 ul yikama
soliisyonu ile kolonlar yikanarak 10,000 rpm’de 1 dk santrifiijlenmistir. Kolonu
kurutmak i¢in tekrar 10,000 rpm’de 1 dk santriflij islemi gerceklestirilmistir. Kolonlar
DNA’y1 toplayacagimiz ependorf tiiplerine aktarilarak daha dnce 65 °C’de 5 dk 1sitilmis
olan Elution tampondan 60 pl ilave edilmistir. Oda 1sisinda 2 dk bekletildikten sonra
10,000 rpm’de 2 dk satrifiijlenmisir. Bu sekilde DNA’lar ependorf tiiplerinde
toplanmistir. DNA ekstraksiyonundan sonra DNA varligi kontrol etmek i¢in %1°lik

agaroz jel hazirlanarak jelde yliriitme islemi gerceklestirilmistir.

3.2.10 Dioksijenaz Enzim Kodlayan Gen Baolgelerinin Polimeraz Zincir

Reaksiyonu (PCR) ile Amplifikasyonu

PAH’larin degredasyonu siirecinde rol oynayan {i¢ katabolik gen tarafindan kodlanan
anahtar enzimlerin varhigini belirleyebilmek i¢in katekol 1,2 dioksijenaz (1,2 CTD) ve
katekol 2,3 dioksijenaz (2,3 CTD) ve protokatekhuat 3,4 dioksijenaz (3,4 PCD) i¢in
Cizelge 3.1°de gosterilmis olan primerler kullanilarak PCR amplifikasyonu yapilmistir.
Bu ¢alismada, Garcia vd. (2005)’nin farkli dioksijenaz gen bolgelerini referans alarak
dizayn etmis olduklar1 primerler kullanilmistir. Bu g¢alismada kullanilan primerler
Cizelge 3.1°de gosterilmistir. Primer dizayninda en ¢ok korunmus olan genleri

kullanmislardir (Garcia et al. 2005).

Her bir PCR karisimimin igeriginde; 5 pl 10x reaksiyon tamponu, 2,5 ul 25 mM MgCls,
8 ul dNTPs (her birinden 200 pl), 50 pmol primerler, 0,25 pl Taq DNA polimeraz ve
steril distile su ile son hacim 50 pl olacak sekilde eklenmistir. 1,2 CTD ve 3,4 PCD i¢in

72



PCR amplifikasyon kosullart;
95 °C’de 5dk (Denatiirasyon)
94 °C°de 1dk 35 dongii

50 °C’de 1dk (Annealing)

72 °C’de 1dk olacak sekilde ayarlanmistir.

Benzer kosullar 2,3 CTD i¢inde uygulanmistir ancak annealing sicakligi 40-45 °C
arasinda uygulanmistir. Amplifiye tiriinler etidyumbromid ile %1°lik agoroz jelde analiz
edilerek 312 nm dalga boyu UV veren transilliminator altinda fotograflanmistir (Garcia
et al. 2005).

Cizelge 3.1 PCR amplifikasyonu i¢in kullanilan pirimerler

Gen Kullanilan primerler Gen
bolgeleri Bolgesi
12CTD | catl(5>-~ACCATCGARGGYCCSCTSTAY-3") cat3(5’-GTTRATCTGGGTGGTSAG-3) 444 be

23CTD | cat2.3.1 (5-GARCTSTAYGCSGAYAAGGAR-3’) cat2.3.2 (5’-RCCGCTSGGRTCGAAGAARTA-3") 400 be
34PCD | pro3.4.2(5-GCSCCSCTSGAGCCSAACTTC-3") pro 3.4.4 (5’-GCCGCGSAGSACGATRTCGAA-3’) 330 bg

3.2.11 Agaroz Jel Elektroforezi

%1°lik agaroz jel igin, 1X TAE (10X TAE tamponVivantis #PCO723) tampon ile
agaroz karistirilarak kaynatma yolu ile ¢ozdiiriilmistiir. Jel dokiilmeden once elle
tutulabilecek sicakliga diistiigiinde bu karisima 5 pl etidyumbromid (EC-007 Vivantis)
ilave edilmistir. Jel taraklar1 yerlestirilmis olan jel tepsisine jel dokiilerek donmasi
beklenmistir. Tarak dikkatlice uzaklastirildiktan sonra jel elektroforez tankina
gecirilmistir. 0,5’1ik TAE tampon ¢ozelti olarak kullanilmistir. Cukurlara 10 pl 6rnek ve
2 pl yiikleme boyast (NMO410 Vivantis) olacak sekilde yiikkleme yapilmistir. 5 pl 1 kb
DNA markir (Vivantis #NL1405), 2 ul yiikleme boyasi olacak sekilde yiikleme
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yapilmustir. 145-150 V’da 20 dk yiriitiilmiistiir. DNA fragmentleri DNA markir ile

karsilastirilarak degerlendirilmistir.

3.2.12 PCR Uriinlerinin Saflastirllmasi

PCR’dan sonra jelde yiiriitiillen {irtinlere Vivantis GF-GP-050 DNA geri kazanim
(recovery) kit protokolii uygulanmustir. Ilgili olan gen bdlgeleri UV 15131 ortaminda
bistiiri ile kesilerek 1.5 ml’lik ependorf tliplere alimmaistir. Sonra saflastirilmis tirtinler ile
%1°lik agoroz jelde yiitiilmiis ve 312 nn dalga boyu UV veren transilliiminator altinda
goriintiilenmistir. Bant kalitesi iyi olmayan 6rnekler i¢in PCR jel purifikasyon protokolii

tekrar uygulanmistir.

3.2.13 Dioksijenaz Enzimlerini Kodlayan Gen Bolgelerinin Niikleotid Sekans

Analizi

Saflagtirilmis  PCR  iriinlerin = niikleotid  sekans  analizleri Aka Biotech
Firmas1 Labaratuvarinda (Beckman Coulter Model: CEQ 8000 XL DNA Analiz

Sistemi) yapilmustir.

3.2.14 Sekans Verilerinin Analizi
Dizi analizi sonuglar1 BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) programu ile

degerlendirilerek her bir izolat i¢in dioksijenaz enzim kodlayan gen bolgelerinin sekans

analizleri gen bankasindaki benzerlik gosterdigi tiirler belirlenmistir (Int. Kyn. 6).
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4. BULGULAR

4.1 PAH Parcalayabilen izolatlarin Belirlenmesi

Bu ¢alismada Zhao vd. (2009)’nin yontemi kullanilarak test edilen 17 adet halofilik ve
halotolerant izolattan 10 adetinin; C-24, C-27, C-37, C-41, C-43, C-46, C-50, C-51, C-
52, CH, denenen PAH’lar1 (p-hidroksibenzoik asit, naftalen, fenantren, piren)
parcgalayabildikleri belirlenmistir. Resim 4.1-4.7°de baz1 izolatlarin tek karbon kaynagi

PAH olan MSM besiyerinde tiremeleri gosterilmistir.

Resim 4.1 C-37 izolatinin piren ile inkiibasyon sonrasi goriinimi
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Resim 4.2 C-27 izolatinin p-hidroksibenzoik asit ile inkiibasyon sonrasi goriiniimii

Resim 4.3 C-43 izolatinin fenantren ile inkiibasyon sonrasi goriiniimii

Resim 4.4 C-41 izolatinin naftalen ile inkiibasyon sonrasi goriinimii



Resim 4.5 C-50 izolatinin piren ile inkiibasyon sonrasi goriiniimi

Resim 4.6 C-46 izolatinin naftalen ile inkiibasyon sonrasi yakindan goriinimii

Resim 4.7 Negatif kontrol grubuna ait gérintii
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C-37 ve C-51 izolatlarinin p-hidroksibenzoikasit’i karbon ve enerji kaynagi olarak
kullanamadiklar1 belirlenmistir. Diger PAH (naftalen, fenantren ve piren) kaynaklarini
ise karbon ve enerji kaynagi olarak kullanarak iireyebildikleri belirlenmistir. Diger
izolatlarin ise kullanilan tim PAH kaynaklarin1 karbon ve enerji kaynagi olarak
kullanarak ireyebildikleri goriilmistiir. Negatif konrol grubunda hi¢ {ireme
gorilmemisken pozitif kontrol grubununun hepsinde iireme gorilmistir. PAH

parcgalayabilen izolatlarin listesi Cizelge 4.1°de gosterilmistir.

Cizelge 4.1 Farkli PAH iceren MSM besiyerinde halofilik ve halotolerant izolatlarin lireme

durumlari
PAH’lar
IZOLATLAR p-hidroksibenzoik .
asit naftalen | fenantren piren
C-12 - - - -
C-15 - - - -
C-18 - - - -
C-19 - - - -
C-22 - - - -
C-23 - - - -
C-24 + + + +
Cc-27 +
C-29 - - - -
C-37 - + + +
c-41 + + + +
C-43 + + + +
C-46 + + + +
C-50 + + + +
C-51 - + + +
C-52 + + + +
CH + + + +

-(lireme yok), + (iireme var)

4.2 izolatlann Kiiltiirel ve Morfolojik Ozelliklerinin Belirlenmesi

PAH parcalayabilen izolatlarin kiiltiirel ve morfolojik 6zellikleri belirlenmistir. Bu

ozellikler Cizelge 4.2°de gdsterilmistir.
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Cizelge 4.2 izolatlarin kiiltiirel ve morfolojik 6zellikleri

TESTLER C-24 Cc-27 C-37 C-41 C-43 C-46 C-50 C-51 C-52 CH
Gram reaksiyonu - - - - - - - - - -
Koloni sekli Kok Kok Kok Kok Kok Kok Kok Kok Kok Basil
Pigmentasyon Kirmizi- Kirmizi- Pembe-turuncu Kirmuzi-turuncu | Pembe Pembe Pembe-turuncu Pembe-turuncu Kirmizi Krem

turuncu pembe
Biyokimyasal
testler - - - - - - - - - -
indol - - - - - - - - - -
Kazein - - - - - - - - - -
Tween 80 + + + + - - - + + +
Jelatin + + + + - - - + + R
Oksidaz + + + + + + + + + +
Katalaz - - - - - - - - - -
DNAz - - - - - - - - - -
DNAz+NaCl
Enzim testleri
Protein hidrolizi - - - - - - - - - -
Protein+%15NaCl - - - - - - - - - -
Nisasta - - - - - - - - - -
Nisasta+%]15NaCl - - - - + + - - - +
BirchwoodKsilan - - - - - - - - - -
Seliiloz + + + + + + + + + -
Seker Testleri
(pH iireme)
Glikoz ++8 ++8 +++8 ++8 ++8 ++8 +++8 ++8 +++8 +++ 8
Maltoz ++8 ++8 +++8 ++8 +++8 +8 ++8 +8 ++8 +8
Sukroz ++8 ++8 +++8 ++8 ++8 +8 ++8 +8 ++8 +8
Mannitol +8 +8 ++8 ++8 +++7.8 ++8 +++7.9 ++8 ++ +8 ++8
Rafinoz ++8 +8 +8 ++8.3 ++8 ++8 ++75 ++8 ++ +8 ++8
Fruktoz ++7.8 ++7.8 +++7.8 ++8 +++7.8 ++8 ++8 ++8 ++7.8 ++7.8
izolatlarin fiziksel
istekleri
pH 5,0 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
pH 7,0 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
pH 9,0 + + +++ ++ ++ ++ ++ +++ +++ ++
pH 11,0 + + ++ ++ + + + + ++ ++
Sicaklik 25°C ++ +++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ +++
Sicaklik 30°C +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
Sicaklik 37°C +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
Sicaklik 45°C ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
Sicaklik 55° + + ++ + + + + ++ + -
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Cizelge 4.2 (Devam) izolatlarin kiiltiirel ve morfolojik &zellikleri

TESTLER C-24 Cc-27 C-37 C-41 C-43 C-46 C-50 C-51 C-52 CH
%5 NaCl ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ +++
%10 NaCl ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ +++
%15 NaCl ++ +++ +++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ +++
9620 NaCl +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
9625 NaCl +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
930 NaCl +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++

+pozitif reaksiyon,

-negatif reaksiyon
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Gram Boyama

Gram boyama sonucunda PAH pargalayabilen izolatlarin hepsinin Gr (-) olarak
boyandiklar1 belirlenmistir. CH izolat1 (basil) haricinde diger izolatlarin mikroskobik
morfolojilerinin kok oldugu saptanmustir. Resim 4.8 (A)’da Gr (-) basil sekilli hiicreler
ve (B)’de ise kok sekilli hiicreler goriilmektedir. %20 SW besiyerinde 37 °C’de 7 giin

inkiibasyon sonrasinda CH izolatmin krem renginde, diger izolatlarmn ise kirmizi ya da

turuncu tonlarinda koloni olusturduklari gérilmiistiir.

Resim 4.8 Modifiye Gram boyama islemi sonrasi Gram (-)olarak boyanmus hiicreler, (A) Basil
sekilli hiicreler, (B) Kok sekilli hiicreler

izolatlarin Optimum Biiyiime icin Thtiya¢ Duydugu pH Degerinin Belirlenmesi

PAH parcalayabilen izolatlarin tiimiiniin pH 5,0 ve 7,0°de, ¢ok iyi lireme gosterdikleri
belirlenmistir. C-37, C-51 ve C-52 izolatlarinin ise pH 9,0’da da ¢ok iyi {ireme
gostermelerine ragmen C-24 ve C-27’nin iiremesinin ise azaldigi goriilmiistiir. pH
11,0°de ise C-24, C-27, C-43, C-46, C-50 ve C-51 izolatlarinin {iremelerinin azaldigi

gOrlilmiistiir. Sonug¢ olarak izolatlarm hepsinin noétral pH 7,0£1’de iyi lreme
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gosterdikleri belirlenmistir. Bu nedenle g¢alismanin bundan sonraki asamalarinda

izolatlar ndtral pH’da inkiibe edilmistir.

Izolatlarin Optimum Biiyiime icin Thtiya¢c Duydugu Sicakhgin Belirlenmesi

Tiim izolatlarm 30 ve 37 °C’de ¢ok iyi iireyebildikleri goriilmiistiir. izolatlarin 25, 45 ve
55 °C’de iireyebilmelerine ragmen iiremenin sicakligin azalmas1 ve artmasi ile birlikte
azaldig1 goriilmiistiir. Bu nedenle ¢alismanin bundan sonraki asamalarinda izolatlar 37

°C’de inkiibe edilmistir.

Izolatlarin Optimum Biiyiime icin Ihtiya¢c Duydugu NaCl Miktarinin Belirlenmesi

Tiim NaCl konsantrasyonlarinda izolatlarin hepsinin iireyebildikleri ancak izolatlarda en
iyl tiremenin %20-30 NaCl konsantrasyonlarinda oldugu saptanmistir. Bu nedenle
biyokimyasal testlerde izolatlar %25 SW besiyeri kullanilmistir. Diger izolatlara gore
CH izolatmin diisiik NaCl konsantrasyonlarinda da ¢ok iyi tlireme gosterdigi

belirlenmistir.

Izolatlarm Farkh Karbon ve Seker Kaynaklarim Kullanma Durumunun

Belirlenmesi

Izolatlarin farkli karbon ve seker kaynaklarmi kullanabilme yetenekleri ile ilgili test
sonuglarina gore, glukoz, fruktoz, maltoz, mannitol, siikkroz ve rafinoz kullanabilme

yeteneginde olduklar1 belirlenmistir.
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Jelatin Hidrolizi

C-43, C-46 ve C-50 disindaki diger izolatlarm jelatini hidroliz edebildikleri

gorilmiistir.

Katalaz Testi

Izolatlarm tiimiinde katalaz testi pozitif olarak belirlenmistir.

Kazein Hidrolizi

Kazein besiyerinde gelisen izolatlar siyah zemin iizerinde incelenmis olup iireme
bolgelerinin etrafinda higbir izolatda seffaf bdlgeler goriilmemistir. Bu sonug¢ negatif

olarak degerlendirilmistir.

Oksidaz Testi

C-43, C-46, C-50 ve CH izolatlar1 disindaki izolatlarin oksidaz testi sonucu pozitif

alarak saptanmuistir.
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Tween 80 Hidrolizi

Tween 80 besiyerinde gelisen izolatlarin higbirinin etrafinda seffaf zon goriilmedigi i¢in

sonug negatif olarak goriilmiistiir.

DNAaz Testi

DNAaz besiyerinde gelisen izolatlarmm iizerine 1 N HCI damlatilmas1 sonucunda
izolatlarm higbirinin etrafinda seffaf zon goriilmemistir. Sonu¢ negatif olarak

saptanmustir.

indol Testi

Indol besiyerinde gelisen izolatlarm {izerine 0,5 ml kovaks ayiract damlatildiktan sonra
izolatlarm higbirinde kirmizi renk olusumu goézlemlenmemis ve sonug¢ negatif olarak

gorilmiistiir.

Nisasta Hidrolizi

%15 NaCl iceren besiyerinde, C-43, C-46 ve CH izolatlarinda koloni etrafindaki seffaf
bdlgeler, sonug pozitif olarak degerlendirilmistir. Diger izolatlarin ise nisastay1 hidrolize
edemedikleri saptanmistir. NaCl igermeyen besiyerinde ise izolatlarm hig¢birinin

nisastay1 hidroliz edemedikleri goriilmustiir.
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Seliiloz Hidrolizi

Seliilloz besiyerinde gelisen kiiltiirler %0,1°lik kongo kirmizist ¢ozeltisi ile 30 dk
boyanip sonra 1 M’lik NaCl ¢ozeltisi ile yikanmistir. CH disindaki tiim izolatlarda
kolonilerin etrafinda renksiz ve berrak bolge olustugu goriilmiis ve sonug pozitif olarak

saptanmustir.

Protein Hidrolizi

%15 NaCl’li ve NaCl’siiz skimmed-milk (yagsiz siit tozu) agar igeren besiyerinde
izolatlarm higbirinin etrafinda seffaf zon goriilmemistir ve sonu¢ negatif olarak

gorilmiistiir.

Birchwoodksilan Hidrolizi

Birchwoodksilan igeren Brown (1963) besiyerinde gelisen izolatlar %0,1 kongo
kirmizis1 ile boyanmis ve izolatlarin higbirinde kolonilerin etrafinda renksiz olarak bir

bolgeye rastlanmamistir ve sonug negatif olarak saptanmistir.

4.3 PAH Parcalayabilen Izolatlarin Farkh PAH Konsantrasyonunda Uremelerinin

Degerlendirilmesi

PAH parcalayabilen 10 adet izolatin; tek karbon kaynagi PAH olan MSM broth

besiyerinde, farklhi PAH (p-hidroksibenzoik asit, naftalen, fenantren, piren)
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konsantrasyonlarinda (20, 40, 80, 120, 160, 200 ppm) iliremeleri incelenmistir. Farkl

PAH konsantrasyonlarinda izolatlarin iireme durumlar1 Cizelge 4.3’de gosterilmistir.

C-37 ve C-51 izolatlari, p-hidroksibenzoik asit ile MSM broth besiyerinde
inkiibasyonlar1 sonrasinda PAH konsantrasyonlarmin hi¢birinde iireme gostermedigi
goriilmiistiir. Diger izolatlar ise 80 ve 120 ppm’lik p-hidroksibenzoik asit
konsantrasyonunda en 1yi ireme gosterirken PAH konsantrasyonlarinm artis ve
azalisinda ise liremelerinde azalma goriilmiistiir. 200 ppm’lik p-hidroksibenzoik asit ile

inkiibasyon sonrasinda ise C-24, C-27, C-37 ve C-51 izolatlarinda iireme goriilmemistir.

Izolatlarm hepsi farkli naftalen konsantrasyonlarinda iireme gdstermistir. izolatlar en iyi
80, 120 ve 160 ppm naftalen konsantrasyonlarinda iireme gostermistir. 20 ve 200 ppm

naftalen konsantrasyonlarinda ise izolatlarin liremelerinde azalma goriilmiistiir.

Izolatlarm hepsi 80 ve 120 ppm fenantren konsantrasyonlarinda iyi iireme gostermistir.
20 ppm fenantren konsantrasyonunda izolatlarm hepsi iiremistir ancak iiremelerinde
inhibisyon goriilmiistiir. 40 ve 160 ppm fenantren konsantrasyonunda tiim izolatlar orta
derecede tireme gostermistir. 200 ppm fenantren konsantrasyonunda, C-41, C-43, C-46,
C-50, C-52 ve CH izolatlarinda az miktarda lireme goriilmesine ragmen diger

izolatlarda iireme goriilmemistir.

Izolatlarin hepsi 80 ve 120 ppm piren konsantrasyonlarinda ise iyi lireme gostermistir.
40 ppm konsantrasyonunda izolatlar orta ve iyi derecede iireme gostermistir. 20 ve 160
ppm piren konsantrasyonunda ise izolatlarin hepsi liremesine ragmen iiremelerinde
azalma goriilmiistiir. 200 ppm piren konsantrasyonunda ise izolatlarin hi¢birinde lireme

goriilmemistir.
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Cizelge 4.3 Farkli PAH konsantrasyonlarinda izolatlarin MSM besiyerinde iireme durumlari

iZOLATLAR

PAH konsantrasyonlar1 (ppm)

p-hidroksibenzoik asit naftalen fenantren piren
20 | 40 | 80 120 | 160 | 200 | 20 40 80 120 | 160 | 200 | 20 | 40 80 120 | 160 | 200 | 20 | 40 80 120 | 160 | 200
C-24 R B I e - + e B B I S + | | | | - + | | | A |+ -
c-27 I I = i B S - + N e e N I = s + | | | | - + | | | A |+ -
Cc-37 - - - - - - + ++ | | | |+ + |+ | | |+ - + | | | A |+ -
C-41 I B = S T o e + + e e = = B o e e R e e e + | | A | A |+ -
C-43 + | A+ | A | A | + + e e e e N e e e + | | A | A | -
C-46 + | A+ | A | A | + + e e e e N e e e + | | A | A | -
C-50 + |+ +++ |+ | + + ++ | | | |+ + [ A | A | |+ |+ e e -
C-51 - - - - - - + ++ 4+ | A+ | |+ + ++ 4+ | 4 | | - + ++ +++ |+ |+ -
C-52 + + +++ | | |+ + ++ 4+ | A+ | |+ + 4+ | A | A | |+ + 4+ | | A |+ -
CH + ++ | A | A | |+ + e I B o I 4+ | A | A | |+ + 4+ | | A |+ -

+pozitif reaksiyon, -negatif reaksiyon

+az (OD500 01-03), ++orta (OD(;OO 03-05), +++ |y| (ODGOO 05-08)
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4.4 Halka Parcalayan Dioksijenaz Enzimlerinin Degerlendirilmesi

4.4.1 Rothera Reaksiyonu

Intradiol halka parg¢alama yolundaki (orto yol) enzimler, katekol 1,2 dioksijenaz ve/veya
protokatekhuat 3,4-dioksijenaz iken ekstradiol halka pargalama yolundaki (meta yol)
enzimler ise katekol 2,3 dioksijenaz ve/veya protokatekhuat 4,5-dioksijenaz
enzimleridir (Cerniglial992).

Katekol 1,2 dioksijenaz, protokatekhuat 3,4 dioksijenaz (orto yol enzimleri) ve katekol
2,3 dioksijenaz, protokatekhuat 4,5 dioksijenaz (meta yol enzimleri) enzimlerinin
varhigi ham hiice ekstreleri kullanilarak, kolorimetrik bir ydntem olan rothera
reaksiyonu ile degerlendirilmistir (Stanier et al. 1966). Bu reaksiyon Ottow ve Zolg
(1974)’un metoduna gore yapilmistir. Katekol 1,2 dioksijenaz, katekol 2,3 dioksijenaz
substrat olarak katekol kullanirken, protokatekhuat 3,4 dioksijenaz, protokatekhuat 4,5
dioksijenaz substrat olarak protokatekhuat kullandig: i¢in rothera testinde katekol ve

protokatekhuat substrat olarak kullanilmustir.

Farkli PAH iceren ortamda inkiibe edilerek iiretilmis olan izolatlarin ham enzim
ekstreleri ile katekol substrat1 kullanilarak yapilmis olan rothera testi sonucunda mor
renk olusumu orto (intradiol) pargalanmanin gerceklestigini gostermistir. Meta
(ekstradiol) parg¢alanma sonucuna ise rastlanmamistir. Substrat olarak protokatekhuat
kullanilarak, farkli PAH igeren ortamda inkiibe edilerek iiretilmis olan izolatlarin ham
enzim ekstreleri ile yapilmis olan rothera testi sonucunda, mor renk olusumu
goriilmiistiir. Bu sonug, orto (intradiol) pargalanmanin gerceklestigini gostermistir.

Meta (ekstradiol) pargalanma sonucu goriilmemistir. rothera test sonuglari Cizelge
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4.4°de gosterilmistir. C-37 ve C-51 izolatlar1 p-hidroksibenzoik asit ile inkiibasyonlar1

sonucunda tiremedikleri i¢gin rothera testi yapilamamaistir.

Rothera test sonuglarina gore izolatlarmm meta yolu kullanmadiklar1 dolayisiyla katekol
2,3 dioksijenaz ve\veya protokatekhuat 4,5 dioksijenaz enzimlerini kullanmadiklari
gOriilmiistiir. Sonuglar izolatlarm PAH pargalanmasinda orto yol enzimlerini (katekol
1,2 dioksijenaz ve/veya protokatekhuat 3,4-dioksijenazi) kullandiklarin1 géstermektedir.

Cizelge 4.4 Farkli PAH’lar ile inkiibe edilen izolatlarin ham enzim ekstreleri ile yapilan rothera
testi sonuglari

izolatlar PAH’lar
C-24 H.benzoikasit Naftalen Fenantren Piren
Katekol Orto yol Orto yol Orto yol Orto yol
Protokatekhuat Orto yol - - -
Cc-27
Katekol Orto yol Orto yol Orto yol Orto yol
Protokatekhuat Orto yol - - -
C-37
Katekol - Orto yol Orto yol Orto yol
Protokatekhuat - - -
C-41
Katekol Orto yol Orto yol Orto yol Orto yol
Protokatekhuat - - - -
C-43
Katekol Orto yol Orto yol Orto yol Orto yol
Protokatekhuat - - - -
C-46
Katekol Orto yol Orto yol Orto yol Orto yol
Protokatekhuat - - - -
C-50
Katekol Orto yol Orto yol Orto yol Orto yol
Protokatekhuat - - - -
C-51
Katekol - Orto yol Orto yol Orto yol
Protokatekhuat - - - -
C-52
Katekol Orto yol Orto yol Orto yol Orto yol
Protokatekhuat Orto yol Orto yol Orto yol Orto yol
CH
Katekol Orto yol Orto yol Orto yol Orto yol
Protokatekhuat - - - -
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4.4.2 Dioksijenaz Enzimlerinin Spektrofotometrik Olarak Degerlendirilmesi

Katekol 1,2 dioksijenaz enzimi i¢in yapilan spektrofotometrik dlgtimlerde ilk bir-iki dk
icinde en yiiksek absorbans degerlerine ulagildigi goriilmiistiir. Bu degerlerin genellikle
t¢iincli dk’ya kadar sabit kaldig1 ve ti¢lincii-dordiincii dk arasinda absorbansin diistiigii

gorilmiistiir.

Izolatlarin p-hidroksibenzoik asit ile inkiibasyonu sonucu elde edilen ham enzim
ekstreleri ile katekol 1,2 dioksijenaz enziminin spektrofotometrik dlgiimleri sonucunda
en yiiksek absorbans degerinin C-50 izolatina ait oldugu gorilmiistiir. C-37 ve C-51
izolatlar1 p-hidroksibenzoik asit ile inkiibe edildiklerinde liremedikleri i¢in bu izolatlar
icin spektrofotometrik 6lgiim yapilamamistir. Diger izolatlar arasinda ise C-52 izolati
disindaki izolatlarin tiimiinde absorbans artis1 belirlenmistir. Sekil 4.1 ve 4.2°de
Izolatlarin p-hidroksibenzoik asit ile inkiibasyonu sonucu elde edilen ham enzim
ekstreleri ile katekol 1,2 dioksijenaz enziminin spektrofotometrik Olgtimleri

gosterilmistir.

Katekol 1,2 dioksijenaz
1,20
. 1,00 - c-24
Zom e
—-27
Z 0,60 /-
2 0,40 C-41
= / o~
0,20 e C-43
0!00 T T T T 1
0 1 2 3 4 5
Zaman (dk)

Sekil 4.1 izolatlarin p-hidroksibenzoik asit ile inkiibasyonu sonucu elde edilen ham enzim
ekstreleri ile katekol 1,2 dioksijenaz enziminin spektrofotometrik ol¢timleri
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Katekol 1,2 dioksijenaz
1,20
1,00
0,80 _% —C-46
0,60 = —C50
0,40 ///
0,20 P o —— CH
0,00 T T T T 1

0 1 2 3 4 5
Zaman (dk)

Absorbans

Sekil 4.2 izolatlarin p-hidroksibenzoik asit ile inkiibasyonu sonucu elde edilen ham enzim
ekstreleri ile katekol 1,2 dioksijenaz enziminin spektrofotometrik 6l¢timleri

Izolatlarin naftalen ile inkiibasyonu sonucu elde edilen ham enzim ekstreleri ile katekol
1,2 dioksijenaz enziminin spektrofotometrik dlctimleri sonucunda C-52 izolat1 disindaki
tiim izolatlarda absorbans artis1 goriilmiistiir. Bu izolatlar arasinda en yiiksek absorbans
degerinin CH izolatina ait oldugu saptanmustir. Sekil 4.3 ve 4.4’de izolatlarin naftalen
ile inkiibasyonu sonucu elde edilen ham enzim ekstreleri ile katekol 1,2 dioksijenaz

enziminin spektrofotometrik ol¢iimleri gésterilmistir.

Katekol 1,2 dioksijenaz

1,20

1,00 —-24
0,80
0,60 P e C-27

g
= A~ N
2 040 \
2 0 c37
2 0,20 S
0’00 — -4
0] 1 2 3 4 5 43

Zaman (dk)

Sekil 4.3 Izolatlarin naftalen ile inkiibasyonu sonucu elde edilen ham enzim ekstreleri ile
katekol 1,2 dioksijenaz enziminin spektrofotometrik olgiimleri
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Katekol 1,2 dioksijenaz

1,40
« 120 - —C-46
£ 1,00
= 0,80 C-50
2 0.60 \\\
2 0,40 - 51
10,20

0,00 T T T T 1 CH

0 1 2 3 4 5
Zaman (dk)

Sekil 4.4 izolatlarm naftalen ile inkiibasyonu sonucu elde edilen ham enzim ekstreleri ile
katekol 1,2 dioksijenaz enziminin spektrofotometrik 6lgiimleri

Izolatlarin fenantren ile inkiibasyonu sonucu elde edilen ham enzim ekstreleri ile
katekol 1,2 dioksijenaz enziminin spektrofotometrik dlctimleri sonucunda C-52 izolat1
disindaki tiim izolatlarda absorbans artis1 goriilmiistiir. En yiiksek absorbans degerinin
ise C-41 izolatma ait oldugu belirlenmistir. Sekil 4.5 ve 4.6’da izolatlarin fenantren ile
inkiibasyonu sonucu eclde edilen ham enzim ekstreleri ile katekol 1,2 dioksijenaz

enziminin spektrofotometrik ol¢iimleri gésterilmistir.

Katekol 1,2 dioksijenaz

1,20 —C24
« 1,00 /ﬁi —
£ 0,80 // Cc-27
=
= 0,60 c-37
2 0,40 ——
% 0,20 —C-41

0,00 C-43

0] 1 2 3 4 5
Zaman (dk)

Sekil 4.5 Izolatlarm fenantren ile inkiibasyonu sonucu elde edilen ham enzim ekstreleri ile
katekol 1,2 dioksijenaz enziminin spektrofotometrik olgiimleri
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0,80
0,70
0,60
0,50
0,40
0,30
0,20
0,10
0,00

Absorbans

Katelol 1.2 dioksijenaz

/,— ——— —C-46
7 — —C-50
4/ \”“*& c-51
CH

> 2 a4 s

Zaman (dk)

Sekil 4.6 izolatlarm fenantren ile inkiibasyonu sonucu elde edilen ham enzim
katekol 1,2 dioksijenaz enziminin spektrofotometrik 6lgiimleri

ekstreleri ile

Izolatlarin piren ile inkiibasyonu sonucu elde edilen ham enzim ekstreleri ile katekol 1,2

dioksijenaz enziminin spektrofotometrik 6lgiimleri sonucunda ise fenantren de oldugu

gibi en yliksek absorbans degerinin C-41 izolatinda oldugu saptanmistir. C-52 izolati

disindaki diger izolatlarda ise absorbans artiglar1 goriilmiistiir. Sekil 4.7 ve 4.8de

izolatlarin piren ile inkiibasyonu sonucu elde edilen ham enzim ekstreleri ile katekol 1,2

dioksijenaz enziminin spektrofotometrik 6l¢timleri gosterilmistir.

1,50

Absorbans

Katekol 1,2 dioksijenaz

e C-24
—C-27
——
._ C-37
—C-41
T T T 1 —C_43
2 3 4 5
Zaman (dk)

Sekil 4.7 izolatlarin piren ile inkiibasyonu sonucu elde edilen ham enzim ekstreleri ile katekol
1,2 dioksijenaz enziminin spektrofotometrik dl¢iimleri
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Katekol 1,2 dioksijenaz

1,20
« 1,00 C-46
£ 0,80 - —_—
Z 0,60 //__ e o0
2 0,40 - C-51
-« 0,20 / —— CH
0,00 T T T T ]
0 1 2 3 4 5
Zaman

Sekil 4.8 izolatlarin piren ile inkiibasyonu sonucu elde edilen ham enzim ekstreleri ile katekol
1,2 dioksijenaz enziminin spektrofotometrik dlgiimleri

Protokatekhuat 3,4 dioksijenaz enzimi i¢in yapilan spektrofotometrik Olgtimler
sonucunda ise ilk bir-iki dk i¢inde absorbansda diisiis belirlenmistir. Bu degerlerin
genellikle {igiincii dk’ya kadar sabit kaldigi ve tgilincli-dordiincii dk ise diismeye

basladig1 goriilmiistiir.

Izolatlarm p-hidroksibenzoik asit ile inkiibasyonu sonucu elde edilen ham enzim
ekstreleri ile yapilan protokatekhuat 3,4 dioksijenaz enziminin spektrofotometrik
Olciimlerinde sadece C-24, C-27 ve C-52 izolatlarinin absorbans degerlerinde diisiis
gozlenmigtir. Sekil 4.9°da izolatlarm p-hidroksibenzoik asit ile inkiibasyonu sonucu elde
edilen ham enzim ekstreleri ile protokatekhuat 3,4 dioksijenaz enziminin

spektrofotometrik 6lgiimleri gosterilmistir.

Protocatechuate 3.4 dioksijenaz
2,00

= 1,50
2 1,00 c-24
"-‘aj 050 ——— ——_\ 27
Cc-52
0,00 T T T T T 1
1 2 3 q 5 (<)
Zaman (dk)

Sekil 4.9 izolatlarin p-hidroksibenzoik asit ile inkiibasyonu sonucu elde edilen ham enzim
ekstreleri ile protokatekhuat 3,4 dioksijenaz enziminin spektrofotometrik 6lgtimleri

94



Izolatlarin naftalen ile inkiibasyonu sonucu elde edilen ham enzim ekstreleri ile yapilan
protokatekhuat 3,4 dioksijenaz enziminin spektrofotometrik dl¢iimlerinde ise sadece C-
52 izolatinin absorbans degerlerinde diisiis gdzlenmistir. Sekil 4.10’da C-52 izolatinin
naftalen ile inkiibasyonu sonucu elde edilen ham enzim ekstreleri ile protokatekhuat 3,4

dioksijenaz enziminin spektrofotometrik dl¢ctimleri gosterilmistir.

Protocatechuate 3.4 dioksijenaz

1,20
1,00

0,80 \\
0,60
0,40 — c-52

0,20
0,00 T T T T 1

Absorbans

Zaman (dk)

Sekil 4.10 C-52 izolatinin naftalen ile inkiibasyonu sonucu elde edilen ham enzim ekstreleri ile
protokatekhuat 3,4 dioksijenaz enziminin spektrofotometrik 6l¢timleri

Izolatlarm fenantren ile inkiibasyonu sonucu elde edilen ham enzim ekstreleri ile
yapilan protokatekhuat 3,4 dioksijenaz enziminin spektrofotometrik Olgiimlerinde ise
naftalen de oldugu gibi sadece C-52 izolatinin absorbans degerlerinde diisis
gozlenmigtir. Sekil 4.11°de C-52 izolatinin fenantren ile inkiibasyonu sonucu elde
edilen ham enzim ekstreleri ile protokatekhuat 3,4 dioksijenaz enziminin
spektrofotometrik Olglimleri gosterilmistir. Diger izolatlardan elde edilen ham enzim

ekstrelerinde enzim aktivitesi belirlenmemistir.
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1,20
1,00
0,80
0,60
0,40
0,20
0,00

Absorbans

Protocatechuate 3,4 dioksijenaz

N\
N
\
—_—
2 3 4 5
Zaman (dk)

—(C-52

Sekil 4.11 C-52 izolatinin fenantren ile inkiibasyonu sonucu elde edilen ham enzim ekstreleri

ile protokatekhuat 3,4 dioksijenaz enziminin spektrofotometrik dlgtimleri

Izolatlarin piren ile inkiibasyonu sonucu elde edilen ham enzim ekstreleri ile yapilan
protokatekhuat 3,4 dioksijenaz enziminin spektrofotometrik 6l¢iimlerinde ise naftalen,
fenantren de oldugu gibi sadece C-52 izolatinin absorbans degerlerinde diisiis
gozlenmigtir. Sekil 4.12°de C-52 izolatmin piren ile inkiibasyonu sonucu elde edilen

ham enzim ekstreleri ile protokatekhuat 3,4 dioksijenaz enziminin spektrofotometrik

Olciimleri gosterilmistir.

Diger izolatlardan elde edilen ham enzim ekstrelerinde ise protokatekhuat 3,4
dioksijenaz enzim aktivitesi belirlenmemistir. Ayrica spektrofotometrik 6lgiimlerin

higbirinde meta yol enzimlerinin (katekol 2,3 dioksijenaz ve protokatekhuat 4,5

dioksijenaz). aktiviteleri ise spektrofotometrik yontemde saptanmamustir.
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Sekil 4.12 C-52 Izolatiin piren ile inkiibasyonu sonucu elde edilen ham enzim ekstreleri ile
protokatekhuat 3,4 dioksijenaz enziminin spektrofotometrik 6l¢timleri

4.4.3 Spesifik Enzim Aktivitesinin Degerlendirilmesi

Katekol 1,2 dioksijenaz, protokatekhuat 3,4 dioksijenaz (orto yol enzimleri) ve katekol
2,3 dioksijenaz, protokatekhuat 4,5 dioksijenaz (meta yol enzimleri) enzimleri ham
enzim ekstreleri kullanilarak spektrofotometrik olarak degerlendirilmistir. Spesifik
enzim aktivitesi pmol iriin dk™ mg protein olarak hesaplanmustir. Farkli PAH’lar ile
birlikte inkiibe edilmis olan izolatlarm ham enzim ekstrelerinin spesifik enzim

aktiviteleri Cizelge 4.5°de gosterilmistir.

p-hidroksibenzoikasit, naftalen, fenantren ve piren ile indiiklenmis izolatlarin hi¢birinde
katekol 2,3 dioksijenaz, protokatekhuat 4,5 dioksijenaz (meta yol enzimleri) enzim
aktivitesi saptanmamustir. C-37 ve C-51 izolatlar1 p-hidroksibenzoik asit ile
inkiibasyonlar1 sonucunda iiremedikleri i¢in enzim aktiviteleri belirlenememistir. p-
hidroksibenzoik asit ile inkiibe edilen diger izolatlardan elde edilen ham enzim
ekstrelerinden C-52 izolat1 disindaki izolatlarin hepsinde, katekol 1,2 dioksijenaz (orto
yol enzimi) aktivitesi belirlenmistir. Spesifik enzim aktivitesi en ¢ok 10,84+2,04
aktivite ile C-27 izolatinda belirlenmisken en diistik aktivite ise 2,38+0,48 degeri ile C-
46 izolatinda belirlenmistir. Ayrica, C-24, C-27 ve C-52 izolatlarinda, protokatekhuat

3,4 dioksijenaz (orto yol enzimi) aktivitesi saptanmistir. Bu izolatlar arasinda en yiiksek
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aktivite, 34,4043,04 degeri ile C-27 izolatinda belirlenmis ve en diisiik aktivite ise
13,21£2,51degeri ile C-52 izolatinda belirlenmistir.

Naftalen ile inkiibe edilmis izolatlardan elde edilen ham enzim ekstrelerinde C-52
izolat1 digindaki ekstrelerin tiimiinde katekol 1,2 dioksijenaz (orto yol enzimi) enzim
aktivitesi saptanmistir. En yiiksek degeri 12,15+2,03 ile CH izolat1 gosterirken en diisiik
degeri ise 4,55+0,88 degeri ile C-37 izolat1 gostermistir. C-52 disindaki izolatlarin
naftalen ile inkiibasyonu sonucunda elde edilen ham enzim ekstrelerinde ise
protokatekhuat 3,4 dioksijenaz enzim aktivitesi belirlenmemistir. C-52 izolatinda

spesifik enzim aktivitesi 14,67+1,18 olarak saptanmistir.

Izolatlarin fenantren ile inkiibasyonlar1 sonrasi elde edilmis olan ham enzim ekstreleri
ile yapilan spektrofotometrik 6lgiimlerde ise C-52 disindaki ekstrelerin tiimiinde katekol
1,2 dioksijenaz (orto yol enzimi) aktivitesi belirlenmistir. En yiiksek spesifik enzim
aktivitesi 9,77£2,12 degeri ile C-41 izolatinda belirlenmisken en diistik aktivite ise
3,52+0,31degeri ile C-27 izolatinda belirlenmistir. Ayrica sadece C-52 izolatinda
20,00+2,18 degeri ile protokatekhuat 3,4 dioksijenaz enzim aktivitesi saptanmistir.
[zolatlarm piren ile inkiibasyonu sonucunda elde edilen ham enzim ekstreleri ile yapilan
Olgtimlerde, C-52 disindaki ekstrelerin tiimiinde katekol 1,2 dioksijenaz (orto yol
enzimi) aktivitesi goriilmiistiir. Bunlar arasinda en yiiksek spesifik aktivite degeri
12,21+£2,01 ile C-43 izolatinda belirlenmisken en diisiik deger ise 0,47+0,10 ile CH
izolatinda belirlenmistir. Ayrica C-52 izolatinda 15,21+2,58 degeri ile protokatekhuat

3,4 dioksijenaz enzim aktivitesi saptanmustir.

Meta yol enzimlerinin (katekol 2,3 dioksijenaz ve\veya protokatekhuat 4,5 dioksijenaz)

aktiviteleri ise hic¢bir izolatda saptanmamustir.
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Cizelge 4.5 Farkli PAH’lar ile indiiklenmis izolatlarin ham enzim ekstrelerinin spesifik enzim aktivitesi

. p-hidroksibenzoik asit Naftalen Fenantren Piren
iZOLATLAR
1,2CTD 2,3CTD | 3,4PCD 4,5CD 1,2CTD 2,3CTD 3,4PCD 4,5PCD 1,2CTD 2,3CTD 3,4PCD 45PCD 1,2CTD 2,3CTD 3,4PCD 45PCD
C-24
gg; 7,64+1,72 ND 21,85+3.04 | ND 6,53+0,51 ND ND ND 8,43+1,22 ND ND ND 9,28+1,32 ND ND ND
c-a1 10,84+2,04 ND 34,40+2,95 | ND | 10,10£1,65 ND ND ND 3,52+0,31 ND ND ND 8,61+£0,97 ND ND ND
C-43 - - - - 4,55+0,88 ND ND ND 6,36+0,87 ND ND ND 4,46+0,12 ND ND ND
C-46 9,34+3,00 ND ND ND | 10,03+2,75 ND ND ND 9,77+2,12 ND ND ND 11,28+1,74 ND ND ND
C-50 2,54+0,98 ND ND ND | 10,47+3,15 ND ND ND 5,53+0,36 ND ND ND 12,21+2,01 ND ND ND
C-51 2,38+0,48 ND ND ND 9,72+1,84 ND ND ND 4,91£0,99 ND ND ND 7,19+1,45 ND ND ND
C-52 9,32+1,75 ND ND ND 11,4242,42 ND ND ND 4,24+1.02 ND ND ND 7,39+1,32 ND ND ND
CH - - - - 8,20+1,24 ND ND ND 6,36x1,24 ND ND ND 5,83+0,99 ND ND ND
ND ND 13,21£2,51 ND ND ND 14,67+1,18 ND ND ND 20,00+2,18 ND ND ND 1521+2,58 ND
7,59+1,02 ND ND ND 12,15+2,03 ND ND ND 6,97+1,12 ND ND ND 0,47+0,10 ND ND ND

Spesifik aktivite pmol dk™ mg protein
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4.5 Dioksijenaz Enzimlerini Kodlayan Genlerin Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(PCR) ile Amplifikasyonu

Izolatlarin katekol 1,2 dioksijenaz (1,2 CTD) ve katekol 2,3 dioksijenaz (2,3 CTD) ve
protokatekhuat 3,4 dioksijenaz (3,4 PCD) enzim kodlayan gen bdlgelerinin polimeraz
zincir reaksiyonu ile amplifikasyonu yapilmistir. PCR sonrasi elde edilen tirtinler %1°lik
agaroz jellerde yiiriitiilmiistiir. Resim 4.9°da katekol 1,2 dioksijenaz kodlayan muhtemel
gen bolgelerinin (444 bg) amplifikasyon lriinlerinin %1°lik agaroz jeldeki goriintiileri
verilmistir. Resim 4.10°da katekol 2,3 dioksijenaz kodlayan muhtemel gen bolgelerinin
(400 beg) amplifikasyon iirtinlerinin %1°lik agaroz jeldeki goriintiileri verilmistir. Resim
4.11°de ise protokatekhuat 3,4 dioksijenaz kodlayan muhtemel gen bdlgelerinin (330

bg) amplifikasyon tiriinlerinin %1°lik agaroz jeldeki goriintiileri verilmistir.

M C24 C27 C37 C41 C43 C46 C50 C51 C52 CH

1000 bg —*

500 bc —»
400 bg —
300 bc —»
200 b¢ —»

Resim 4.9 Katekol 1,2 dioksijenaz kodlayan muhtemel gen boélgelerinin (444 bg)
amplifikasyon iirtinleri
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M C24 C27 C37 C41 (C43 C46 C50 C51 C52 CH

1000 bg —*

500 bc —»
400 bg —
300 bc —»
200 b¢ —»

Resim 4.10 Katekol 2,3 dioksijenaz kodlayan muhtemel gen boélgelerinin (400 bg)
amplifikasyon tiriinleri

M C24 C27 C37 C41 C43 Cc46 C50 C51 C52 CH

1000 bg —*

500 bc —»
400 b —*
300 bc —*
200 b¢ —»

Resim 4.11 Protokatekhuat 3,4 dioksijenaz kodlayan muhtemel gen bolgelerinin (330 bg)
amplifikasyon iiriinleri

Cizelge 4.6°da izolatlara ait oldugu diisiiniilen katabolik genlerin PCR amplifikasyon
sonuglar1 gosterilmistir. Bu sonuglara gore katekol 1,2 dioksijenaz enzimini kodlayan
muhtemel gen bolgesi (444 bg) C-52 izolat1 disindaki tiim izolatlarda belirlenmistir. C-
24, C-27, C-37, C-52 ve CH izolatlarinda katekol 2,3 dioksijenaz enzimini kodlayan
muhtemel gen bolgesi (400 bg) saptanmamustir. C-41, C-43, C-46, C-50 ve C-51
izolatlarinda ise katekol 2,3 dioksijenaz enzimini kodlayan muhtemel gen bdlgesi (400

bg) belirlenmistir. Protokatekhuat 3,4 dioksijenaz enzimini kodlayan muhtemel gen
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bolgesi (330 bg), C-41, C-43, C-46 ve C-50, C-51 izolatlarinda saptanamamistir. C-24,

C-27, C-37, C-52 ve CH izolatlarinda ise bu gen bolgesi belirlenmistir.

Cizelge 4.6 1zolatlara ait katabolik genlerin PCR amplifikasyon sonuglar1

' Pii’zmg:ll—e[:ia 2,3 CTD Primerleri® 3,4 PCD Primerleri®
Izolatlar . 2. Gen Bolgesi 3. Gen Bolgesi
1. Gen Bolgesi (400 b) (330 be)
(444 be)

C-24 + - +

C-27 + +

C-37 + - T

C-41 + +

C-43 + +

C-46 + +

C-50 + +

C-51 + + R

C-52 - N "

CH + - +

21,2 CTD primerleri (catl ve cat3 primerleri), ® 2,3 CTD primerleri (cat 2.3.1 ve cat 2.3.2 primerleri) °3,4
PCD primerleri (pro 3.4.2 ve pro 3.4.4 primerleri)

Katekol 1,2 dioksijenaz enzimini kodlayan gen bolgeleri (444 bg) sadece C-52
izolatinda belirlenmemistir. Bu sonug, katekol 1,2 dioksijenaz enzimi i¢in yapilan
rothera testleri ve spesifik enzim aktivitesi sonuclar1 ile paralellik gostermektedir.
Katekol 2,3 dioksijenaz enzimini kodlayan gen bdlgeleri (440 bg), C-41, C-43, C-46, C-
50 ve C-51 izolatlarinda belirlenmesine ragmen rothera testleri ve spesifik enzim
aktivite Olg¢timlerinde bu enzim saptanmamustir. Protokatekhuat 3,4 dioksijenaz
enzimini kodlayan gen bdlgeleri (330 bg) ise C-24, C-27, C-37, C-52 ve CH
izolatlarinda belirlenmistir. Bu sonuglarin rothera testleri ve spesifik enzim aktivite

Ol¢ilim sonuglar1 ile uyumlu olduklar1 goriilmiistiir.

4.6 PCR Uriinlerinin Saflastirilmasi

Katekol 1,2 dioksijenaz, katekol 2,3 dioksijenaz ve protokatekhuat 3,4 dioksijenaz

enzimlerini kodlayan gen bolgelerinin saflagtirma islemleri yapildiktan sonra PCR ile
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amplifikasyonlar1 yapilmistir. Amplifiye PCR iiriinleri %1’lik agaroz jelde yiiriitiilerek
goriintiilenmistir. Resim 4.12, Resim 4.13 ve Resim 4.14’de PCR iiriinlerinin %1°lik

agaroz jel goriintiileri verilmistir.

M C24 C27 C37 C41 C43 (46 C50 C51 C52 CH

1000 bg —*

500 bc —»
400 bg —
300 bc —»

200 bg —»

Resim 4.12 Katekol 1,2 dioksijenaz enzimini kodlayan saflastirilmis muhtemel gen bélgelerinin
PCR amplifikasyon iiriinleri (444 bg)

M C24 C27 C37 C41 (43 C46 C50 C51 C52 CH

1000 b¢ —*

500 bc—»
400 bg —*
300 b¢c —

200 bg —»

Resim 4.13 Katekol 2,3 dioksijenaz enzimini kodlayan saflagtirilmig muhtemel gen bolgelerinin
PCR amplifikasyon iiriinleri (400 bg)
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M C24 C27 C37 C41 (C43 C46 C50 C51 C52 CH

1000 bg —*

500 bc —»
400 bg —
300 bc —»

200 bg —»

Resim 4.14 Protokatekhuat 3,4 dioksijenaz enzimini kodlayan saflastirilmis muhtemel gen
bolgelerinin PCR amplifikasyon iiriinleri (330 bg)

4.7 Dioksijenaz Enzimlerini Kodlayan Gen Bolgelerinin Niikleotid Sekans Analizi

4.7.1 Katekol 1,2 Dioksijenaz Enzimini Kodlayan Gen Balgelerinin Sekans Analizi

Sonuclan

C-24, C-27, C-37, C-41, C-43, C-46, C-50 ve C-51 izolatlarinin katekol 1,2 dioksijenaz
enzimini kodlladig: diisiiniilen ve saflastirilmis olan gen bolgelerinin (444 bg) niikleotid
sekans analizleri sirasinda primerler iki bolgeye baglanip ¢ift sekans okundugundan bu
orneklerin sekans analizleri degerlendirilememistir. CH izolatina ait gen bdlgesinin

sekans analizi ise Cizelge 4.7°de gosterilmistir.

Cizelge 4.7 Katekol 1,2 dioksijenaz enzimini kodlayan gen bdlgesinin dizi analizi sonrasi
belirlenen en yakin gen bankasi temsilcileri.

Dizi analizi i¢in izolatlar Dizinin uzunlugu | Eslesen bazsayis1 | Gen bankasindaki en yakin karsithg
322 291/362 %80 Halomonas organivorans
CH 176 221/299 %73 Pseudomonas stutzeri JM300
176 184/242 %76 Pseudomonas chloritidismutans
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CH izolatma ait dizi analiz sonucu BLAST programi ile degerlendirilmistir. Elde edilen
sonuglara gore, sekans analizi yapilan gen bolgesi, Halomonas organivorans izolatinin
katekol 1,2 dioksijenaz catA geni ile %80 oraninda benzerlik gosterdigi belirlenmistir.
Pseudomonas sp. 6978 katekol 1,2 dioksijenaz catA geni ile %72 benzerlik
gostermistir. Pseudomonas sp. katekol 1,2 dioksijenaz geni ile %76 oraninda benzerlik
saptanmustir. PSeudomonas stutzeri JM300 izolat1 katekol 1,2 dioksijenaz catA geni ile
%73 oraninda benzerlik belirlenmistir. Pseudomonas chloritidismutans izolat1 katekol
1,2 dioksijenaz catA geni ile %76 oraninda sekans benzerligi gostermistir. Diger

sonuclar ise Ek 1°de gosterilmistir.

4.7.2 Katekol 2,3 Dioksijenaz Enzimini Kodlayan Gen Bélgelerinin Sekans Analizi

Sonuglan

Katekol 2,3 dioksijenaz enzimini kodladig1 diisiiniilen saflastirilmis olan gen
bolgelerinin (400 bg) niikleotid sekans analiz sonuglart BLAST programi ile
degerlendirilmistir. Degerlendirme sonucunda Haloarcula marismortui ATCC 43049
kromozom Il ve Haloarcula hispanica ATCC 33960 ait hiicre boliinmesini kontrol eden
gen bolgelerinin sekanslariyla yiiksek oranda (%94-96) benzerlik gdsterdigi

saptanmustir. Sonuglar EK 2°de gosterilmistir.

4.7.3 Protokatekhuat 3,4 Dioksijenaz Enzimini Kodlayan Gen Bélgelerinin Sekans

Analizi Sonuglan

Protokatekhuat 3,4 dioksijenaz enzimini kodlayan saflastirilmis olan gen bolgelerinin
(400 bg) niikleotid sekans analiz sonuglart BLAST programi ile degerlendirilmistir.
Izolatlarin dizi analizleri sonrasi belirlenen en yakin gen bankasi temsilcileri Cizelge

4.8’de gosterilmistir.
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Cizelge 4.8 Izolatlarn protokatekhuat dioksijenaz enzimini kodlayan gen bélgelerinin dizi
analizleri sonrasi belirlenen en yakin gen bankasi temsilcileri

izolatlar Dizinin Eslesen baz | Gen bankasindaki en yakin karsihig

uzunlugu sayis1
416 265/284 %93 Pseudomonas putida DSMZ 2112

C-24 403 272/298 %91 Pseudomonas putida ATCC 23975
389 266/293 %90 Pseudomonas putida ATCC 23975
432 281/303 %92 Pseudomonas putida DSMZ 2112

C-27 421 283/310 %91 Pseudomonas putida ATCC 23975
408 276/303 %91 Pseudomonas putida ATCC 23975
423 283/313 %91 Pseudomonas putida DSMZ 2112

C-37 407 282/314 %89 Pseudomonas putida ATCC 23975
392 278/313 %88 Pseudomonas putida ATCC 23975
435 283/304 %93 Pseudomonas putida DSMZ 2112

C-52 423 282/307 %91 Pseudomonas putida ATCC 23975
408 278/306 %90 Pseudomonas putida ATCC 23975
462 284/297 %95 Chromohalobacter sp. HS2

CH 226 235/302 %77 Pseudomonas sp. DSM 6978

199 212/272 %77 Pseudomonas sp. IMT40

C-24 izolatina ait dizi analizi sonucuyla yapilan degerlendirmede Pseudomonas putida
strain DSMZ 2112 protokatekhuat 3,4-dioksijenaz enziminin beta alt iinitesi (pcaH)
genleri ile %93 sekans benzerligi gosterdigi goriilmiistiir. Pseudomonas putida ATCC
23975 protokatekhuat 3,4 dioksijenaz beta ve alfa alt tinite (pcaH ve pcaG) genleri ile
%91 oraninda benzerlik gosterdigi saptanmistir. Pseudomonas putida ATCC 23975
protokatekhuat3,4 dioksijenaz beta alt {inite (pcaH) geni ile %90 benzerlik gosterdigi
gorilmiistiir. Pseudomonas putida pcaH geni ve pcaG geni ile %90 benzer oldugu
goriilmiistiir. Pseudomonas sp. DSM 6978 protokatekhuat 3,4 dioksijenaz beta alt iinite

(pcaH) geni ile %87 oraninda sekans benzerligi gosterdigi belirlenmistir.

C-27 izolatina ait dizi analizi sonucuyla yapilan degerlendirmede, Pseudomonas putida
DSMZ 2112 izolatiin protokatekhuat 3,4 dioksijenaz beta alt {inite (pcaH) geni ile %92

106



oraninda benzerlik gostermistir. Pseudomonas putida ATCC 23975 protokatekhuat 3,4
dioksijenaz alfa ve beta alt linite (pcaH ve pcaG) genleri ile %91 oraninda benzerlik
gosterdigi saptanmistir. Pseudomonas putida ATCC 23975 izolatinin protokatekhuat
3,4 dioksijenaz beta alt iinite (pcaH) geni ile %91 oraninda benzerlik gosterdigi
goriilmiistiir. Pseudomonas putida pcaH geni ve pcaG geni ile %90 oraninda sekans

benzerligi gostermistir.

C-37 izolatina ait dizi analiz sonucunun degerlendirilmesinde ise Pseudomonas putida
DSMZ 2112 izolatmin protokatekhuat 3,4 dioksijenaz beta alt tinite (pcaH) geni ile %91
oraninda benzerlik gosterdigi saptanmistir. Pseudomonas putida ATCC 23975
protokatekhuat 3,4 dioksijenaz alfa ve beta alt tinite (pcaH ve pcaG) genleri ile %89
oraninda benzerlik gosterdigi belirlenmistir. Pseudomonas putida izolatinin ATCC
23975 protokatekhuat 3,4 dioksijenaz beta alt {inite (pcaH) genleri ile %88 oraninda

sekanslarin benzerlik gosterdigi goriilmiistiir.

C-52 izolatma ait dizi analiz sonucu BLAST programi ile degerlendirilmistir.
Degerlendirme sonucunda, Pseudomonas putida DSMZ 2112 izolatmin protokatekhuat
3.4 dioksijenaz beta alt {inite (pcaH) genleri ile %93 oraninda benzerlik gostermistir.
Pseudomonas putida ATCC 23975 izolatinin protokatekhuat 3,4 dioksijenaz alfa ve
beta altiinite (pcaH ve pcaG) genleri ile %91 oraninda benzerlik gostermistir.
Pseudomonas putida ATCC 23975 izolatinin protokatekhuat 3,4 dioksijenaz beta alt

iinite (pcaH) genleri ile ise %90 oraninda sekans benzerligi gosterdigi belirlenmistir.

CH izolatma ait dizi analiz sonucu ile yapilan degerlendirmede; Chromohalobacter sp.
HS2 izolatmin protokatekhuat 3,4 dioksijenaz enziminin beta (pcaH) ve alfa alt {inite
(pcaG) genleri ile %95 oraninda benzerlik gosterdikleri belirlenmistir. Pseudomonas sp.
DSM 6978 izolatinin protokatekhuat 3,4 dioksijenaz enziminin beta alt iinite (pcaH)
genleri ile %77 oraninda benzerlik gosterdigi goriilmiistiir. Pseudomonas sp. IMT40
izolatinin protokatekhuat 3,4 dioksijenaz enziminin beta (pcaH) ve alfa (pcaG) alt
iinitelerine ait genler ile %77 oraninda sekans benzerligi gosterdigi belirlenmistir. Diger

sonuglar Ek 3°de gosterilmistir.
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Dioksijenaz enzimlerini kodlayan gen bdlgelerinin niikleotid sekans analizi sonuglari,
izolatlarda katekol 1,2 dioksijenaz ve protokatekhuat 3,4 dioksijenaz enzimlerini
kodlayan gen bolgelerinin bulundugunu goéstermektedir. Sekans analizi sonuglar1 enzim
aktivitelerinin spektrofotometrik olgtimleri ile paralellik gostermektedir. Bu durum,
PAH pargalayabilen izolatlarin par¢alanmasinda katekol 1,2 dioksijenaz ve\veya
protokatekhuat 3,4 dioksijenaz enzimi veya enzimlerini kullanarak PAH’lar1

parcalayabildiklerini gostermektedir.
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5. TARTISMA ve SONUC

PAH’lar c¢esitli sebeplerden dolayi, ¢evrede yaygin olarak bulunan organik
kirleticilerdir. Potansiyel mutajen olmalar1 ve karsinojeniteleri nedeniyle c¢evre
kirleticisi olarak biiyiikk Oneme sahiptirler. PAH bilesikleri yiiksek toksisite
gostermelerinden dolay1 ciddi g¢evre problemlerinin ortaya ¢ikmasina sebep olurlar
(Cerniglia and Heitkamp 1989). Diger ekosistemler gibi asir1 tuzlu ortamlarda bu
kirlilikten etkilenmektedir. PAH’lar ile kirlenmis ortamlar ayni zamanda yiiksek tuz
konsantrasyonu igerir ve kontaminantlarin uzaklastirilmasi i¢in pek ¢ok durumda
biyolojik par¢alanma primer mekanizmadir. Tuzlu habitatlarda PAH’lar bol miktarda
bulunmalarina ragmen, boyle ortamlarda PAH bilesiklerini pargalayabilen halofilik

mikroorganizmalar tizerine yapilan ¢alismalar oldukg¢a azdir (Peng et al. 2008).

Asir1 tuzluluk kosullarina dayanikli enzimleri, zor sartlarda enerji iiretimine olanak
saglayan Ozel proteinleri, asir1 kosullara karsi koyabilmek i¢in sahip olduklar1 6zel
yapilar1 nedeniyle, halofilik mikroorganizmalar, biyoteknoloji alaninda ¢alisan birgok
arastiricinin ilgi odagi haline gelmistir. Bu nedenle halofilik bakterilerin biyoteknolojik
uygulamalarda, o6zellikle biyoremediasyon g¢alismalarinda Kkullanilmasmin biiyiik
avantaj saglayacagi diisiiniilmektedir. Bu grup mikroorganizmalar tuzlu kosullar altinda
cok fazla katabolik ¢esitlilik gdstermelerine ragmen kullandiklar1 metabolik yollar tam

olarak aydinlatilamamustir.

Bu c¢alismada, daha once Izmir Camalti Tuzla’sindan izole edilen ve 16S rDNA
analizleri ile identifiye edilmis halofilik ve halotolerant izolatlarin, se¢ilen PAH’lar1 (p-
hidroksibenzoik asit, naftalen, fenantren, ve piren) parcalayabilme yetenekleri

belirlenerek, parcalama mekanizmasi aydinlatilmaya ¢alisilmustir.

PAH parcalayabilen izolatlarin hepsinin (C-24, C-27, C-37, C-41, C-43, C-46, C-50, C-
51, C-52 ve CH) Gr (-) olarak boyandiklari belirlenmistir. Birbir vd. (2001), Tuz
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Goli’nden izole ettikleri halofilik bakterilerin Gr (-) olduklarint bildirmislerdir (Birbir
et al. 2001). Bu durum Archaea nin genel 6zelliklerine uymaktadir. CH izolat1 (basil)
harig, diger izolatlarin mikroskobik morfolojilerinin kok oldugu saptanmustir. %20 SW
besiyerinde 37 °C’de 7 giin inkiibasyon sonrasinda CH izolatmin krem renginde, diger
izolatlarin ise kirmizi ya da turuncu tonlarinda koloni olusturduklar1 goriilmiistiir. Daha
once yapilan c¢aligmalarda Halobacteriaceae familyasmin tiirlerinin gubuk, kiire,
pleomorfik, disk seklinde farkli morfolojik yapilarda bulundugu belirlenmistir (Tindall
1992, Oren 2000a, Trigui et al. 2011).

Calismamizda PAH parcalayabilen izolatlarin timii pH 5,0 ve 7,0°de, ¢ok iyi iireme
gostermistir. C-37, C-51 ve C-52 izolatlarinin ise pH 9,0°’da da ¢ok iyi iiremesine
ragmen C-24 ve C-27’nin bu pH’da tiremesinin azaldig1 gortilmistiir. pH 11,0°de ise C-
24, C-27, C-43, C-46, C-50 ve C-51 izolatlarinin tiremelerinde azalma saptanmuistir.
Tiim izolatlarm 30 °C ve 37 °C’de cok iyi iireyebildikleri goriilmiistiir. Izolatlarda
genellikle en iyi lireme %20-30 NaCl konsantrasyonlarinda olmustur. Ayrica CH
izolatmin diisilk NaCl konsantrasyonlarinda da c¢ok iyi gelisme gosterdigi belirlenmistir.
Bu durum bu izolatin 1limli halofilik oldugunu ve diger izolatlarin ise halofilik
olduklarmi dogrulamaktadir. Bizim g¢alisma sonuglarimiza benzer olarak Birbir vd.
(2001, 2004)’nin yapmis olduklar1 ¢alismalarda izole ettikleri halofilik izolatlarin %10,
%15 ve %25 NaCl konsantrasyonlarinda, pH 7,5’da 40 °C’de optimum gelisme
gosterdiklerini belirlemislerdir (Birbir et al. 2001, Birbir et al. 2004).

Izolatlarm farkli karbon kaynaklarmi kullanabilme yetenekleri ile ilgili test sonuglari,
tim izolatlarim, glukoz, fruktoz, maltoz, mannitol, siikkroz ve rafinoz kullanabilme
yeteneginde olduklarmi gostermistir. C-43, C-46 ve C-50 disindaki diger izolatlarin
jelatini hidroliz edebildikleri goriilmustiir. C-43, C-46, C-50 ve CH izolatlar1 disindaki
izolatlarin oksidaz testi sonucu pozitif alarak saptanmistir. izolatlarin tiimiinde katalaz
testi pozitif olarak belirlenmistir. PAH pargalayabilen izolatlarin tiimiinde kazein, tween
80, DNAaz ve indol testlerinin sonuglar1 negatif olarak saptanmustir. Birbir vd. (2001),
Sereflikochisar Tuz Golii’nden izole etikleri halofilik bakterilerin %83’liniin oksidaz

testinin ve %78’inin katalaz testinin pozitif sonu¢ verdigini saptamistir. Asker ve Ohta
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(2002), Haloferax alexandrinus izolat1 ile yapmis olduklar1 ¢aligmalarda nisasta ve
kazein hidrolizi gergeklesmedigini belirlemistir (Birbir et al. 2001, Asker and Ohta
2002).

%15 NaCl igeren nisasta besiyerinde, C-43, C-46 ve CH izolatlarinin nisastay1 hidroliz
edebildikleri saptanmigtir. NaCl icermeyen besiyerinde ise izolatlarm hig¢birinin
nisastayl hidroliz edemedikleri goriilmiistiir. Bu durum ortam kosullarinin nisasta
hidrolizinden sorumlu enzim aktivitesi tizerinde etkili oldugunu gostermektedir. %15
NaCl'lii ve NaCl’siiz ortamda protein hidrolizi ve birchwoodksilan hidrolizi tiim

izolatlarda negatif olarak goriilmiistiir.

PAH pargalayabilen bakterilerin belirlenmesinde, Zhao vd. (2009)’un yOntemi
uygulanmistir. Bu, eski yontemlere gore daha hizli, giivenilir ve ekonomik oldugu i¢in
tercih edilmistir. Zhao vd. (2009)’un ydntemine gore, segilen PAH’lar1 (p-
hidroksibenzoik asit, naftalen, fenantren, piren) pargalayabilen 10 adet izolat
belirlenmistir. Bunlar; C-24, C-27, C-37, C-41, C-43, C-46, C-50, C-51, C-52, CH

1zolatlaridir.

Daha once yapilan bir ¢alismada Haloarcula sp. D1 halofilik Archaea izolatinin p-
hidroksibenzoik asiti karbon ve enerji kaynagi olarak kullanabildigi belirlenmistir
(Emerson et al 1994). Naftalen, bakterilerin PAH’lar1 pargalayabilme yeteneklerinin
incelenmesi i¢cin model bir bilesik olarak siklikla ¢alismalarda kullanilmaktadir. Ciinkii
naftalen en basit ve en ¢ok ¢6ziinebilen PAH’lardan biridir. Bugiine kadar, Alcaligenes,
Burkholderia, Mycobacterium, Polaromonas, Pseudomonas, Ralstonia, Rhodococcus,
Sphingomonas ve Streptomyces genuslari gibi naftaleni karbon ve enerji kaynagi olarak
kullanabilen pek ¢ok mikroorganizma izole edilmistir (Seo et al. 2009). Acidovorax,
Arthrobacter,  Brevibacterium,  Burkholderia, = Comamonas, = Mycobacterium,
Pseudomonas ve Sphingomonas gibi gesitli genuslarin fenantreni parcalayabildikleri
belirlenmistir. Piren pargalayabilen suslardan bazilar1 ise Rhodococcus sp., Bacillus

cereus, Burkholderia cepacia, Cycloclasticus sp. P1, Pseudomonas fluorescens,
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Pseudomonas stutzeri, Sphingomonas sp. VKM B-2434, Sphingomonas paucimobilis ve

Stenotrophomonas maltophilia olarak saptanmistir (Seo et al 2009).

Arulazhagan ve Vasudevan (2009) deniz suyu Orneklerinden PAH parcalayabilen
bakterileri izole etmislerdir. Diisiik molekiil agirlikli PAH olarak fenantren, florin ve
yiiksek molekiil agirlikli PAH olarak piren ve benzo(e)piren kullanmiglardir. Boylece
elde ettikleri bakteriyel komunitelerin, hem diisik hem yiiksek molekiil agirlikli
PAH’lar1 metabolize edebildiklerini  belirlemislerdir. Izole ettikleri bakteri
komunitesinde bulunan tiirlerin de; Ochrobactrum sp., Enterobacter cloacea,
Stenotrophomonas maltophilia  olduklarin1  belirlemislerdir ~ (Arulazhagan and
Vasudevan 2009). Bizim c¢alismamizda ise, izolatlarin pek c¢ogunun diisiik molekiil
agirhkli PAH olan p-hidroksibenzoik asit, naftalen, fenantren ve yiiksek molekiil
agirhikli PAH olarak da pireni pargaladiklari belirlenmistir.

Fu ve Oriel (1999), petrol atiklar1 ile kontamine olmus asir1 tuzlu topraktan izole
ettikleri Haloferax sp. D1227 izolatmin aromatik hidrokarbonlardan benzoik asit,
sinamik asit ve 3-fenilpropionik’i karbon ve enerji kaynagi olarak kullanarak
ireyebildigini gostermislerdir (Fu and Oriel 1999). Tapilatu vd. (2010) ise kontamine
olmamus tuzlu géllerden n-alkan pargalayabilen asir1 halofilik Archaea izole etmislerdir.
izolatlarmdan biri (MSNC 2) Haloarcula sp., ii¢ii ise Haloferax sp. (MSNC 4, MSNC
14, MSNC 16) seklinde belirlenmistir. Biyolojik par¢alanma ¢alismalari, 40 °C’de, 225
g\l NaCl igeren besiyerinde 30 giin iginde %32-95 (0,5 g\l) heptadekan par¢alanmasinin
gerceklestigini gostermistir. Calismamiza benzer olarak, bu izolatlardan MSNC 14

izolatinin fenantreni pargalayabildigi de belirlenmistir (Tapilatu et al. 2010).

Calismamizda en iyi iireme 80 ve 120 ppm PAH konsantrasyonlarinda olmustur.
[zolatlarm tiimii, molekiil agirhg yiiksek bir PAH olan pirenin 200 ppm’lik
konsantrasyonunda hi¢ iireme goOstermemistir. 80 ppm’in altindaki PAH
konsantrasyonlarinda ise izolatlarin iiremesinde azalma goriilmiistiir. Cuadros-Orellana

vd. (2006), asir1 tuzlu bes bolgeden aldiklar1 6rneklerden 44 yeni halofilik Archaea’nin
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tek karbon kaynagi olarak 0,4 mM p-hidroksibenzoik asiti enerji kaynagi olarak
kullanarak gelisebildiklerini belirlemislerdir. Bu izolatlar arasinda Halobacteriaceae
tiyelerinin, p-hidroksibenzoik asiti en iyi parcaladiklarini ileri siirmiiglerdir (Cuadros-
Orellana et al. 2006). Calismamizda, C-24, C-27, C-37, C-41, C-43, C-46, C-50, C-51,
C-52, CH izolatlarin ¢ogunun PAH’lar1 pargalayabildikleri belirlenmistir. Tao wvd.
(2007), PAH ile kontamine olmus olan topraktan izole ettikleri Sphingomonas sp.
GY2B ile yapmis olduklar1 c¢alismalarda fenantren biyotransformasyonunu
incelemislerdir. Bu izolatin tek karbon ve enerji kaynagi olarak fenantreni etkili bir

sekilde kullanabildigini belirlemislerdir (Tao et al. 2007).

Aerobik bakteriyel sistemlerde PAH’larin pargalanmasinda baslangic basamagi,
dioksijenaz enzimi ile oksidasyondur. Bunun sonucunda cis-dihidrodioller olusur.
Bunlar multikomponent enzim sisteminin erken biyoiiriinleridir. Bu nedenle PAH
halkalarinin aerobik bakteriler tarafindan enzimatik parg¢alanmasi i¢in molekiiler oksijen
varhigr gerekmektedir. Substratlardan cis-dihidrodiollerin olusumundan sorumlu
dioksijenazlar, en ¢ok bakterilerde goriilmektedir. Bunlar, protein ve hem igcermeyen
demir ile iligkili olup, NADH gerektiren multikomponent enzim sistemlerini igerirler.
Intradiol halka pargalama yolundaki enzimler, protokatekhuat 3,4-dioksijenaz ve/veya
katekol 1,2-dioksijenaz iken ekstradiol halka par¢alama yolundaki enzimler ise
protokatekhuat 4,5-dioksijenaz ve/veya katekol 2,3-dioksijenazdir (Cerniglia 1992).
Calismamizda bu anahtar enzimlerin varligi, ham enzim ekstreleri kullanilarak
spektrofotometrik yontem ile belirlenmistir (Caldini and Cenci 1997, Garcia et al. 2005,
Song. 2009). Denedigimiz izolatlarm PAH’lar1 orto yolu kullanarak parcaladigi ve bu
stirecte katekol 1,2-dioksijenaz ve/veya protokatekhuat 3,4-dioksijenaz enzimlerini
kullandiklar1 saptanmustir. Meta yol enzimlerinin (katekol 2,3 dioksijenaz ve
protokatekhuat 4,5 dioksijenaz) aktiviteleri ise spektrofotometrik ydntemde

belirlenmemistir.

Song (2009), aromatik hidrokarbon pargalayabilen 15 bakteri izole ederek aromatik
hidrokarbonlar1 orto pargalama yoluyla pargalayabildiklerini, rothera reaksiyonu ile
belirlenmistir. Protokatekhuat 3,4 dioksijenaz ve katekol 1,2 dioksijenaz aktiviteleri

spektrofotometrik yontem kullanilarak bulunmustur. Pseudomonas fluorescens
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izolatinda protokatekhuat 3,4 dioksijenaz aktivitesi, Microbacterium
esteraromaticum’da ise katekol 1,2 dioksijenaz aktivitesinin izolatlar iginde en yiiksek
seviyede oldugu belirlenmistir (Song 2009). Calismamizda da, benzer olarak, izolatlarin
aromatik hidrokarbonlar1 S-ketoadipate metabolik yolunun katekol veya protokatekhuat
dali ile orto pargalama yoluyla pargaladiklar1 rothera reaksiyonu ve spektrofotometrik

yontem kullanilarak belirlenmistir.

Chang vd. (2011), petrol ile kontamine olmus bdlgelerden aldiklar1 sediment ve toprak
orneklerinden PAH biyoremediasyonu i¢in potansiyel olarak kullanilabilecek ii¢ sus
izole etmislerdir. Staphylacoccus sp. KW-07, Pseudomonas sp. CH-11 wve
Ochrobactrom sp. CH-19 olarak identifiye ettikleri izolatlarin PCR amplifikasyon
sonuglarma gore, PAH parcalanmasinda rol oynayan katekol dioksijenaz genlerinin
(nahH genleri) Staphylacoccus sp. KW-07 ve Ochrobactrom sp. CH-19 izolatlarinda
kromozomal DNA’da, Pseudomonas sp. CH-11 izolatinda ise plasmid DNA’sinda yer
aldigin1 belirlemislerdir. Ayrica, ii¢ izolat arasinda fenantren pargalanmasinda en etkili

susun, Staphylacoccus sp. KW-07 oldugu goriilmiistiir (Chang et al. 2011).

Urszula vd. (2009), Camurdan izole ettikleri Stenotrophomonas maltophilia susu
iizerinde yapmis olduklar1 c¢alismalarda, monosiklik hidrokarbonlar1 parcalayabilen
cesitli dioksijenaz enzimlerini karekterize etmislerdir. Farkli Stenotrophomonas
maltophilia suslar1 arasinda KB2 izolatinda ilk kez ti¢ farkli dioksijenaz enziminin
aktivitesi saptanmistir. Benzoat ve katekol ile lireyen hiicrelerde katekol 1,2 dioksijenaz
aktivitesi belirlenmistir. Fenol ile inkiibe edilen hiicrelerde ise katekol 2,3 dioksijenaz
aktivitesi saptanmustir. p-hidroksibenzoik asit, protokatekhuat ve vanilik asit ile
inkiibasyon sonucunda ise protokatekhuat 3,4 dioksijenaz enzim aktivitesi belirlenmistir
(Urszula et al. 2009). Bizim ¢alismamizda ise katekol 2,3 dioksijenaz enzim aktivitesi
saptanmamis, ancak katekol 1,2 dioksijenaz ve protokatekhuat 3,4 dioksijenaz enzim

aktivitesi goriilmiistiir.

Cao vd. (2008), Pseudomonas putida P8 izolati ile yaptiklar1 ¢alismada katabolik

enzimlerin MS identifikasyonlarmi yaparak, benzoat parcalanmasindaki orto veya meta
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pargalama yolundaki indiiksiyonu arastirmiglardir. Benzoat veya suksinat ile birlikte
tretilen Pseudomonas putida P8 izolatindan elde edilen proteinleri, 2-D el
elektroforezinde yiiriitmiislerdir. Benzoat ile {iiretilen izolatlarda 8 farkli protein
belirlenmisken bu proteinler suksinat ile iretilen izolatlarda belirlenememistir. Bu
durumun, indiikleyici olarak secilen PAH’a bagli olarak enzimatik aktivetinin
etkilenmesinden kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Benzer durum ¢alismamizda da
goriilmiistiir: Secilen PAH indiiksiyonuna bagli olarak spesifik enzim aktiviteleri de
degisiklik gdstemistir. C-24, C-27 izolatlarinda p-hidroksibenzoik asit indiiklenmesi
sonucunda protokatekhuat 3,4 dioksijenaz aktivitesi goriilmiisken; naftalen, fenantren

ve piren indiiklenmesinde ise bu enzimin aktivitesi saptanmamustir.

Cao vd. (2008) yaptiklar1 ¢alismada, benzoat par¢alanmasinda rol alan 8 enzimi MS ile
saptamiglardir. Bunlar arasinda Cat B ( EC 5.5.1.1), Pca I (EC 2.8.3.6) ve Pca F’nin (EC
2.3.1.174) orto pargalama enzimleri; Dmp C (EC 1.2.1.32), Dmp D (EC 3.1.1.-), Dmp E
(EC 4.2.1.80), Dmp F (EC 1.2.1.10) ve Dmp G’nin (EC 4.1.3.) ise meta pargalama yolu
enzimleri oldugunu belirlemislerdir. Sonu¢ olarak benzoat ile iiretilen Pseudomonas
putida P8 izolati, orto ve meta pargalama yolundaki katekol 1,2 dioksijenaz ve katekol

2,3 dioksijenaz enzim aktivitelerini gostermistir (Cao et al. 2008).

Garcia vd. (2005), aromatik bilesikleri pargalayabilen halofilik bakterilerin katabolik
cesitliliklerini arastirmislardir. Aromatik bilesik olarak benzoik asit, p-hidroksibenzoik
asit, sinamik asit, salisiklik asit, fenilasetik asit, fenilpropionik asit, p-kumarik asit,
ferulik asit, p-aminosalislik asit, p-kresol ve fenol kullanmislardir. Halka pargalayan
dioksijenaz enzimlerin varhigini spektrofotometrik yontem kullanarak belirlemislerdir.
Ayrica, aromatik halkalar1 parcalayan dioksijenaz enzimlerini kodlayan gen bolgelerinin
PCR ile amplifikasyonlarin1 yapmuslardir. Sonugta, izolatlarin, bizim calismamiza
benzer olarak p-ketoadipate yolundaki katekol 1,2 dioksijenaz ve protokatekhuat 3,4
dioksijenaz enzimleriyle aromatik bilesikleri parcalayabildikleri belirlemislerdir.
Boylece, 1liml halofilik bakterilerin yiliksek tuzluluk kosullarinda aromatik bilesikleri
parcalayabildiklerini gostermiglerdir (Garcia et al. 2005). Garcia vd. (2005)’in

calismasinda Halomonas organivorans G16.1 izolatinda, en yiiksek katekol 1,2
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dioksijenaz aktivitesi 360+15 nmol dk™ mg protein® olarak benzoik asit ile
indiiklenmesinde belirlenmistir. En yiiksek protokatekhuat 3,4 dioksijenaz enzim
aktivitesi ise 900£69 nmol dk™ mg protein™ degeri ile p-kumarik asit indiiklenmesinde
bulunmustur. Calismamizda kullandigimiz aromatik hidrokarbonlardan biri olan p-
hidroksibenzoik asit indiiklenmesinde ise katekol 1,2 dioksijenaz enzimi i¢in spesifik
enzim aktivitesi en ¢ok 10,84+2,04 umol dk™ mg protein degeri ile C-27 izolatinda,
protokatekhuat 3,4 dioksijenaz (orto yol enzimi) enzimi igin en yiiksek deger, 34,40 +
3,04 pmol dk™ mg protein degeri ile C-27 izolatinda saptamustir.

Calismamizda p-hidroksibenzoik asit indiiklenmesi sonucunda, C-52 izolat1 digindaki
izolatlarm hepsinde, katekol 1,2 dioksijenaz (0rto yol enzimi) aktivitesi belirlenmistir.
C-24, C-27, C-52 izolatlarinda ise protokatekhuat 3,4 dioksijenaz enzim aktivitesi

belirlenmistir.

PAH pargalayabildiklerini saptadigimiz izolatlardan, DNA ekstraksiyonu yapilmis ve
enzim kodlayan gen bolgeleri igin spesifik primerler kullanilarak (Garcia et al. 2005)
PCR amplifikasyonlar1 gergeklestirilmistir. PCR amplifikasyonu sonucunda olusan
iriinler %1°lik agaroz jelde yiiriitiilerek goriintiilenmistir. Amplifikasyon sonuglarma
gore, katekol 1,2 dioksijenaz enzimini kodlayan muhtemel gen bolgesi (444 bg) C-52
izolat1 disindaki tim izolatlarda belirlenmistir. C-24, C-27, C-37, C-52 ve CH
izolatlarinda katekol 2,3 dioksijenaz enzimini kodlayan muhtemel gen bolgesi (400 bg)
saptanmamugtir. C-41, C-43, C-46, C-50 ve C-51 izolatlarinda ise katekol 2,3
dioksijenaz enzimini kodlayan muhtemel gen bdlgesi (400 bg) belirlenmistir.
Protokatekhuat 3,4 dioksijenaz enzimini kodlayan muhtemel gen bolgesi (330 bg), C-
41, C-43, C-46 ve C-50, C-51 izolatlarinda saptanamamistir. C-24, C-27, C-37, C-52 ve
CH izolatlarinda ise bu gen bolgesi belirlenmistir. Bu gen bdlgelerinin niikleotid sekans
analizleri yapilmis ve sekans analiz sonuglar1 daha dnce sekans analizleri yapilmis olan

farkli mikroganizmalar ile karsilastirilmistir.

Calismamiza benzer olarak Garcia vd. (2005)’in ¢alismasinda da izolatlarda katekol 1,2

dioksijenaz enzimini kodlayan (444 bg), katekol 2,3 dioksijenaz enzimini kodlayan (400
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b¢) ve protokatekhuat 3,4 dioksijenaz enzimini kodlayan (330 bg¢) muhtemel gen
bolgeleri PCR amplifikasyonu ile degerlendirilmistir. Sonu¢ olarak, katekol 1,2
dioksijenaz ve protokatekhuat 3,4 dioksijenaz gen bolgelerinin varligi tespit edilerek
sekans analizleri gergeklestirilmistir. J21.8 izolatinin katekol 1,2 dioksijenaz enzimini
kodlayan 444 bg¢’lik gen bolgesinin sekans analizi sonucunda Halomonas venusta ile
%99,4 sekans benzerligi gosterdigi saptanmustir. Ayrica, Ralstonia eutropha,
Pseudomonas sp. EST1001, Burkholderia sp. TH2 ile yiiksek oranda sekans benzerligi

gosterdigi goriilmiistiir.

Calismamizda, katekol 1,2 dioksijenaz enzimini kodlayan muhtemel gen bolgelerinin
sekans analizlerinin yapilmasina ragmen, Sadece CH izolatina ait gen bdlgesinin sekans
analiz sonuglar1 degerlendirilmistir. C-24, C-27, C-37, C-41, C-43, C-46, C-50 ve C-51
izolatlarmin katekol 1,2 dioksijenaz enzimini kodladigi diisiiniilen saflastirilmis olan
gen bolgelerinin (444 bg) niikleotid sekans analizleri sirasinda primerler iki bolgeye
baglanip c¢ift sekans okundugu icin bu Orneklerin sekans analizleri

degerlendirilememistir.

Calismamizda, CH izolatinda katekol 1,2 dioksijenaz enzimini kodladig1 diisiiniilen gen
bolgesi (444 bg) sekans analizi sonuglar1 BLAST programi kullanilarak
degerlendirilmistir. Halomonas organivorans izolatinin katekol 1,2 dioksijenaz
kodlayan catA geni (%80), Pseudomonas sp. 6978 izolatinin katekol 1,2 dioksijenaz
catA geni (%72), Pseudomonas stutzeri JIM300 izolatinin katekol 1,2 dioksijenaz catA
geni (%73) ile yiiksek oranda benzerlik gostermistir.

Protokatekhuat 3,4 dioksijenaz enzimlerini kodlayan muhtemel gen bélgelerinin (330
b¢) niikleotid sekans analizi sonuglari, izolatlarda bu gen bdlgelerinin bulundugunu
dogrulamaktadir. Sekans analizi sonuglari enzim aktivitelerinin spektrofotometrik
Olctimleri ile paralellik gostermektedir. Bu durum, PAH pargalayabilen izolatlarin
par¢alanmasinda protokatekhuat 3,4 dioksijenaz enzimini kullanarak PAH’lar1

parcalayabildiklerini gdstermektedir.
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C-24 izolatina ait dizi analizi sonuglari, Pseudomonas putida strain DSMZ 2112
protokatekhuat 3,4-dioksijenaz enziminin beta alt {initesi (pcaH) genleri ile %93 sekans
benzerligi gostermistir. C-27 izolatina ait dizi analiz sonucu, Pseudomonas putida
DSMZ 2112 izolatmin protokatekhuat 3,4 dioksijenaz beta alt tinite (pcaH) geni ile %92
oraninda benzerlik saptanmistir. C-37 izolatina ait dizi analiz sonucunun
degerlendirilmesinde ise Pseudomonas putida DSMZ 2112 izolatimin protokatekhuat
3,4 dioksijenaz beta alt {inite (pcaH) geni ile %91 oraninda benzerlik gosterdigi
saptanmustir. C-52 izolatma ait dizi analizi, Pseudomonas putida DSMZ 2112 izolatinin
protokatekhuat 3,4 dioksijenaz beta alt tinite (pcaH) genleri ile %93 oraninda benzerlik
gostermistir. CH izolatina ait dizi analiz sonucu ile yapilan degerlendirmede
Chromohalobacter sp. HS2 izolatmin protokatekhuat 3,4 dioksijenaz enziminin beta
(pcaH) ve alfa alt iinite (pcaG) genleri ile %95 oraninda benzerlik gosterdikleri

belirlenmistir.

Calismamizda, saflastirilmis olan katekol 2,3 dioksijenaz enzimini kodladig1 diisiiniilen
gen bolgelerinin (400 bg) niikleotid sekans analiz sonuglar1 BLAST programi ile
degerlendirilmistir. Degerlendirme sonucunda; Haloarcula marismortui ATCC 43049
kromozom Il ve Haloarcula hispanica ATCC 33960 ait hiicre boliinmesini kontrol eden
gen bolgelerinin  sekanslariyla yiiksek oranda (%94-96) benzerlik gdsterdigi
saptanmistir. Bu durum, Katekol 2,3 dioksijenaz enzimini kodladig1 diistiniilen gen
bolgelerinin aslinda muhtemelen sadece bu enzimi kodlamadigindan kaynaklanabilir.
Ancak ileride yapilacak caligmalarda katekol 2,3 dioksijenaz enzimini kodladig:
diisiiniilen gen bolgelerinin (400 bg) klonlama g¢alismasi yapilarak tekrar sekans

analizlerinin gergeklestirilmesinin gerekli oldugu distiniilmektedir.

Bu c¢alismada, halofilik izolatlarm PAH’lar1 pS-ketoadipate metabolik yolunda rol
oynayan katekol 1,2 dioksijenaz ve protokatekhuat 3,4 dioksijenaz enzimlerini
kullanarak orto pargalama yoluyla parcalayabildikleri belirlenmistir. Katekol 1,2
dioksijenaz ve protokatekhuat 3,4 dioksijenaz enzimlerini kodlayan gen bdlgeleri de

saptanmustir. Ancak, sonuglarimiza gore, enzimi kodlayan gen bolgeleri izolatlarda
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bulunmasina ragmen, enzim aktivitesinin goriilmedigi durumlar olmustur. Bu durum,
enzim aktivitesinin kullanilan PAH tiirinden etkilendigini ve enzimlerin muhtemelen

indiiklenen proteinlerden oldugunu gostermektedir

Sonug¢ olarak; C-24, C-27, C-37, C-41, C-43, C-46, C-50, C-51, C-52 ve CH
izolatlarinin denenen PAH’lar1 parcalayabildikleri ve yliksek tuzluluk kosullarina sahip
ortamlarda PAH’larin biyoremediasyonu i¢in potansiyel olarak kullanilabilecegi ortaya

koyulmustur.

Biitiin bunlara ilave olarak, PAH’lar1 parcalayabilen izolatlarin plazmid veya gen
fragmentlerinin, PAH pargalayabilme 6zelligi olmayan bakterilere transferi, ¢evrenin
daha kisa siirede temizlenmesi i¢in ve ¢evreci fenotipik karakterlere sahip yeni suslarin
ortaya ¢ikmasina katkida bulunabilecegi diisiiniilmektedir. Bunun da, biyoremediasyon
caligmalariyla ekosistemdeki dengelerinin yeniden kurulmasina biiyiik katkilar

saglayacagi oldukca aciktir.

Ileriye yonelik ¢calismalarda, bu ¢alismada kullanilan izolatlardan PAH’larm biyolojik
parcalanmasinda rol oynayan dioksijenaz enzimleri saflastirilarak enzim yapisi
aydmlatilabilir. PAH indiiklenmesi sonucu ortaya ¢ikan protein profilleri belirlenerek
bu proteinler tanimlanabilir. PAH’larin biyolojik parcalanmasi sonucu olusan
metabolitler belirlenebilir. Dioksijenaz enzimlerini kodlayan gen fragmentleri klonlama
calismalar1 yapilarak yeni suslar ortaya ¢ikarilarak biyoremediasyon calismalarinda

kullanilabilir.
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EKLER

izolatlarin Dizi Analizi Sonrasi Belirlenen BLAST Sonugclar

EK 1 Katekol 1,2 dioksijenaz enzimini kodlayan muhtemel gen bélgelerinin
niikleotid sekans analizi sonuclar

CH

CGTCAGTGAGGGCGAGGCACGCATGGATGATGGCACGGATACCGACGCCGAGGTC
ATGTGGCTGACCGGGCAGGTCCGCGATACCGATGGCAACCCGATCCCTGACGCCCA
GGTCGAGATATGGCACGCCGATTCCAAGGGCAACTACTCCTTCTTCGATCCGTCCC
AGTCGGACTACAACCTGCGCCGGATCATCATGGTCGACGCGGAAGGGCGCTACCGG
GTGCGCAGCATCATTCCTTCCGGTTATGGCGTACCCCCGGAAAGTCCGACCGACCA
GGTGCTGTCGGCCTTGGGCCGCCATGGCCAGCGCCCGGCGCATATTCACTTCTTCAT
CTCTGCGCCGGGGTACCGTCATCTGACCCCCAGATAAAAACA

Descriptions

Legend for links to other resources: UniGene  GEO  Gene  Structure  Map Viewer  PubChem
BioAssay

Sequences producing significant alignments:

. . Max Total uer E Max .
Accession Description = Links
score score coverage value ident
FN997643.1 Halomonas organivorans partial catA gene for catechol 32 322 93% 16-84 80%

1,2-dioxygenase

Pseudomonas sp. CA10 cat operon (catR, catB, catC,
ABQ047272.1 catA, ORFcat5, ORFcat6, ORFcat7, ORFcat8), complete 210 210 97% 5e-51 73%
cds

CP002824.1 Enterobacter aerogenes KCTC 2190, complete genome 203 203  92% 8e-49 73%
Uncultured bacterium clone 21-5-7 putative catechol 1,2-

0, - 0,
EU169353.1 dioxygenase (catA) gene, partial cds 197 197 9l% 3e-47 73%
EU169380.1 Pseudomonas sp.. 6978 clone 3 catechol 1,2-dioxygenase 196 196 96% 16-46 72%
= (catA) gene, partial cds
EU169355.1 Uncultured bacterium clone 21-20-5 putative catechol 194 194 91% 46-46 T2%

1,2-dioxygenase (catA) gene, partial cds
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Sequences producing significant alignments:

Max Total E M :
ax Total uer E ax | e

Accession Description :
score score coverage value ident

Uncultured bacterium clone 24-16-3 putative catechol 194 194  91% 4e-46 72%

EU1 4.1 . i
EU169354.1 1,2-dioxygenase (catA) gene, partial cds o

Uncultured bacterium clone 21-19-6 putative catechol

EU1 2.1 . i
EU169352.1 1,2-dioxygenase (catA) gene, partial cds

194 194 91% 4e-46 72%

Pseudomonas sp. 3.5.4 catechol 1,2-dioxygenase gene,

HM192766.1 .
partial cds

192 192 69% le-45 76%

Uncultured organism clone o-xyl catechol-1,2-
dioxygenase (C120) gene, partial cds

AE015451.1 Pseudomonas putida KT2440 complete genome 185 330 96% 2e-43 72%
Pseudomonas putida gene for catechol 1,2-dioxygenase,

AY882595.1 185 185 96% 2e-43 72%

D37782.1 185 185 96% 2e-43 72%
complete cds

CP002727.1 Pseudomonas fulva 12-X, complete genome 183 183 96% 8e-43 71%

CP002290.1 Pseudomonas putida BIRD-1, complete genome 181 337 96% 3e-42 72%

EU169359.1 U_ncultured ba_cterlum clone 34-2-9_ putative catechol 1,2- 179 179 91% 9-42 72%

—  dioxygenase-like (catA) gene, partial sequence

AB286694.1 U_ncultured bacter_lum C120 gene for catechol 1,2- 179 179 70% 9e-42 76%

— dioxygenase, partial cds, clone: 116-T

CP002870.1 Pseudomonas putida S16, complete genome 178 325 93% 3e-41 72%

CP001891.1 Kilebsiella variicola At-22, complete genome 178 178 94% 3e-41 71%

CP000964.1 Kilebsiella pneumoniae 342, complete genome 178 178 94% 3e-41 71%

AB286681.1 U_ncultured bacter_lum C120 ge.ne for catechol 1,2- 176 176 70% 16-40 75%

—— dioxygenase, partial cds, clone: 103-T

AJB17556.1 P_seudomonas_stutzerl partial catA gene for catechol 1,2- 176 176 78% 1e-40 73%

— dioxygenase, isolate IM300

AJB80094.1 Pseudomonas _chlorltldlsmutans partial catA gene for 176 176 64% 16-40 76%

—  catechol 1,2-dioxygenase

CP000094.2 Pseudomonas fluorescens Pf0-1, complete genome 174 314 78% 4e-40 73%

EM209186.1 E:sz:::eonas aeruginosa LESB58 complete genome 174 174 97% 46-40 71%

AE004091.2 Pseudomonas aeruginosa PAO1, complete genome 174 174 9% 4e-40 71%

AJ633095.1 Pseuo_lomonas balt_earlca partial catA gene for catechol 174 174 71% 46-40 T5%

— 1,2-dioxygenase, isolate LS401

AJ633094 1 Pseuo_lomonas balearlf:a partial catA gene for catechol 174 174 7% 46-40 75%

— 1,2-dioxygenase, strain SP1402

12376211 Pseudomonas sp. B3-1 catechol 1,2-dioxygenase (catA) 172 172 96% 16-39 71%

gene, complete cds
CP000949.1 Pseudomonas putida W619, complete genome 172 172 93% 1e-39 71%

Uncultured bacterium C120 gene for catechol 1,2-

AB286709.1 dioxygenase, partial cds, clone: 131-N

172 172 70% 1e-39 75%

Pseudomonas entomophila str. L48
chromosome,complete sequence

AF363241.1 Pseudomonas putida CatA gene, complete cds 172 172 96% 1e-39 71%

Pseudomonas putida catechol 1,2-dioxygenase (catA)
gene, complete cds

EU503129.1 Pseudomonas sp. XP-M2 catechol 1,2-dioxygenase gene, 170 170 97% 5e-39 71%

CT573326.1 172 172 96% 1e-39 71%

AY029000.1 172 172 96% 1e-39 71%
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Sequences producing significant alignments:

Description

complete cds

Uncultured bacterium clone 12-20-3 putative catechol
1,2-dioxygenase (catA) gene, partial cds

Uncultured bacterium clone 1-4-7 putative catechol 1,2-
dioxygenase (catA) gene, partial cds

Uncultured bacterium clone 7-2-4 putative catechol 1,2-
dioxygenase (catA) gene, partial cds

Pseudomonas putida strain N6 catechol 1,2-dioxygenase
gene, partial cds

Synthetic construct Peudomonas aeruginosa clone
FLHO047540.01F PA2507 gene, partial cds
Pseudomonas mendocina NK-01, complete genome
Pseudomonas sp. YF1 putative catechol 1,2-dioxygenase
(catA) gene, partial cds

Pseudomonas putida GB-1, complete genome
Pseudomonas aeruginosa UCBPP-PA14, complete
genome

Pseudomonas putida catBCA regulatory protein CatR
(catR), muconate lactonizing enzyme (catB),
muconolactone isomerase (catC) and catechol oxygenase
(catA) genes, complete cds

Uncultured bacterium clone 4-16-1 putative catechol 1,2-
dioxygenase (catA) gene, partial cds

Uncultured bacterium clone 12-20-4 putative catechol
1,2-dioxygenase (catA) gene, partial cds

Uncultured bacterium clone 4-1-3 putative catechol 1,2-
dioxygenase (catA) gene, partial cds

Uncultured bacterium clone 10-3-4 putative catechol 1,2-
dioxygenase (catA) gene, partial cds

Uncultured bacterium clone 10-4-8 putative catechol 1,2-
dioxygenase (catA) gene, partial cds

Pseudomonas stutzeri partial catA gene for catechol 1,2-
dioxygenase, isolate LSMN2

Pseudomonas arvilla gene for catechol 1,2-dioxygenase,
complete cds

Uncultured bacterium clone 38-9-3 putative catechol 1,2-
dioxygenase (catA) gene, partial cds

Uncultured bacterium clone 35-9-4 putative catechol 1,2-
dioxygenase (catA) gene, partial cds

Uncultured organism clone m-xyl catechol-1,2-
dioxygenase (C120) gene, partial cds

Pseudomonas sp. 1.4.4 catechol 1,2-dioxygenase gene,
partial cds

Uncultured bacterium clone 13-4-1 putative catechol 1,2-
dioxygenase (catA) gene, partial cds
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AJ617519.1

EU169383.1

EU169373.1

Sequences producing significant alignments:

Description

dioxygenase (catA) gene, partial cds

Uncultured bacterium clone 2-16-6 putative catechol 1,2-
dioxygenase (catA) gene, partial cds

Wautersia numazuensis phtR, phtA, phtB, phtC, phtD,
phtE, phtF and C23Dt genes for phenol hydroxylase
regulator protein, phenol hydroxylase components and
catecol 2,3-dioxgenase, complete cds, strain: TE26
Pseudomonas stutzeri partial catA gene for catechol 1,2-
dioxygenase, strain DSM 50238

Pseudomonas stutzeri partial catA gene for catechol 1,2-
dioxygenase, isolate AN11

Pseudomonas stutzeri ATCC 17588 = LMG 11199,
complete genome

Pseudomonas stutzeri DSM 4166, complete genome
Pseudomonas aeruginosa PA7, complete genome
Pseudomonas putida F1, complete genome
Pseudomonas sp. M1 phenol hydroxylase subunit (phcP),
phenol hydroxylase subunit (phcO), phenol hydroxylase
subunit (phcN), phenol hydroxylase subunit (phcM),
phenol hydroxylase subunit (phcL), phenol hydroxylase
subunit (phcK), transcriptional regulator (phcR), and
catechol 1,2-dioxygenase (phcA) genes, complete cds

Uncultured bacterium clone 1-11-3 putative catechol 1,2-
dioxygenase (catA) gene, partial cds

Pseudomonas stutzeri partial catA gene for catechol 1,2-
dioxygenase, isolate A95/69

Pseudomonas sp. 6978 clone 4 catechol 1,2-dioxygenase
(catA) gene, partial cds

Uncultured bacterium C120 gene for catechol 1,2-
dioxygenase, partial cds, clone: 136-N

Uncultured bacterium C120 gene for catechol 1,2-
dioxygenase, partial cds, clone: 104-TLN

Uncultured bacterium clone 32-2-8 putative catechol 1,2-
dioxygenase (catA) gene, partial cds

Uncultured bacterium C120 gene for catechol 1,2-
dioxygenase, partial cds, clone: 132-N

Ralstonia eutropha JMP134 chromosome 1, complete
sequence

Pseudomonas fluorescens Pf-5, complete genome

Pseudomonas stutzeri partial catA gene for catechol 1,2-
dioxygenase

Pseudomonas stutzeri partial catA gene for catechol 1,2-
dioxygenase, strain ATCC 17591

Ralstonia eutropha JMP134 catechol 1,2-dioxygenase
(catA) gene, partial cds

Uncultured bacterium clone 36-16-8 putative catechol
1,2-dioxygenase (catA) gene, partial cds
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Max Total uer E Max | .
—_— h Links
score score coverage value ident
161 161 96% 2e-36 70%
161 161 96% 2e-36 70%
161 161 64% 2e-36 74%
161 161 64% 2e-36 74%
159 159 69% 9e-36 74%
159 159 69% 9e-36 74%
159 159 97% 9e-36 70%
159 312 9% 9e-36 72%
158 158 98% 3e-35 70%
156 156 96% le-34 70%
156 156 79% 1le-34 72%
154 154 76% 4e-34 72%
154 154 70% 4e-34 73%
154 154 70% 4e-34 73%
152 152  96% 1e-33 70%
152 152  70% 1e-33 73%
152 152 92% 1e-33 70%
152 152 81% 1e-33 71%
152 152 62% 1e-33 74%
152 152 64% 1e-33 73%
150 150 76% 5e-33 72%
150 150 94% 5e-33 70%
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Sequences producing significant alignments:

. __ Max Total uer E Max , .
Accession Description —— Links
score score coverage value ident
EU169363.1 U_ncultured bacterium clone 33-3-6 putative catechol 1,2- 150 150  69% 56-33 73%
— dioxygenase (catA) gene, partial cds
CP000304.1 Pseudomonas stutzeri A1501, complete genome 150 150 69% 5e-33 73%
CP000489 1 Paracoccus denitrificans PD1222 chromosome 1, 150 150  76% 56-33 71%

complete sequence
Pseudomonas putida strain TX2 catechol 1,2-

HM192764.1 . . 149 149 66% 2e-32 74%
dioxygenase gene, partial cds
Pseudomonas putida strain DOT-T1E salycilate
848198.1 . . 149 287 4% 2e-32 69%
50848198 degradation gene cluster, partial sequence 149 8 94% e-32 69%
EU169357 1 Uncu_ltured bacterium clone 25-17_-5 putative catechol 149 149 94% 26-32 69%
— 1,2-dioxygenase (catA) gene, partial cds
EU169337 1 U_ncultured bacterium clone l}-4-5 putative catechol 1,2- 149 149 94% 26-32 69%
—  dioxygenase (catA) gene, partial cds
AB286706.1 U_ncultured bacter_lum C120 gene for catechol 1,2- 149 149 70% 26-32 73%
— dioxygenase, partial cds, clone: 128-L
AJ633075.1 P_seudomonas stutzeri partial catA gene for catechol 1,2- 149 149 64% 26-32 73%
— dioxygenase
AJ633074.1 P_seudomonas stutzeri partial catA gene for catechol 1,2- 149 149 64% 26-32 73%
— dioxygenase
AJ633073.1 P_seudomonas stutzeri partial catA gene for catechol 1,2- 149 149 64% 26-32 73%
— dioxygenase
AJ633071.1 P_seudomonas stutzeri partial catA gene for catechol 1,2- 149 149  64% 26-32 73%
—  dioxygenase
Pseudomonas stutzeri partial catA gene for catechol 1,2- 0 0
AJ617525.1 dioxygenase, isolate ST27MN2 149 149 6% 2e-32 73%
AJ617522.1 P_seudomonas_stutzerl partial catA gene for catechol 1,2- 149 149  64% 26-32 73%
— — dioxygenase, isolate AN10
HM192767 1 P_seudomonas putida straln 3.5.8 catechol 1,2- 147 147 67% 56-32 73%
— dioxygenase gene, partial cds
> emb |FN997643.1| Halomonas organivorans partial catA gene for catechol 1,2-
dioxygenase
Length=974
Score = 322 bits (356), Expect = 1le-84
Identities = 291/362 (80%), Gaps = 13/362 (4%)

Strand=Plus/Plus

Query 20 CGCATGGATGATGGCACGGATACCGACGCCGAGGTCATGTGGCTGACCGGGCAGGTCCGC 79

L e et R O O O
Sbjct 363 CGCATGGACGACGGCACCGATAGCGACGGCGAGGCGATGTGGCTGACCGGCCAGGTGCGC 422

Query 80  GATACCGATGGCAACCCGATCCCTGACGCCCAGGTCGAGATATGGCACGCCGATTCCAAG 139
[ e e e e R R R R R R

Sbjct 423 GACACCGACGGCCAGCCGGTGGCCGGGGCCAAGGTCGAGATCTGGCACGCCGACTCCAAG 482

Query 140 GGCAACTACTCCTTCTTCGATCCGTCCCAGTCGGACTACAACCTGCGCCG---GATCATC 196
FEErrrrrrrrrrrrrer rerrr rre ot e e e FEEEr

Sbjct 483 GGCGGCTACTCCTTCTTCGACCCGTCGCAGGCCGAGTACAACCTGCGCCGCTCGATCATC 542

Query 197 ATGGTCGACGCGGAAGGGCGCTACCGGGTGCGCAGCATCATTCCTTCCGGTTATGGCGTA 256
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| [ e e RN
Sbjct 543 A---CCGACGCCGAGGGTCGCTACGCGGTGCGCAGCATCGTTCCCTCCGGCTATGGCGT- 598

Query 257 CCCCCGGAAAG---TCCGACCGACCAGGTGCTGTCGGCCTTGGGCCGCCATGGCCAGCGC 313
(RN el FEEE Trrrrrrrrr rrrrrrrd
Sbjct 599 --GCCGGAAGGCGCGCCCACCGACCAGGTGCTCAAGGCCCTGGGCCGCCACGGCCAGCGC 656

Query 314 CCGGCGCATATTCACTTCTTCATCTCTGCGCCGGGGTACCGTCATCTGAC-CCCCAGATA 372
L e e e O O e B e N A A O R A B
Sbjct 657 CCGGCGCACATCCACTACTTCGTCTCGGCGCCGGGGCACCAGCACCTGACGACCCAGATC 716

Query 373 AA 374

I
Sbjct 717 AA 718

> gb|EU169380.1| Pseudomonas sp. 6978 clone 3 catechol 1,2-dioxygenase (cath)
gene, partial cds
Length=431

Score = 196 bits (216), Expect = le-46

Identities = 271/373 (73%), Gaps = 10/373 (3%)
Strand=Plus/Plus

Query 9 AGGGCGAGGCACGCATGGATGATGGCA-CGGATAC--CGACGCCGAGGTCATGTGGCTGA 65

L e O A O O [
Sbjct 33 AGGGCGAAGTGCGCATGGACGATGGCAGCGAAGACGGCGTCGCCACTCCGATGTTCCTCG 92

Query 66 CCGGGCAGGTCCGCGATACCGATGGCAACCCGATCCCTGACGCCCAGGTCGAGATATGGC 125

[ R R FErrrrr rrrrrr rer el R
Sbjct 93 AAGGCCAGGTGCTGGACCTGGACGGCAAGCCGATCGCTGGCGCCACCGTCGACCTCTGGC 152

Query 126 ACGCCGATTCCAAGGGCAACTACTCCTTCTTCGATCCGTCCCAGTCGGACTACAACCTGC 185

Feerr o rrrrrrrerrrrerrrr o rrrrr et e rrr et b
Sbjct 153 ACGCCAACACCAAGGGCAACTACTCCTACTTCGACCAGAGCCAGTCGGAGTACAACCTGC 212

Query 186 GCCGGATCATCATGGTCGACGCGGAAGGGCGCTACCGGGTGCGCAGCATCATTCCTTCCG 245

FEd FErr [ e e R R R R R
Sbjct 213 GCCGCCGCATCGTCACCGATTCCGACGGCCGCTACCGCGCCCGCAGCATCGTGCCGTCCG 272

Query 246 GTTATGGCGTACCCCCGGAAAGTCCGACCGACCAGG--TG-CTGTCGGCCTTGGGCCGCC 302

NN R A FEEEE e il I e
Sbjct 273 GCTACGGTTGCGACCCGCAGGGGCCGAC---CCAGGAATGCCTGAACGAGCTCGGCCGCC 329

Query 303 ATGGCCAGCGCCCGGCGCATATTCACTTCTTCATCTCTGCGCCGGGGTACCGTCATCTGA 362

Forrrrrrrr rerrrrrr e rrrrrrrrrerr e rerrr et rerrr rr ol
Sbjct 330 ACGGCCAGCGTCCGGCGCACATCCACTTCTTCATCTCCGCGCCGGGCTACCGCCACCTGA 389

Query 363 CC-CCCAGATAAA 374

FErrrrrr 1
Sbjct 390 CCACCCAGATCAA 402

> emb |AJ617556.1 | Pseudomonas stutzeri partial catA gene for catechol 1,2-
dioxygenase,
isolate JM300
Length=312
Score = 176 bits (194), Expect = 1le-40

Identities = 221/299 (74%), Gaps
Strand=Plus/Plus

6/299 (2%)

Query 53 GTCATGTGGCTGACCGGGCA-GGTCCGCGATACCGATGGCAACCCGATCCCTGACGCCCA 111

R Feeererrr e rr b
Sbjct 10  GTCATGTTCCTG-CAGGGCAAGGTCACCGGGCCCGACGGCAAGCCACTGGCCGGTGCCAC 68

Query 112 GGTCGAGATATGGCACGCCGATTCCAAGGGCAACTACTCCTTCTTCGATCCGTCCCAGTC 171

R N e R e
Sbjct 69  CGTCGATCTGTGGCACGCCAACACCCAGGGCAACTACTCCTATTTCGACAAGAGCCAGTC 128

Query 172 GGACTACAACCTGCGCCGGATCATCATGGTCGACGCGGAAGGGCGCTACCGGGTGCGCAG 231

FEorrrrrrrrrrrrrrr rrer | R R
Sbjct 129 CGAATACAACCTGCGCCGGCGCATCGTCACCGATGCCGAAGGCCGCTATCGCGCGCGCAG 188
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Query 232 CATCATTCCTTCCGGTTATGGCGTACCCCCGGAAAGTCCGACCGACCAGGTGCT--GTCG 289

[ O O O O O N O O O O O O O e e R A A [
Sbjct 189 CATCGTGCCGTCCGGCTACGGCTGCTCGCCGGATGGTCCGACCCAGGAAGTGCTCGATCT 248

Query 290 GCCTTGGGCCGCCATGGCCAGCGCCCGGCGCATATTCACTTCTTCATCTCTGCGCCGGG 348

[ e e e e e RN
Sbjct 249 GC--TCGGCCGTCACGGGCAGCGTCCGGCGCATATTCACTTCTTCATCTCCGCGCCGGG 305

> emb |AJ880094.1| Pseudomonas chloritidismutans partial catA gene for catechol
1,2-dioxygenase

Length=312

Score = 176 bits (194), Expect = le-40

Identities = 184/242 (76%), Gaps = 0/242 (0%)
Strand=Plus/Plus

Query 113 GTCGAGATATGGCACGCCGATTCCAAGGGCAACTACTCCTTCTTCGATCCGTCCCAGTCG 172

(N e e e NN [T
Sbjct 70 GTCGACCTGTGGCACGCAAACACCAAGGGCAACTATTCCTACTTCGACAAGAGCCAGTCC 129

Query 173 GACTACAACCTGCGCCGGATCATCATGGTCGACGCGGAAGGGCGCTACCGGGTGCGCAGC 232

L e O O O [ e e e e e O R e e R
Sbjct 130 GACTACAACCTGCGTCGGCGCATCGTCACCGACGAGAACGGCTGTTACCGCGCGCGCAGC 189

Query 233 ATCATTCCTTCCGGTTATGGCGTACCCCCGGAAAGTCCGACCGACCAGGTGCTGTCGGCC 292

FEEr rrrrrrrr rrrrrd ettt [
Sbjct 190 ATCGTGCCTTCCGGCTATGGCTGCTCGCCCGACGGTCCGACCCAGGAGGTGCTCGACACC 249

Query 293 TTGGGCCGCCATGGCCAGCGCCCGGCGCATATTCACTTCTTCATCTCTGCGCCGGGGTAC 352

e O 0 O
Sbjct 250 CTCGGCCGCCACGGCCAGCGTCCGGCGCATATCCATTTCTTCATCTCCGCGCCGGGCTAT 309

Query 353 CG 354

I
Sbjct 310 CG 311

> gb|CP002824.1| Enterobacter aerogenes KCTC 2190, complete genome
Length=5280350

Features in this part of subject sequence:
hemagluttinin domain-containing protein
catechol 1,2-dioxygenase

Score = 203 bits (224), Expect = 8e-49
Identities = 259/352 (74%), Gaps = 11/352 (3%)
Strand=Plus/Minus

Query 17 GCACGCATGGATGATGGCACGGATACCGACGCCGAGGTCATGTGGCTGACCGGGCAGGTC 76
FEPEEErrr e 1 e

Sbjct 4265061 GCCCGCATGGATGATGGCACCGA---CGCCGGCGAAGTGATGTGGCTGCACGGCCAGGTT 4265005

Query 77 CGCGATACCGATGGCAACCCGATCCCTGACGCCCAGGTCGAGATATGGCACGCCGATTCC 136
e FErr e rrrrrrrrr e

Sbjct 4265004 AAAGATAGCCAGGGCCAGCCGATCGCTAACGCCATCGTTGATATCTGGCACGCCAATACC 4264945

Query 137 AAGGGCAACTACTCCTTCTTCGATCCGTCCCAGTCGGACTACAACCTGCGCCGGATCATC 196
R N FEEEEEEErrrrer el

Sbjct 4264944 CTGGGTAATTACTCGTTCTTCGATCAGAGCCAGAGCGACTACAACCTGCGTCG--TCGTA 4264887

Query 197 ATGGT--CGACGCGGAAGGGCGCTACCGGGTGCGCAGCATCATTCCTTCCGGTTATGGCG 254
Il e e e R ey

Sbjct 4264886 TTCGCACCGGCGCCGATGGCCGCTATAGCGTGCGCAGCATCATGCCATCCGGCTACGGCT 4264827

Query 255 TACCCCCGGARAGTCCGACCGACCAGGTGCTG--TCGGCCTTGGGCCGCCATGGCCAGCG 312
e e e e N

Sbjct 4264826 GCCCGCCGGATGGTCCAACCCAGAAGTTGCTGGATCAG--TTAGGCCGCCACGGCAACCG 4264769

Query 313 CCCGGCGCATATTCACTTCTTCATCTCTGCGCCGGGGTACCGTCATCTGACC 364

PEEEE T e rrrrer rere rrrrr el FEEETET
Sbjct 4264768 TCCGGCACACATTCACTTCTTCGTCTCCGCGCCGGGGCATAAACATCTGACC 4264717
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EK 2 Ketekol 2,3 dioksijenaz enzimini kodlayan muhtemel gen bélgelerinin
niikleotid sekans analizi sonuclar

C-41

AAGCGCATGTTGCGACAGGCAGACGAGATTGTTGAGCGCGATAAAGTTCGCGACG
AATTAACTCGCTTGCCAACACAGAGCAAACTGACTCTCTACTCCCTATTACTGTTGG
AGCGGGAGGATGAAACGCCGTCCAAGCGTAACCGAATTTACGAGCGGTATGTAAT
GGCTGCAAAGCGTATCGATGCGGATGTGCGGACTGACAGAACGATTCATGACCGGT
TGTCACAGTTGACGTTGAAAGGGTTCCTAGACGTAGACGAACAGAATAAGGGCCCC
AAAGGCGGCTCATACTATGAGTACGAATTTTCGATTCGCGCGGATTTGGCACAGGA
AGTATTTCTTCGACCCCAGCCGGGTACT

Descriptions

Legend for links to other resources: UniGene  GEO Gene  Structure Map Viewer PubChem
BioAssay

Sequences producing significant alignments:

Max  Total uer’ Max

Accession Description E : Links
score  score coverage value ident

CP002922 1 Haloarcula hispanica ATCC 33960 621 621 94% 9e-175 99%
—— chromosome Il, complete sequence
AY596298.1 Haloarcula marismortui ATCC 43049 569 569 94% 36-159 96%
—— chromosome Il, complete sequence

[ . .
> gb|CP002922.1| Haloarcula hispanica ATCC 33960 chromosome II, complete

sequence
Length=488918

Features in this part of subject sequence:
cell division control protein 6

Score = 621 bits (336), Expect = 9e-175
Identities = 341/343 (99%), Gaps = 1/343 (0%)
Strand=Plus/Plus
Query 1 AAGCGCATGTTGCGACAGGCAGACGAGATTGTTGAGCGCGATAAAGTTCGCGACGAATTA 60

FErrrrrrr rerrrrrrrrrrrrrerrrrrr e e e e e e e e e e
Sbjct 800  AAGCGCATG-TGCGACAGGCAGACGAGATTGTTGAGCGCGATAAAGTTCGCGACGAATTA 858

Query 61 ACTCGCTTGCCAACACAGAGCAAACTGACTCTCTACTCCCTATTACTGTTGGAGCGGGAG 120
Frrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrerrrrrr e e e e e e e e e e
Sbjct 859  ACTCGCTTGCCAACACAGAGCAAACTGACTCTCTACTCCCTATTACTGTTGGAGCGGGAG 918

Query 121 GATGAAACGCCGTCCAAGCGTAACCGAATTTACGAGCGGTATGTAATGGCTGCAAAGCGT 180
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Sbjct 919 GATGAAACGCCGTCCAAGCGTAACCGAATTTACGAGCGGTATGTAATGGCTGCARAAGCGT 978

Query 181 ATCGATGCGGATGTGCGGACTGACAGAACGATTCATGACCGGTTGTCACAGTTGACGTTG 240

Frrrrrrrrrrrrrrrrrrr e
Sbjct 979 ATCGATGCGGATGTGCGGACTGACAGAACGATTCATGACCGGTTGTCACAGTTGACGTTG 1038

Query 241 AAAGGGTTCCTAGACGTAGACGAACAGAATAAGGGCCCCAAAGGCGGCTCATACTATGAG 300

Frrrrrrrrrrrrrrrrrr e
Sbjct 1039 AAAGGGTTCCTAGACGTAGACGAACAGAATAAGGGCCCCAAAGGCGGCTCATACTATGAG 1098

Query 301 TACGAATTTTCGATTCGCGCGGATTTGGCACAGGAAGTATTTC 343

FEEEEEErrrrrrr e e et e e et e e e e
Sbjct 1099 TACGAATTTTCGATTCGCGCGGATTTGGCACAGGAAGTACTTC 1141

-
> gb|AY596298.1 | Haloarcula marismortui ATCC 43049 chromosome 1T,
complete sequence

Length=288050

Features in this part of subject sequence:
cell division control protein 6 homolog 1

Score = 569 bits (308), Expect 3e-159
Identities = 331/342 (97%), Gaps = 1/342 (0%)
Strand=Plus/Minus

Query 2 AGCGCATGTTGCGACAGGCAGACGAGATTGTTGAGCGCGATAAAGTTCGCGACGAATTAA 61

FErrrrrr rerrrrrrrrrrrrrrrr e e e rrr e e et e e
Sbjct 50613 AGCGCATG-TGAGACAGGCAGACGAGATTGTTGAGCGCGATAAAGTGCGCGACGAATTAA 50555

Query 62 CTCGCTTGCCAACACAGAGCAAACTGACTCTCTACTCCCTATTACTGTTGGAGCGGGAGG 121

FErrrrrrrrrerrrrrr e rrrrrrrr e e e e e e e e e e e
Sbjct 50554 CTCGCTTGCCAACACAGAGTAAACTGACTCTCTACTCCCTATTACTGTTGGAGCGGGAGG 50495

Query 122 ATGAAACGCCGTCCAAGCGTAACCGAATTTACGAGCGGTATGTAATGGCTGCAAAGCGTA 181

Frrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrr et e e e e e et e
Sbjct 50494 ATGAAACGCCGTCCAAGCGTAACCGAATTTATGAGCGGTATGTAATGGCTGCAAAGCGTA 50435

Query 182 TCGATGCGGATGTGCGGACTGACAGAACGATTCATGACCGGTTGTCACAGTTGACGTTGA 241

FErrrrrrrrrerrrerrrrrrrrrrrr e et rrr e e e e e e e
Sbjct 50434 TCGATGCGGATGTGCGGACTGACAGAACGATTCATGACCGGTTGTCACAGTTGACGCTGA 50375

Query 242 AAGGGTTCCTAGACGTAGACGAACAGAATAAGGGCCCCAAAGGCGGCTCATACTATGAGT 301

PR rrrrr rrrrrrrr rrrrrerr e e e e e et e e e e
Sbjct 50374 AAGGATTCCTGGACGTAGATGAACAGAATAAGGGCCCCAAAGGGGGCTCATACTATGAGT 50315

Query 302 ACGAATTTTCGATTCGCGCGGATTTGGCACAGGAAGTATTTC 343

FEErrrrrrrrrrrr e rrrr e e e e e e el
Sbjct 50314 ACGAATTTTCGATTCGCGCGGATTTGGCACAGGAAGTACTTC 50273

C-43

AGCGCATGCTGCGACAGGCAGACGAGATTGTTGAGCGCGATAAAGTTCGCGACGA
ATTAACTCGCTTGCCAACACAGAGCAAACTGACTCTCTACTCCCTATTACTGTTGGA
GCGGGAGGATGAAACGCCGTCCAAGCGTAACCGAATTTACGAGCGGTATGTAATG
GCTGCAAAGCGTATCGATGCGGATGTGCGGACTGACAGAACGATTCATGACCGGTT
GTCACAGTTGACGTTGAAAGGGTTCCTAGACGTAGACGAACAGAATAAGGGCCCC
AAAGGCGGCTCATACTATGAGTACGAATTTTCGATTCGCGCAGATTTGGCACAGGA
AGTATTTCTTCGACCCCAGCGGTAAA

Descriptions
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Legend for links to other resources: ~ UniGene  GEO  Gene  Structure  Map Viewer ~ PubChem
BioAssay

Sequences producing significant alignments:

. . Max  Total uer E Max | .
Accession Description - m — . Links
score  score coverage Vvalue ident
CcPon2gzp1 Haloarcula hispanica ATCC 33960 614 614  95% 2e-172 99%
chromosome II, complete sequence
AY596298.1 Haloarcula marismortui ATCC 43049 564 564 95% 26-157 96%
——  chromosome Il, complete sequence -
[ . .
> gb|CP002922.1 | Haloarcula hispanica ATCC 33960 chromosome II, complete

sequence
Length=488918

Features in this part of subject sequence:
cell division control protein 6

Score = 614 bits (332), Expect 2e-172
Identities = 339/342 (99%), Gaps = 1/342 (0%)
Strand=Plus/Plus

Query 1 AGCGCATGCTGCGACAGGCAGACGAGATTGTTGAGCGCGATAAAGTTCGCGACGAATTAA 60

FEEErrrr rrrrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e e
Sbjct 801  AGCGCATG-TGCGACAGGCAGACGAGATTGTTGAGCGCGATAAAGTTCGCGACGAATTAA 859

Query 61 CTCGCTTGCCAACACAGAGCAAACTGACTCTCTACTCCCTATTACTGTTGGAGCGGGAGG 120

FEEEEEEErr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 860  CTCGCTTGCCAACACAGAGCAAACTGACTCTCTACTCCCTATTACTGTTGGAGCGGGAGG 919

Query 121 ATGAAACGCCGTCCAAGCGTAACCGAATTTACGAGCGGTATGTAATGGCTGCAAAGCGTA 180

FEEEEEEEEr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 920  ATGAAACGCCGTCCAAGCGTAACCGAATTTACGAGCGGTATGTAATGGCTGCAAAGCGTA 979

Query 181 TCGATGCGGATGTGCGGACTGACAGAACGATTCATGACCGGTTGTCACAGTTGACGTTGA 240

FEEEEEEEEr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ey |
Sbjct 980  TCGATGCGGATGTGCGGACTGACAGAACGATTCATGACCGGTTGTCACAGTTGACGTTGA 1039

Query 241 AAGGGTTCCTAGACGTAGACGAACAGAATAAGGGCCCCAAAGGCGGCTCATACTATGAGT 300

Frrrrrrrrrrerrrrrrerrrrrrerrrrrrer e e e e e e e e
Sbjct 1040 AAGGGTTCCTAGACGTAGACGAACAGAATAAGGGCCCCAAAGGCGGCTCATACTATGAGT 1099

Query 301 ACGAATTTTCGATTCGCGCAGATTTGGCACAGGAAGTATTTC 342

FErrrrrrrrrrrrrer e rrrrrrrrrrrrrrr e el
Sbjct 1100 ACGAATTTTCGATTCGCGCGGATTTGGCACAGGAAGTACTTC 1141

-
> gb|AY596298.1] Haloarcula marismortui ATCC 43049 chromosome II,
complete sequence

Length=288050

Features in this part of subject sequence:
cell division control protein 6 homolog 1

Score = 564 bits (305), Expect = 2e-157
Identities = 330/342 (96%), Gaps = 1/342 (0%)
Strand=Plus/Minus

Query 1 AGCGCATGCTGCGACAGGCAGACGAGATTGTTGAGCGCGATAAAGTTCGCGACGAATTAA 60

Frerrrrr e rrrrrrrrrrrrrerrrrrre e rrr e e et e e
Sbjct 50613 AGCGCATG-TGAGACAGGCAGACGAGATTGTTGAGCGCGATAAAGTGCGCGACGAATTAA 50555
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Query 61 CTCGCTTGCCAACACAGAGCAAACTGACTCTCTACTCCCTATTACTGTTGGAGCGGGAGG 120

Frrrrrrrrrrrrrrrrrr e
Sbjct 50554 CTCGCTTGCCAACACAGAGTAAACTGACTCTCTACTCCCTATTACTGTTGGAGCGGGAGG 50495

Query 121 ATGAAACGCCGTCCAAGCGTAACCGAATTTACGAGCGGTATGTAATGGCTGCAAAGCGTA 180

Frrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr et rrrr e
Sbjct 50494 ATGAAACGCCGTCCAAGCGTAACCGAATTTATGAGCGGTATGTAATGGCTGCAAAGCGTA 50435

Query 181 TCGATGCGGATGTGCGGACTGACAGAACGATTCATGACCGGTTGTCACAGTTGACGTTGA 240

Frrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e rl
Sbjct 50434 TCGATGCGGATGTGCGGACTGACAGAACGATTCATGACCGGTTGTCACAGTTGACGCTGA 50375

Query 241 AAGGGTTCCTAGACGTAGACGAACAGAATAAGGGCCCCAAAGGCGGCTCATACTATGAGT 300

Frerrrerr rrrrrrrr rrrrrrrrr et
Sbjct 50374 AAGGATTCCTGGACGTAGATGAACAGAATAAGGGCCCCAAAGGGGGCTCATACTATGAGT 50315

Query 301 ACGAATTTTCGATTCGCGCAGATTTGGCACAGGAAGTATTTC 342

Frrrrrrrrrrrrrrrr et rrrrrrr e rrrr e
Sbjct 50314 ACGAATTTTCGATTCGCGCGGATTTGGCACAGGAAGTACTTC 50273

C-46

AGCGCATGTGCGACAGGCGACGAGATTGTTGAGCGCGATAAAGTTCGCGACGAATT
AACTCGCTTGCCAACACAGAGCAGAACTGACTCTCTACTCCCTATTACTGTTGGAGC
GGGAGGATGAAACGCCGTCCAAGCGTAACCGAATTTACGAGCGGTATGTAATGGCT
GCAAAGCGTATCGATGCGGATGTGCGGACTGACAGAACGATTCATGACCGGTTGTC
ACAGTTGACGTTGAAAGGGTTCCTAGACGTAGACGAACAGAATAAGGGCCCCAAA
GGCGGCTCATACTATGAGTACGAATTTTCGATTCGCGCGGATTTGGCACAGGAAGT
ATTTCTTCGATCCCAGCCAGTAACNT

Descriptions

Legend for links to other resources: UniGene  GEO Gene  Structure Map Viewer PubChem
BioAssay

Sequences producing significant alignments:

. . Max  Total uer E Max | .
Accession Description — = —— Links
score  score coverage value ident
Haloarcula hispanica ATCC 33960
CP002922.1 D 614 614 94% 2e-172 99%
chromosome Il, complete sequence
Haloarcula marismortui ATCC 43049
AY596298.1 564 564 94% 2e-157 96%
chromosome Il, complete sequence
[ . .
> gb|CP002922.1| Haloarcula hispanica ATCC 33960 chromosome II, complete
sequence
Length=488918
Features in this part of subject sequence:
cell division control protein 6
Score = 614 bits (332), Expect = 2e-172
Identities = 339/342 (99%), Gaps = 2/342 (1%)
Strand=Plus/Plus
Query 1 AGCGCATGTGCGACAGGC-GACGAGATTGTTGAGCGCGATAAAGTTCGCGACGAATTAAC 59

PEEEErrrerrrr et rerr e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 801  AGCGCATGTGCGACAGGCAGACGAGATTGITGAGCGCGATAAAGTTCGCGACGAATTAAC 860
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Query 60 TCGCTTGCCAACACAGAGCAGAACTGACTCTCTACTCCCTATTACTGTTGGAGCGGGAGG 119

Frerrrrrrrrrrreerrrr reerrrrrre et et et e e
Sbjct 861 TCGCTTGCCAACACAGAGCA-AACTGACTCTCTACTCCCTATTACTGTTGGAGCGGGAGG 919

Query 120 ATGAAACGCCGTCCAAGCGTAACCGAATTTACGAGCGGTATGTAATGGCTGCAAAGCGTA 179

Frrrrrrrrrrrrreerrrrrrrrrrr e et r e e
Sbjct 920 ATGAAACGCCGTCCAAGCGTAACCGAATTTACGAGCGGTATGTAATGGCTGCAAAGCGTA 979

Query 180  TCGATGCGGATGTGCGGACTGACAGAACGATTCATGACCGGTTGTCACAGITGACGTTGA 239

FEErrrrrrrrrrrr et et et e et e e e e e r e e e
Sbjct 980  TCGATGCGGATGTGCGGACTGACAGAACGATTCATGACCGGTITGTCACAGTTGACGTTGA
1039

Query 240  AAGGGTTCCTAGACGTAGACGAACAGAATAAGGGCCCCAAAGGCGGCTCATACTATGAGT 299
PEErrrrrrrrrrrr et et et e e e e e e e e e e e

Sbjct 1040 AAGGGTTCCTAGACGTAGACGAACAGAATAAGGGCCCCAAAGGCGGCTCATACTATGAGT

1099

Query 300 ACGAATTTTCGATTCGCGCGGATTTGGCACAGGAAGTATTTC 341

FEEEEEErrrrr et e e et e e e
Sbjct 1100 ACGAATTTTCGATTCGCGCGGATTTGGCACAGGAAGTACTTC 1141

-
> gb|AY596298.1 | Haloarcula marismortui ATCC 43049 chromosome 1T,
complete sequence

Length=288050

Features in this part of subject sequence:
cell division control protein 6 homolog 1

Score = 564 bits (305), Expect 2e-157
Identities = 330/342 (96%), Gaps = 2/342 (1%)
Strand=Plus/Minus

Query 1 AGCGCATGTGCGACAGGC-GACGAGATTGTTGAGCGCGATAAAGTTCGCGACGAATTAAC 59

FEEEEErrrr e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 50613 AGCGCATGTGAGACAGGCAGACGAGATTGTTGAGCGCGATAAAGTGCGCGACGAATTAAC 50554

Query 60 TCGCTTGCCAACACAGAGCAGAACTGACTCTCTACTCCCTATTACTGTTGGAGCGGGAGG 119

Frrrrrrrrrrerrrrrr o rrrrerr e e e e e e e e e e
Sbjct 50553 TCGCTTGCCAACACAGAGTA-AACTGACTCTCTACTCCCTATTACTGTTGGAGCGGGAGG 50495

Query 120 ATGAAACGCCGTCCAAGCGTAACCGAATTTACGAGCGGTATGTAATGGCTGCAAAGCGTA 179

Frerrrrrrrrerrrrrrerrrrrrerr et e rr e e e e e e
Sbjct 50494 ATGAAACGCCGTCCAAGCGTAACCGAATTTATGAGCGGTATGTAATGGCTGCAAAGCGTA 50435

Query 180 TCGATGCGGATGTGCGGACTGACAGAACGATTCATGACCGGTTGTCACAGTTGACGTTGA 239

Frrrrrrrrrrerrrrrrerrrrrrerrrrrr e e rr e e e e e e el
Sbjct 50434 TCGATGCGGATGTGCGGACTGACAGAACGATTCATGACCGGTTGTCACAGTTGACGCTGA 50375

Query 240 AAGGGTTCCTAGACGTAGACGAACAGAATAAGGGCCCCAAAGGCGGCTCATACTATGAGT 299
PR rrrrr rrrrrrrr rrrrrrrr e e e e e et e e e e

Sbjct 50374 AAGGATTCCTGGACGTAGATGAACAGAATAAGGGCCCCAAAGGGGGCTCATACTATGAGT 50315

Query 300 ACGAATTTTCGATTCGCGCGGATTTGGCACAGGAAGTATTTC 341

FEEErrrrrrrrrrr e e e e e e e e el
Sbjct 50314 ACGAATTTTCGATTCGCGCGGATTTGGCACAGGAAGTACTTC 50273

C-50

AGCGCATGTGCGACAGGCAGACGAGATGGTTGAGCGACGATAAAGTTCGCGACGA
ATTAACTCGCTTGCCAACACAGAGCAAACTGACTCTCTACTCCCTATTACTGTTGGA
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GCGGGAGGATGAAACGCCGTCCAAGCGTAACCGAATTTACGAGCGGTATGTAATG
GCTGCAAAGCGTATCGATGCGGATGTGCGGACTGACAGAACGATTCATGACCGGTT
GTCACAGTTGACGTTGAAAGGGTTCCTAGACGTAGACGAACAGAATAAGGGCCCC
AAAGGCGGCTCATACTATGAGTACGAATTTTCGATTCGCGCGGATTTGGCACAGGA
AGTATTTCTTCGACCCCAGCGGTAAC

T

Descriptions

Legend for links to other resources: UniGene  GEO  Gene  Structure  Map Viewer  PubChem
BioAssay

Sequences producing significant alignments:

. . Max  Total uer E Max | .
Accession Description - " — Links
score  score coverage Vvalue ident
CP002922 1 Haloarcula hispanica ATCC 33960 614 614 94% 26-172 99%
=~ chromosome Il, complete sequence -
Haloarcula marismortui ATCC 4304
AY59629g.1 aloarcula marismortul ATCC 43049 564 564 94% 2¢-157 96%
chromosome Il, complete sequence
[ . .
> gb|CP002922.1 | Haloarcula hispanica ATCC 33960 chromosome II, complete

sequence
Length=488918

Features in this part of subject sequence:
cell division control protein 6

Score = 614 bits (332), Expect = 2e-172
Identities = 339/342 (99%), Gaps = 1/342 (0%)
Strand=Plus/Plus

Query 1 AGCGCATGTGCGACAGGCAGACGAGATGGTTGAGCGACGATAAAGTTCGCGACGAATTAA 60

Frrrrrrrrrrerrrrrrerrrrrrer rerre et rrr e e e e e e
Sbjct 801  AGCGCATGTGCGACAGGCAGACGAGATTGTTGAGCG-CGATAAAGTTCGCGACGAATTAA 859

Query 61 CTCGCTTGCCAACACAGAGCAAACTGACTCTCTACTCCCTATTACTGTTGGAGCGGGAGG 120

FEEEEEEErr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 860  CTCGCTTGCCAACACAGAGCAAACTGACTCTCTACTCCCTATTACTGTTGGAGCGGGAGG 919

Query 121 ATGAAACGCCGTCCAAGCGTAACCGAATTTACGAGCGGTATGTAATGGCTGCAAAGCGTA 180

FEEEEEEErr e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 920  ATGAAACGCCGTCCAAGCGTAACCGAATTTACGAGCGGTATGTAATGGCTGCAAAGCGTA 979

Query 181 TCGATGCGGATGTGCGGACTGACAGAACGATTCATGACCGGTTGTCACAGTTGACGTTGA 240

FEEEEEEEEr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ey |
Sbjct 980  TCGATGCGGATGTGCGGACTGACAGAACGATTCATGACCGGTTGTCACAGTTGACGTTGA 1039

Query 241 AAGGGTTCCTAGACGTAGACGAACAGAATAAGGGCCCCAAAGGCGGCTCATACTATGAGT 300

Frrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrerrrrrr e e e e e e e e e e
Sbjct 1040 AAGGGTTCCTAGACGTAGACGAACAGAATAAGGGCCCCAAAGGCGGCTCATACTATGAGT 1099

Query 301 ACGAATTTTCGATTCGCGCGGATTTGGCACAGGAAGTATTTC 342

FEErrrrrrrrrrrr e rrrr e e e rrrrerr el
Sbjct 1100 ACGAATTTTCGATTCGCGCGGATTTGGCACAGGAAGTACTTC 1141
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> gb|AY596298.1| Haloarcula marismortui ATCC 43049 chromosome II, complete
sequence
Length=288050

Features in this part of subject sequence:
cell division control protein 6 homolog 1

Score = 564 bits (305), Expect = 2e-157
Identities = 330/342 (96%), Gaps = 1/342 (0%)
Strand=Plus/Minus

Query 1 AGCGCATGTGCGACAGGCAGACGAGATGGTTGAGCGACGATAAAGTTCGCGACGAATTAA 60

FErrrrrerr reerrrrrrrrrrrrr rerrr e terrr et rrerrr e
Sbjct 50613 AGCGCATGTGAGACAGGCAGACGAGATTGTTGAGCG-CGATAAAGTGCGCGACGAATTAA
50555

Query 61 CTCGCTTGCCAACACAGAGCAAACTGACTCTCTACTCCCTATTACTGTTGGAGCGGGAGG
120

FErrrrrrrrrrerrrrrr terrrr et et e e e e e e e e
Sbjct 50554 CTCGCTTGCCAACACAGAGTAAACTGACTCTCTACTCCCTATTACTGTTGGAGCGGGAGG
50495

Query 121 ATGAAACGCCGTCCAAGCGTAACCGAATTTACGAGCGGTATGTAATGGCTGCAAAGCGTA
180

FErrrrrrrrrrerrrrrrerrrrrrrrrrr trerr e e e e e e
Sbjct 50494 ATGAAACGCCGTCCAAGCGTAACCGAATTTATGAGCGGTATGTAATGGCTGCAAAGCGTA
50435

Query 181 TCGATGCGGATGTGCGGACTGACAGAACGATTCATGACCGGTTGTCACAGTTGACGTTGA
240

Sbjct 50434 TCGATGCGGATGTGCGGACTGACAGAACGATTCATGACCGGTTGTCACAGTTGACGCTGA
50375

Query 241 AAGGGTTCCTAGACGTAGACGAACAGAATAAGGGCCCCAAAGGCGGCTCATACTATGAGT
300

Sbjct 50374 AAGGATTCCTGGACGTAGATGAACAGAATAAGGGCCCCAAAGGGGGCTCATACTATGAGT
50315

Query 301 ACGAATTTTCGATTCGCGCGGATTTGGCACAGGAAGTATTTC 342

FEEEEErrrr et e e e e e e e et il
Sbjct 50314 ACGAATTTTCGATTCGCGCGGATTTIGGCACAGGAAGTACTTC 50273

C-51

AGCGCATGTGCGACAGGCAGACGAGATTGTTGAGCGCGATAAAGTTCGCGACGAA
TTAACTCGCTTGCCAACACAGAGCAGAACTGACTCTCTACTCCCTATTACTGTTGGA
GCGGGAGGATGAAACGCCGTCCAAGCGTAACCGAATTTACGAGCGGTATGTAATG
GCTGCAAAGCGTATCGATGCGGATGTGCGGACTGACAGAACGATTCATGACCGGTT
GTCACAGTTGACGTTGAAAGGGTTCCTAGACGTAGACGAACAGAATAAGGGCCCC
AAAGGCGGCTCATACTATGAGTACGAATGGTTCGATTCGCGCGGATTTGGCACAGG
AAGTATTTCGTTCGATCCCAGCGGTAACGT

Descriptions

Legend for links to other resources: UniGene GEO Gene Structure Map Viewer PubChem BioAssay
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Sequences producing significant alignments:

. . Max Total uer E M .
Accession Description - - " = . Links
score score coverage value ident
Haloarcula hispanica ATCC 33960 chromosome I,
CP002922.1 P 610 610 94% 2e-171 98%
complete sequence
Haloarcula marismortui ATCC 43049 chromosome 11,
AY596298.1 560 560 94% 2e-156 96%
complete sequence
> gb|CP002922.1| Haloarcula hispanica ATCC 33960 chromosome II, complete sequence
Length=488918
Features in this part of subject sequence:
cell division control protein 6
Score = 610 bits (330), Expect = 2e-171
Identities = 339/343 (99%), Gaps = 2/343 (1%)
Strand=Plus/Plus
Query 1 AGCGCATGTGCGACAGGCAGACGAGATTGTTGAGCGCGATAAAGTTCGCGACGAATTAAC 60

Frrrrrrrrrrrrrrrrrrr e
Sbjct 801 AGCGCATGTGCGACAGGCAGACGAGATTGTTGAGCGCGATAAAGTTCGCGACGAATTAAC 860

Query 61 TCGCTTGCCAACACAGAGCAGAACTGACTCTCTACTCCCTATTACTGTTGGAGCGGGAGG 120

FErrrrrrrrrerrrrrrer rerrrrr e e e e e e e e e e e
Sbjct 861  TCGCTTGCCAACACAGAGCA-AACTGACTCTCTACTCCCTATTACTGTTGGAGCGGGAGG 919

Query 121 ATGAAACGCCGTCCAAGCGTAACCGAATTTACGAGCGGTATGTAATGGCTGCAAAGCGTA 180

FErrrrrrrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e e
Sbjct 920  ATGAAACGCCGTCCAAGCGTAACCGAATTTACGAGCGGTATGTAATGGCTGCAAAGCGTA 979

Query 181 TCGATGCGGATGTGCGGACTGACAGAACGATTCATGACCGGTTGTCACAGTTGACGTTGA 240

FErrrrrrrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e e
Sbjct 980  TCGATGCGGATGTGCGGACTGACAGAACGATTCATGACCGGTTGTCACAGTTGACGTTGA 1039

Query 241 AAGGGTTCCTAGACGTAGACGAACAGAATAAGGGCCCCAAAGGCGGCTCATACTATGAGT 300

FEEEEEEErr e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 1040 AAGGGTTCCTAGACGTAGACGAACAGAATAAGGGCCCCAAAGGCGGCTCATACTATGAGT 1099

Query 301 ACGAATGGTTCGATTCGCGCGGATTTGGCACAGGAAGTATTTC 343

R N R R R R AR N
Sbjct 1100 ACGAATT-TTCGATTCGCGCGGATTTGGCACAGGAAGTACTTC 1141

-
> gb|AY596298.1 | Haloarcula marismortui ATCC 43049 chromosome II,
complete sequence

Length=288050

Features in this part of subject sequence:
cell division control protein 6 homolog 1

Score = 560 bits (303), Expect = 2e-156
Identities = 330/343 (96%), Gaps = 2/343 (1%)
Strand=Plus/Minus

Query 1 AGCGCATGTGCGACAGGCAGACGAGATTGTTGAGCGCGATAAAGTTCGCGACGAATTAAC 60

FErrrrrrrr rrrrrrrrrrrrrrerrrrrre e rrr e e et e e e
Sbjct 50613 AGCGCATGTGAGACAGGCAGACGAGATTGTTGAGCGCGATAARAGTGCGCGACGAATTAAC 50554

Query 61 TCGCTTGCCAACACAGAGCAGAACTGACTCTCTACTCCCTATTACTGTTGGAGCGGGAGG 120

Frrrrrrrrrrerrrrrr o rrrrerrrrr e e e e e e e e e
Sbjct 50553 TCGCTTGCCAACACAGAGTA-AACTGACTCTCTACTCCCTATTACTGTTGGAGCGGGAGG 50495

Query 121 ATGAAACGCCGTCCAAGCGTAACCGAATTTACGAGCGGTATGTAATGGCTGCAAAGCGTA 180
Frerrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrerr et e rr e e e e e e
Sbjct 50494 ATGAAACGCCGTCCAAGCGTAACCGAATTTATGAGCGGTATGTAATGGCTGCAAAGCGTA 50435

Query 181 TCGATGCGGATGTGCGGACTGACAGAACGATTCATGACCGGTTGTCACAGTTGACGTTGA 240
Frrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrerrrrrr e e rrr e e e e e e el
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Sbjct 50434 TCGATGCGGATGTGCGGACTGACAGAACGATTCATGACCGGTTGTCACAGTTGACGCTGA 50375

Query 241 AAGGGTTCCTAGACGTAGACGAACAGAATAAGGGCCCCAAAGGCGGCTCATACTATGAGT 300

Frerrrrer rrrrrrrr rrrrrrrrrrrrrr et
Sbjct 50374 AAGGATTCCTGGACGTAGATGAACAGAATAAGGGCCCCAAAGGGGGCTCATACTATGAGT 50315

Query 301 ACGAATGGTTCGATTCGCGCGGATTTGGCACAGGAAGTATTTC 343

Frrrrr e e
Sbjct 50314 ACGAATT-TTCGATTCGCGCGGATTTGGCACAGGAAGTACTTC 50273

EK 3 Protokatekhuat 3,4 dioksijenaz enzimini kodlayan muhtemel gen
bolgelerinin sekans analizi sonuc¢lar

C-24

TGCTGACGACGTGATGGCTACTACAGCTCCGCACCATCAGCACGGGACCGTACCAT
GGCGCAACGGCCGAACGACTGGCGCCCGGCGCACATCCACTTCGCCATCAGCGGCC
CGTCGATCGCCACCAAGCTGATTACCCAGCTGTACTTCGAGGGTGACCCGCTGATC
CCGATGTGCCCGATCGTCAAGTCGATCGCCAACCCGCAAGCCGTGCAGCAGTTGAT
CGCCAAGCTCGACATGAGCAACGCCAACCCGATGGACTGCCTGGCCTACCGCTTCG
ATATCGTCCTGCGCGAG

Descriptions

Legend for links to other resources: UniGene  GEO Gene  Structure Map Viewer PubChem
BioAssay

Sequences producing significant alignments:

. . Max Total uer E Max .
Accession Description : Links
score score coverage value ident
CP002870.1 Pseudomonas putida S16, complete genome 470 470 96% i;g 96%
CP002290.1 Pseudomonas putida BIRD-1, complete genome 439 439 95% i;O 94%
CP000712.1 Pseudomonas putida F1, complete genome 439 439 96% i;O 94%
AEQ015451.1 Pseudomonas putida KT2440 complete genome 434 434 96% ﬁB 94%
CP000926.1 Pseudomonas putida GB-1, complete genome 417 417 95% ﬁS 93%
EF434422.1 anultured bacterium cl.one gLB(3) protoca}techuate 3,4- M7 417 90% 2e- 94%
= dioxygenase beta subunit (pcaH) gene, partial cds 113
Pseudomonas putida strain DSMZ 2112 protocatechuate 0 Se- 0

DG841291.1 3,4-dioxygenase b-subunit (pcaH) gene, partial cds 416 416 94% 113 93%

EF434450.1 Uncultured bacterium clone gFR1 protocatechuate 3,4- 410 410 90% 2e-  94%
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Sequences producing significant alignments:

. __ Max Total uer E Max .
Accession Description . Links
score score coverage value ident

dioxygenase beta subunit (pcaH) gene, partial cds 111

Pseudomonas putida (ATCC 23975) protocatechuate 3,4- 3e-
L14836.1  dioxygenase beta and alpha subunits (pcaH and pcaG) 403 403 98% 109 91%

genes, complete cds

Pseudomonas putida strain ATCC 23975 protocatechuate 0 8e- 0
DQ841290.1 3,4-dioxygenase b-subunit (pcaH) gene, partial cds 389 389 96% 105 90%
AJ295623.1 Pseudomonas putida pcaH gene and pcaG gene 389 389 96% %5 90%
CT573326.1 Pseudomonas entomophila str. L48 chromosome,complete 376 376 96% 5e- 89%
= sequence 101

. 2e-

CP000949.1 Pseudomonas putida W619, complete genome 374 374 95% 180 89%
CP002727.1 Pseudomonas fulva 12-X, complete genome 340 340 98% 3e-90 86%
v18527 1 Pseudomonas sp. pobA, pobR, pcaQ, pcaH and pcaG 333 333 92% 50-88 87%
—  genes

Pseudomonas sp. DSM 6978 protocatechuate 3,4-
DQ841293.1 .. . . 27 27 % 2e- 7%
Degal29sl dioxygenase b-subunit (pcaH) gene, partial cds S 88% e-86 87%
CP000076.1 Pseudomonas fluorescens Pf-5, complete genome 298 298 96% le-77 83%

Pseudomonas sp. IMT40 ferulyl-CoA synthetase gene,
partial cds; and para-hydroxy Benzoat hydroxylase
AF302797.2 (pobA), PobR (pobR), PcaQ (pcaQ), protocatechuate 3,4
dioxygenase beta subunit (pcaH), and protocatechuate 3,4
dioxygenase alpha subunit (pcaG) genes, complete cds

CP002620.1 Pseudomonas mendocina NK-01, complete genome 284 284 98% 2e-73 82%
Pseudomonas stutzeri ATCC 17588 = LMG 11199,

N
[e0}
(o)}

286  90% Te-74 84%

CP002881.1 280 280 95% 3e-72 82%
complete genome

CP000304.1 Pseudomonas stutzeri A1501, complete genome 280 280 95% 3e-72 82%

CP002622.1 Pseudomonas stutzeri DSM 4166, complete genome 275 275 95% 1e-70 82%

EM209186.1 Pseudomonas aeruginosa LESB58 complete genome 259 259 90% 96-66 81%

sequence
Pseudomonas aeruginosa UCBPP-PA14, complete

CP000438.1 genome 259 259 90% 9e-66 81%
AE004091.2 Pseudomonas aeruginosa PAO1L, complete genome 259 259 90% 9e-66 81%
CP000744.1 Pseudomonas aeruginosa PA7, complete genome 257 257 95% 3e-65 80%
CP001157.1 Azotobacter vinelandii DJ, complete genome 250 250 98% 5e-63 79%
CPO00075.1 :;e]t;i]c;monas syringae pv. syringae B728a, complete 24 244 95% 26-61 79%

Pseudomonas brassicacearum subsp. brassicacearum

CPQ02585.1 NFM421, complete genome

233 233 98% 4e-58 78%

Pseudomonas syringae pv. tomato str. DC3000, complete
genome

Pseudomonas putida NCIMB 9869 plasmid pRA500 p-
cresol degradative pathway genes, p-
U96339.1  hydroxybenzaldehyde dehydrogenase (pchA) gene, partial 228 228 90% 2e-56 79%
cds, and p-cresol methylhydroxylase, cytochrome subunit
(pchC), unknown (pchX), p-cresol methylhydroxylase,

AE016853.1 233 233 95% 4e-58 79%

155


file:///C:/Documents%20and%20Settings/cmr/Desktop/feyza%203/sekans%20deÄ�erlendirilmesi/15.gen/Blast.cgi%23sort_mark
file:///C:/Documents%20and%20Settings/cmr/Desktop/feyza%203/sekans%20deÄ�erlendirilmesi/15.gen/Blast.cgi%23sort_mark
file:///C:/Documents%20and%20Settings/cmr/Desktop/feyza%203/sekans%20deÄ�erlendirilmesi/15.gen/Blast.cgi%23sort_mark
file:///C:/Documents%20and%20Settings/cmr/Desktop/feyza%203/sekans%20deÄ�erlendirilmesi/15.gen/Blast.cgi%23sort_mark
file:///C:/Documents%20and%20Settings/cmr/Desktop/feyza%203/sekans%20deÄ�erlendirilmesi/15.gen/Blast.cgi%23sort_mark
file:///C:/Documents%20and%20Settings/cmr/Desktop/feyza%203/sekans%20deÄ�erlendirilmesi/15.gen/Blast.cgi%23sort_mark
file:///C:/Documents%20and%20Settings/cmr/Desktop/feyza%203/sekans%20deÄ�erlendirilmesi/15.gen/Blast.cgi%23sort_mark
file:///C:/Documents%20and%20Settings/cmr/Desktop/feyza%203/sekans%20deÄ�erlendirilmesi/15.gen/Blast.cgi%23sort_mark
file:///C:/Documents%20and%20Settings/cmr/Desktop/feyza%203/sekans%20deÄ�erlendirilmesi/15.gen/Blast.cgi%23sort_mark
file:///C:/Documents%20and%20Settings/cmr/Desktop/feyza%203/sekans%20deÄ�erlendirilmesi/15.gen/Blast.cgi%23sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/294343?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=3ZA3DUM601N
file:///C:/Documents%20and%20Settings/cmr/Desktop/feyza%203/sekans%20deÄ�erlendirilmesi/15.gen/NCBI%20BlastNucleotide%20Sequence%20(297%20letters).htm%23294343
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/112379428?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=14&RID=3ZA3DUM601N
file:///C:/Documents%20and%20Settings/cmr/Desktop/feyza%203/sekans%20deÄ�erlendirilmesi/15.gen/NCBI%20BlastNucleotide%20Sequence%20(297%20letters).htm%23112379428
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/9501684?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=15&RID=3ZA3DUM601N
file:///C:/Documents%20and%20Settings/cmr/Desktop/feyza%203/sekans%20deÄ�erlendirilmesi/15.gen/NCBI%20BlastNucleotide%20Sequence%20(297%20letters).htm%239501684
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/95101722?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=16&RID=3ZA3DUM601N
file:///C:/Documents%20and%20Settings/cmr/Desktop/feyza%203/sekans%20deÄ�erlendirilmesi/15.gen/NCBI%20BlastNucleotide%20Sequence%20(297%20letters).htm%2395101722
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/169757190?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=17&RID=3ZA3DUM601N
file:///C:/Documents%20and%20Settings/cmr/Desktop/feyza%203/sekans%20deÄ�erlendirilmesi/15.gen/NCBI%20BlastNucleotide%20Sequence%20(297%20letters).htm%23169757190
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/333113473?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=18&RID=3ZA3DUM601N
file:///C:/Documents%20and%20Settings/cmr/Desktop/feyza%203/sekans%20deÄ�erlendirilmesi/15.gen/NCBI%20BlastNucleotide%20Sequence%20(297%20letters).htm%23333113473
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/4886551?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=19&RID=3ZA3DUM601N
file:///C:/Documents%20and%20Settings/cmr/Desktop/feyza%203/sekans%20deÄ�erlendirilmesi/15.gen/NCBI%20BlastNucleotide%20Sequence%20(297%20letters).htm%234886551
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/112379434?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=20&RID=3ZA3DUM601N
file:///C:/Documents%20and%20Settings/cmr/Desktop/feyza%203/sekans%20deÄ�erlendirilmesi/15.gen/NCBI%20BlastNucleotide%20Sequence%20(297%20letters).htm%23112379434
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/68342549?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=21&RID=3ZA3DUM601N
file:///C:/Documents%20and%20Settings/cmr/Desktop/feyza%203/sekans%20deÄ�erlendirilmesi/15.gen/NCBI%20BlastNucleotide%20Sequence%20(297%20letters).htm%2368342549
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/13878314?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=23&RID=3ZA3DUM601N
file:///C:/Documents%20and%20Settings/cmr/Desktop/feyza%203/sekans%20deÄ�erlendirilmesi/15.gen/NCBI%20BlastNucleotide%20Sequence%20(297%20letters).htm%2313878314
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/328915200?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=24&RID=3ZA3DUM601N
file:///C:/Documents%20and%20Settings/cmr/Desktop/feyza%203/sekans%20deÄ�erlendirilmesi/15.gen/NCBI%20BlastNucleotide%20Sequence%20(297%20letters).htm%23328915200
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/338799449?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=25&RID=3ZA3DUM601N
file:///C:/Documents%20and%20Settings/cmr/Desktop/feyza%203/sekans%20deÄ�erlendirilmesi/15.gen/NCBI%20BlastNucleotide%20Sequence%20(297%20letters).htm%23338799449
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/145568602?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=26&RID=3ZA3DUM601N
file:///C:/Documents%20and%20Settings/cmr/Desktop/feyza%203/sekans%20deÄ�erlendirilmesi/15.gen/NCBI%20BlastNucleotide%20Sequence%20(297%20letters).htm%23145568602
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/327478612?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=27&RID=3ZA3DUM601N
file:///C:/Documents%20and%20Settings/cmr/Desktop/feyza%203/sekans%20deÄ�erlendirilmesi/15.gen/NCBI%20BlastNucleotide%20Sequence%20(297%20letters).htm%23327478612
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/218768969?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=28&RID=3ZA3DUM601N
file:///C:/Documents%20and%20Settings/cmr/Desktop/feyza%203/sekans%20deÄ�erlendirilmesi/15.gen/NCBI%20BlastNucleotide%20Sequence%20(297%20letters).htm%23218768969
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/115583796?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=29&RID=3ZA3DUM601N
file:///C:/Documents%20and%20Settings/cmr/Desktop/feyza%203/sekans%20deÄ�erlendirilmesi/15.gen/NCBI%20BlastNucleotide%20Sequence%20(297%20letters).htm%23115583796
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/110227054?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=30&RID=3ZA3DUM601N
file:///C:/Documents%20and%20Settings/cmr/Desktop/feyza%203/sekans%20deÄ�erlendirilmesi/15.gen/NCBI%20BlastNucleotide%20Sequence%20(297%20letters).htm%23110227054
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geoprofiles/?term=110227054%5bgi%5d&RID=3ZA3DUM601N&log$=geotop&blast_rank=30
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geoprofiles/?term=110227054%5bgi%5d&RID=3ZA3DUM601N&log$=geotop&blast_rank=30
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/150958624?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=31&RID=3ZA3DUM601N
file:///C:/Documents%20and%20Settings/cmr/Desktop/feyza%203/sekans%20deÄ�erlendirilmesi/15.gen/NCBI%20BlastNucleotide%20Sequence%20(297%20letters).htm%23150958624
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/226717097?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=32&RID=3ZA3DUM601N
file:///C:/Documents%20and%20Settings/cmr/Desktop/feyza%203/sekans%20deÄ�erlendirilmesi/15.gen/NCBI%20BlastNucleotide%20Sequence%20(297%20letters).htm%23226717097
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/63253978?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=33&RID=3ZA3DUM601N
file:///C:/Documents%20and%20Settings/cmr/Desktop/feyza%203/sekans%20deÄ�erlendirilmesi/15.gen/NCBI%20BlastNucleotide%20Sequence%20(297%20letters).htm%2363253978
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/327374765?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=34&RID=3ZA3DUM601N
file:///C:/Documents%20and%20Settings/cmr/Desktop/feyza%203/sekans%20deÄ�erlendirilmesi/15.gen/NCBI%20BlastNucleotide%20Sequence%20(297%20letters).htm%23327374765
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/28856110?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=35&RID=3ZA3DUM601N
file:///C:/Documents%20and%20Settings/cmr/Desktop/feyza%203/sekans%20deÄ�erlendirilmesi/15.gen/NCBI%20BlastNucleotide%20Sequence%20(297%20letters).htm%2328856110
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/4808509?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=36&RID=3ZA3DUM601N
file:///C:/Documents%20and%20Settings/cmr/Desktop/feyza%203/sekans%20deÄ�erlendirilmesi/15.gen/NCBI%20BlastNucleotide%20Sequence%20(297%20letters).htm%234808509

Accession

CP000058.1

CP000490.1

CP000285.1

AY457919.1

AF253466.1

CP000781.1

DQ318103.1

EU155151.1

AY457916.1

Sequences producing significant alignments:

Description

flavoprotein subunit (pchF), protocatechuate-3,4-
dioxygenase, beta subunit (pcaH) and protocatechuate-3,4-
dioxygenase, alpha subunit (pcaG) genes, complete cds

Pseudomonas syringae pv. phaseolicola 1448A, complete
genome

Paracoccus denitrificans PD1222 chromosome 2,
complete sequence

Chromohalobacter salexigens DSM 3043, complete
genome

Marine alpha proteobacterium Y4l putative Zn-dependent
hydrolase gene, partial cds; putative LysR type
transcriptional regulator (pcaQ), putative gamma-
carboxymuconolactone decarboxylase (pcaC), putative
protocatechuate 3,4 dioxygenase beta subunit (pcaH), and
putative protocatechuate 3,4 dioxygenase alpha subunit
(pcaG) genes, complete cds; and conserved hypothetical
protein gene, partial cds

Alpha proteobacterium Y3F putative Zn-dependent

hydrolase gene, partial cds; LysR-type transcriptional

regulator (pcaQ), gamma-carboxymuconolactone

decarboxylase (pcaC), protocatechuate 3,4-dioxygenase 140 140 94%
beta subunit (pcaH), and protocatechuate 3,4-dioxygenase

alpha subunit (pcaG) genes, complete cds; and

hypothetical protein gene, partial cds

Xanthobacter autotrophicus Py2, complete genome 138 138 89%

Uncultured bacterium clone EP38 protocatechuate 3,4-
dioxygenase beta subunit (pcaH) gene, partial cds

Chromohalobacter sp. HS2 LysR-type transcriptional
regulator (pcaQ), protocatechuate 3,4-dioxygenase beta
subunit (pcaH), protocatechuate 3,4-dioxygenase alpha
subunit (pcaG), AraC family of transcriptional regulator
(pobR), p-hydroxyBenzoat hydroxylase (pobA), LysR-
type transcriptional regulator (catR), muconate
cycloisomerase (catB), muconolactone delta-isomerase
(catC), catechol 1,2-dioxygenase (catA), Benzoat 1,2-
dioxygenase large subunit (benA), Benzoat 1,2-
dioxygenase small subunit (benB), electron transfer
component of Benzoat 1,2-dioxygenase (benC), Benzoat
diol dehydrogenase (benD), and Benzoat membrane
transport protein (benE) genes, complete cds; and
unknown genes

Marine alpha proteobacterium SE45 putative shikimate
dehydrogenase (aeroE2) gene, partial cds; and putative
TetR family transcriptional regulator (tetR), putative LysR
type transcriptional regulator (pcaQ), putative enol-lactone

Max Total uer E Max .
—_— = h Links
score score coverage value ident
206 206 98% 5e-50 76%
159 159 95% 7e-36 73%
154 154 97% 3e-34 73%
141 141 94% 2e-30 72%
6e-30 72%
2e-29 72%
134 134 93% 3e-28 71%
127 127 9% 4e-26 71%
2e-24 71%

hydrolase (pcaD), putative gamma carboxymuconolactone 122 122 97%
decarboxylase (pcaC), putative protocatechuate 3,4

dioxygenase beta subunit (pcaH), putative protocatechuate

3,4 dioxygenase alpha subunit (pcaG), conserved

hypothetical protein, and putative AraC type
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Sequences producing significant alignments:

Max Total E M :
ax Tota uer E ax | e

Accession Description :
score score coverage value ident

transcriptional regulator (pobR) genes, complete cds
CP002910.1 Klebsiella pneumoniae KCTC 2242, complete genome 11

Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae NTUH-K2044
DNA, complete genome

[ee}

118  94% 2e-23 71%

[EN
[N
NS

AP006725.1 114 94% 2e-22 70%

Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae MGH 78578,

CP000647.1
complete sequence

114

[EN
NS

114 94% 2e-22 70%

Ruegeria pomeroyi DSS-3 megaplasmid, complete

CP000032.1
sequence

=
[N
w

113 98% 9e-22 70%

Silicibacter pomeroyi putative LysR type transcriptional
regulator (pcaQ), putative para-hydroxyBenzoat
hydroxylase (pobA), putative gamma-
carboxymuconolactone decarboxylase (pcaC), putative
protocatechuate 3,4 dioxygenase beta subunit (pcaH), and
putative protocatechuate 3,4 dioxygenase alpha subunit
(pcaG) genes, complete cds; and conserved hypothetical
protein gene, partial cds

CP001875.2 Pantoea ananatis LMG 20103, complete genome 111 111 99% 3e-21 70%
AP012032.1 Pantoea ananatis AJ13355 DNA, complete genome 105 105 99% 1le-19 69%

AY457918.1

=
[N
w

113 98% 9e-22 70%

Uncultured bacterium clone CL50 protocatechuate 3,4-

DQ31 Ao . . 1 1 7% le-1 %
£18050 dioxygenase beta subunit (pcaH) gene, partial cds 105 05 97% e-19 69%
FN543502.1 Citrobacter rodentium ICC168, complete genome 104 104 90% 4e-19 70%
BA000040.2 gBersg?;r:uoblum japonicum USDA 110 DNA, complete 933 933 90% 86-16 68%
Streptomyces viridosporus T7A putative protocatechuate 0 ) 0
GU180198.1 3,4-dioxygenase b-subunit mMRNA, partial cds 897 897 52% le-14 74%
CU914168.1 Ralstonia solanacearum strain IPO1609 Genome Draft 89.7 89.7 99% le-14 69%
DO318057 1 Uncultured bacterium clone CL51 protocatechuate 3,4- 89.7 89.7 98% le-14 68%

dioxygenase beta subunit (pcaH) gene, partial cds

[e0)

CP001068.1 Ralstonia pickettii 12J chromosome 1, complete sequence 87.8 87.8 99% 3e-14 69%

Ralstonia solanacearum str. CMR15 chromosome,

FP885895.1 86.0 86.0 56% 1e-13 73%
complete genome
DO841288.1 Cupriavidus necator strain JD6 protocatechuate 3,4- 86.0 86.0 97% 1e-13 68%

dioxygenase b-subunit (pcaH) gene, partial cds

Ralstonia solanacearum GMI1000 chromosome complete

AL646052.1
sequence

80.6 80.6 67% 5e-12 71%

-
> gb|CP002290.1| Pseudomonas putida BIRD-1, complete genome
Length=5731541

Features in this part of subject sequence:
PcaH

5e-120
3/287 (1%)

Score = 439 bits (486), Expect
Identities = 272/287 (95%), Gaps
Strand=Plus/Minus

Query 10 CGTGATGGCTACTACAGCT-CCGCACCATCAGCACGGGACCGTACC-ATGGCGCAACGGC 67
Frrrr rrrrrrrrrrrrr rrrrrrrrrrd FEEr rrrrrrr el
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Sbjct 4852673 CGTGACGGCTACTACAGCTTCCGCACCATCAAGCCGGGCCCGTACCCATGGCGCAACGGC 4852614

Query 68 C-GAACGACTGGCGCCCGGCGCACATCCACTTCGCCATCAGCGGCCCGTCGATCGCCACC 126

et et
Sbjct 4852613 CCGAACGACTGGCGCCCGGCGCATATCCACTTCGCCATCAGCGGCCCATCGATCGCCACC 4852554

Query 127 AAGCTGATTACCCAGCTGTACTTCGAGGGTGACCCGCTGATCCCGATGTGCCCGATCGTC 186

Frrrrrrr rrrrrrrrrrrr et
Sbjct 4852553 AAGCTGATCACCCAGCTGTACTTCGAAGGTGACCCGCTGATCCCGATGTGCCCGATCGTC 4852494

Query 187 AAGTCGATCGCCAACCCGCAAGCCGTGCAGCAGTTGATCGCCAAGCTCGACATGAGCAAC 246

Frrrrrrrrrrrrrrrrrrr et e
Sbjct 4852493 AAGTCGATCGCCAACCCGCAAGCTGTGCAGCAGTTGATCGCCAAGCTCGACATGAGCAAC 4852434

Query 247 GCCAACCCGATGGACTGCCTGGCCTACCGCTTCGATATCGTCCTGCG 293

FEErrrrrrrr et e rrrd
Sbjct 4852433 GCCAACCCGATGGACTGCCTGGCCTACCGCTTCGACATCGTGCTGCG 4852387

> gb|CP000712.1| Pseudomonas putida Fl, complete genome
Length=5959964

Features in this part of subject sequence:
protocatechuate 3,4-dioxygenase, beta subunit

Score = 439 bits (486), Expect = 5e-120

Identities = 273/289 (94%), Gaps = 3/289 (1%)

Strand=Plus/Minus
Query 10 CGTGATGGCTACTACAGCT-CCGCACCATCAGCACGGGACCGTACC-ATGGCGCAACGGC 67

e RN R FECEPErrrrr trrrr el
Sbjct 5044219 CGCGACGGCTACTACAGCTTCCGCACCATCAAGCCGGGCCCGTACCCATGGCGCAACGGC 5044160

Query 68 C-GAACGACTGGCGCCCGGCGCACATCCACTTCGCCATCAGCGGCCCGTCGATCGCCACC 126

Forrrrrrrrrrrrrrrrrer e rerr et e e e e e et e e
Sbjct 5044159 CCGAACGACTGGCGCCCGGCGCATATCCACTTCGCCATCAGCGGCCCATCGATCGCCACC 5044100

Query 127 AAGCTGATTACCCAGCTGTACTTCGAGGGTGACCCGCTGATCCCGATGTGCCCGATCGTC 186

FEErrrr rrrrrrrrrrrr et rrrrr e e e e e e e e
Sbjct 5044099 AAGTTGATCACCCAGCTGTACTTCGAAGGTGACCCGCTGATCCCGATGTGCCCGATCGTC 5044040

Query 187 AAGTCGATCGCCAACCCGCAAGCCGTGCAGCAGTTGATCGCCAAGCTCGACATGAGCAAC 246

FEEEEEEErr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 5044039 AAGTCGATCGCCAACCCGCAAGCCGTGCAGCAGTTGATCGCCAAGCTCGACATGAGCAAC 5043980

Query 247 GCCAACCCGATGGACTGCCTGGCCTACCGCTTCGATATCGTCCTGCGCG 295

FEErrrrrrrrrrrrerrrrr e err e e et rerrr v
Sbjct 5043979 GCCAACCCGATGGACTGCCTGGCCTACCGCTTCGACATCGTGCTGCGCG 5043931

> gb|D0841291.1| Pseudomonas putida strain DSMZ 2112 protocatechuate 3,4-dioxygenase
b-subunit (pcaH) gene, partial cds
Length=395

Score = 416 bits (460), Expect = 5e-113

Identities = 265/284 (93%), Gaps
Strand=Plus/Plus

3/284 (1%)

Query 10 CGTGATGGCTACTACAGCT-CCGCACCATCAGCACGGGACCGTACC-ATGGCGCAACGGC 67

R e R FECE e trrrr et
Sbjct 106 CGTGACGGCTATTACAGCTTCCGCACCATCAAGCCGGGCCCGTACCCATGGCGCAACGGC 165

Query 68  C-GAACGACTGGCGCCCGGCGCACATCCACTTCGCCATCAGCGGCCCGTCGATCGCCACC 126
Forrrrrrrrrrrrrrrrrrr e rrrrrrrr e e e e e e et e

Sbjct 166 CCGAACGACTGGCGCCCGGCGCATATCCACTTCGCCATCAGCGGCCCATCGATCGCCACC 225

Query 127 AAGCTGATTACCCAGCTGTACTTCGAGGGTGACCCGCTGATCCCGATGTGCCCGATCGTC 186
FErrrrrr reerrr rrrrrrrrre rrrrr e e e e e e e e e

Sbjct 226 AAGCTGATCACCCAGTTGTACTTCGAAGGTGACCCGCTGATCCCGATGTGCCCGATCGTC 285

Query 187 AAGTCGATCGCCAACCCGCAAGCCGTGCAGCAGTTGATCGCCAAGCTCGACATGAGCAAC 246
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Frrrrrrrrrrrrrrrrr e
Sbjct 286 AAGTCGATCGCCAACCCGCAAGCCGTGCAGCAGTTGATCGCCAAGCTCGACATGAGCGAC 345

Query 247 GCCAACCCGATGGACTGCCTGGCCTACCGCTTCGATATCGTCCT 290
L O 6 0 O
Sbjct 346 GCCAACCCGATGGACTGCCTGGCCTACCGCTTTTACATCGTGCT 389

>r_ gb|L14836.1|PSECAHG Pseudomonas putida (ATCC 23975) protocatechuate 3,4-
dioxygenase

beta and alpha subunits (pcaH and pcaG) genes, complete cds

Length=1599

Score = 403 bits (446), Expect = 3e-109
Identities = 272/298 (91%), Gaps = 5/298 (2%)
Strand=Plus/Plus

Query 3 CTGAC-GAC-GTGATGGCTACTACAGCT-CCGCACCATCAGCACGGGACCGTACCA-TGG 58

FErrr ettt et e (A .
Sbjct 640 CTGACCGACAGCGACGGCTACTACAGCTTCCGCACCATCAAGCCGGGCCCGTACCCCTGG 699

Query 59 CGCAACGGCC-GAACGACTGGCGCCCGGCGCACATCCACTTCGCCATCAGCGGCCCGTCG 117
Frrrrrrrrr rrrrrrrrrrrrrrrr et
Sbjct 700 CGCAACGGCCCGAACGACTGGCGCCCGGCGCACATCCACTTCGGCATCAGCGGCCCGTCG 759

Query 118 ATCGCCACCAAGCTGATTACCCAGCTGTACTTCGAGGGTGACCCGCTGATCCCGATGTGC 177
e rrrrrrrrrrr rrrrrr et
Sbjct 760 ATTGCGACCAAGCTGATCACCCAGTTGTATTTCGAGGGTGACCCGCTGATCCCGATGTGC 819

Query 178 CCGATCGTCAAGTCGATCGCCAACCCGCAAGCCGTGCAGCAGTTGATCGCCAAGCTCGAC 237
Frrrrrrreerrrrreererrerrrr o rrer e rrrr e e e
Sbjct 820 CCGATCGTCAAGTCGATCGCCAACCCTGAAGCTGTACAGCAGTTGATCGCCAAGCTCGAC 879

Query 238 ATGAGCAACGCCAACCCGATGGACTGCCTGGCCTACCGCTTCGATATCGTCCTGCGCG 295

PR rrrrrrrrrrrrrrrrrrrrerrrrrr e e e e e rrrr e rrrrnd
Sbjct 880 ATGAACAACGCCAACCCGATGGACTGCCTGGCCTACCGCTTTGACATCGTGCTGCGCG 937

r
> gb|D0841290.1| Pseudomonas putida strain ATCC 23975 protocatechuate 3,4-

dioxygenase
b-subunit (pcaH) gene, partial cds
Length=395

Score = 389 bits (430), Expect = 8e-105

Identities = 266/293 (91%), Gaps = 5/293 (2%)
Strand=Plus/Plus

Query 3 CTGAC-GAC-GTGATGGCTACTACAGCT-CCGCACCATCAGCACGGGACCGTACCA-TGG 58

FEEEE e b r rrrr et el FEEE rrrrerer
Sbjct 97  CTGACCGACAGCGACGGCTACTACAGCTTCCGCACCATCAAGCCGGGCCCGTACCCCTGG 156

Query 59 CGCAACGGCC-GAACGACTGGCGCCCGGCGCACATCCACTTCGCCATCAGCGGCCCGTCG 117
Frerrerrrr rerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr rrrrr e
Sbjct 157 CGCAACGGCCCGAACGACTGGCGCCCGGCGCACATCCACTTCGGCATCAGCGGCCCGTCG 216

Query 118 ATCGCCACCAAGCTGATTACCCAGCTGTACTTCGAGGGTGACCCGCTGATCCCGATGTGC 177
R e e R
Sbjct 217 ATTGCGACCAAGCTGATCACCCAGTTATATTTCGAGGGTGACCCGCTGATCCCGATGTIGC 276

Query 178 CCGATCGTCAAGTCGATCGCCAACCCGCAAGCCGTGCAGCAGTTGATCGCCAAGCTCGAC 237
Frerrrrrrrrerrrrrrerrrrrre o rrrr rr rrr e e e e e e

Sbjct 277 CCGATCGTCAAGTCGATCGCCAACCCTGAAGCTGTACAGCAGTTGATCGCCAAGCTCGAC 336

Query 238 ATGAGCAACGCCAACCCGATGGACTGCCTGGCCTACCGCTTCGATATCGTCCT 290

FErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrerrrrrrer e e e e e
Sbjct 337 ATGAACAACGCCAACCCGATGGACTGCCTGGCCTACCGCTTTGACATCGTGCT 389

C-27
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TGACTGACCGACCGATGATGGCTACTACAAGCTCCCGCACCCCATCAAGAACCGGA
CCCGTACCCCTGGCGCAACGGCCCGAAACGACTGGCGCCCGGCGCACATCCACTTC
GCCATCAGCGGCCCGTCGATCGCCACCAAGCTGATTACCCAGCTGTACTTCGAGGG

TGACCCGCTGATCCCGATGTGCCCGATCGTCAAGTCGATCGCCAACCCGCAAGCCG

TGCAGCAGTTGATCGCCAAGCTCGACATGAGCAACGCCAACCCGATGGACTGCCTG
GCCTACCGCTTCGACATCGTCCTGCGCAGCAA

Descriptions

Legend for links to other resources: UniGene  GEO  Gene  Structure  Map Viewer  PubChem
BioAssay

Sequences producing significant alignments:

. i Max Total uer E Max | .
Accession Description h Links
score score  coverage Vvalue ident

. le-

CP002870.1 Pseudomonas putida S16, complete genome 484 484 99% 133 95%
. Te-

CP002290.1 Pseudomonas putida BIRD-1, complete genome 455 455 98% 135 94%

CP000712.1 Pseudomonas putida F1, complete genome 453 453 99% i; 93%
. le-

AE015451.1 Pseudomonas putida KT2440 complete genome 448 448 99% 132 93%

CP000926.1 Pseudomonas putida GB-1, complete genome 432 432 98% Ii8 92%
Pseudomonas putida strain DSMZ 2112 Ze-

DQ841291.1 protocatechuate 3,4-dioxygenase b-subunit 432 432 97% 92%
(pcaH) gene, partial cds

Uncultured bacterium clone gLB(3) %%-
EF434422.1 protocatechuate 3,4-dioxygenase beta subunit 428 428 93% 117 93%

(pcaH) gene, partial cds

Uncultured bacterium clone qEP5 le-
EF434440.1 protocatechuate 3,4-dioxygenase beta subunit 423 423 93% 115 93%

(pcaH) gene, partial cds

Uncultured bacterium clone gFR1 le-
EF434450.1 protocatechuate 3,4-dioxygenase beta subunit 421 421 93% 114 93%

(pcaH) gene, partial cds

Pseudomonas putida (ATCC 23975) le-
L14836.1  protocatechuate 3,4-dioxygenase beta and alpha 421 421 99% 114 91%

subunits (pcaH and pcaG) genes, complete cds

Uncultured bacterium clone qFR14
EF434456.1 protocatechuate 3,4-dioxygenase beta subunit 412 412 93% 112 92%

(pcaH) gene, partial cds

Uncultured bacterium clone gFR5 Ze-
EF434454.1 protocatechuate 3,4-dioxygenase beta subunit 412 412 93% 112 92%

(pcaH) gene, partial cds

Uncultured bacterium clone qFR4 Ze-
EF434453.1 protocatechuate 3,4-dioxygenase beta subunit 412 412 93% 112 92%

(pcaH) gene, partial cds
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Sequences producing significant alignments:

M Total E M :
ax otal uer E ax e

Accession Description :
score  score coverage Vvalue ident

Pseudomonas putida strain ATCC 23975 %e-
DQ841290.1 protocatechuate 3,4-dioxygenase b-subunit 408 408 97% 111 91%
(pcaH) gene, partial cds

. de-
AJ295623.1 Pseudomonas putida pcaH gene and pcaG gene 403 403 99% 189 90%
. le-
CP000949.1 Pseudomonas putida W619, complete genome 381 381 99% 132 88%
CT573326.1 Pseudomonas entomophila str. L48 381 381 99% le- 88%
— chromosome,complete sequence 102
CP002727.1 Pseudomonas fulva 12-X, complete genome 362 352 98% 6e-94 86%
Pseudomonas sp. DSM 6978 protocatechuate
DQ841293.1 3,4-dioxygenase b-subunit (pcaH) gene, partial 340 340 96% 4e-90 86%
cds
v18527 1 Pseudomonas sp. pobA, pobR, pcaQ, pcaH and 340 340 98% 46-90 85%
—  pcaG genes
P fl Pf- |
CP000076.1 g;zdmc;monas uorescens PF-3, complete 313 313 98% 5e-82 84%

Uncultured bacterium clone qFEU7

EF434448.1 protocatechuate 3,4-dioxygenase beta subunit 304 304 83% 3e-79 87%
(pcaH) gene, partial cds
Pseudomonas sp. IMT40 ferulyl-CoA

synthetase gene, partial cds; and para-hydroxy
Benzoat hydroxylase (pobA), PobR (pobR),

AF302797.2 PcaQ (pcaQ), protocatechuate 3,4 dioxygenase 300 300 96% 3e-78 82%
beta subunit (pcaH), and protocatechuate 3,4
dioxygenase alpha subunit (pcaG) genes,
complete cds
CP002620 1 gzﬁl;dmc;monas mendocina NK-01, complete 288 288 97% 26-74 82%
CP002881.1 Pseudomonas stutzeri ATCC 17588 = LMG 280 280 95% 36-72 81%
=~ 11199, complete genome
CP002622.1 g:t;dmc;monas stutzeri DSM 4166, complete 71 217 95% 4671 81%
CPO00744.1 :;e]t;r:l]c;monas aeruginosa PA7, complete 1 o 97% 26-69 81%
CP000304.1 Pseudomonas stutzeri A1501, complete genome 271 271 84% 2e-69 83%
EM209186.1 Pseudomonas aeruginosa LESB58 complete 266 266 97% 76-68  80%
— genome sequence
CP000438.1 Pseudomonas aeruginosa UCBPP-PA14, 266 266 97% 76-68  80%
=~ complete genome
AE004091.2 ;:it;rci]c;monas aeruginosa PAO1, complete 266 266 97% 76-68 80%
CP001157.1 Azotobacter vinelandii DJ, complete genome 259 259 98% le-65 79%
AE016853.1 Pseudomonas syringae pv. tomato str. DC3000, a1 241 97% 36-60 79%
—  complete genome
CPO00075.1 Pseudomonas syringae pv. syringae B728a, 233 233 98% 4658 78%

complete genome
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Accession

U96339.1

CP002585.1

CP000058.1

CP000285.1

CP000490.1

Sequences producing significant alignments:

Description

Max
score

Total
score

uer
coverage

E Max .
value ident Links

Pseudomonas putida NCIMB 9869 plasmid

pRAS00 p-cresol degradative pathway genes, p-
hydroxybenzaldehyde dehydrogenase (pchA)

gene, partial cds, and p-cresol

methylhydroxylase, cytochrome subunit (pchC), 298
unknown (pchX), p-cresol methylhydroxylase, =
flavoprotein subunit (pchF), protocatechuate-
3,4-dioxygenase, beta subunit (pcaH) and
protocatechuate-3,4-dioxygenase, alpha subunit
(pcaG) genes, complete cds

Pseudomonas brassicacearum subsp.
brassicacearum NFM421, complete genome

Pseudomonas syringae pv. phaseolicola 1448A,
complete genome

Chromohalobacter salexigens DSM 3043,
complete genome

Paracoccus denitrificans PD1222 chromosome
2, complete sequence

Marine alpha proteobacterium Y4l putative Zn-
dependent hydrolase gene, partial cds; putative
LysR type transcriptional regulator (pcaQ),
putative gamma-carboxymuconolactone

AY457919.1 decarboxylase (pcaC), putative protocatechuate 141

AF253466.1

EU155151.1

3,4 dioxygenase beta subunit (pcaH), and
putative protocatechuate 3,4 dioxygenase alpha
subunit (pcaG) genes, complete cds; and
conserved hypothetical protein gene, partial cds

Alpha proteobacterium Y3F putative Zn-
dependent hydrolase gene, partial cds; LysR-
type transcriptional regulator (pcaQ), gamma-
carboxymuconolactone decarboxylase (pcaC),
protocatechuate 3,4-dioxygenase beta subunit
(pcaH), and protocatechuate 3,4-dioxygenase
alpha subunit (pcaG) genes, complete cds; and
hypothetical protein gene, partial cds

138

Chromohalobacter sp. HS2 LysR-type
transcriptional regulator (pcaQ),
protocatechuate 3,4-dioxygenase beta subunit
(pcaH), protocatechuate 3,4-dioxygenase alpha
subunit (pcaG), AraC family of transcriptional
regulator (pobR), p-hydroxyBenzoat
hydroxylase (pobA), LysR-type transcriptional
regulator (catR), muconate cycloisomerase 132
(catB), muconolactone delta-isomerase (catC),
catechol 1,2-dioxygenase (catA), Benzoat 1,2-
dioxygenase large subunit (benA), Benzoat 1,2-
dioxygenase small subunit (benB), electron
transfer component of Benzoat 1,2-dioxygenase
(benC), Benzoat diol dehydrogenase (benD),
and Benzoat membrane transport protein (benE)

162

228

226

217

167

154

141

138

132

88%

97%

98%

98%

85%

79%

92%

94%

2e-56 78%

6e-56 77%

3e-53 76%

5e-38 74%

3e-34 74%

2e-30 74%

2e-29 72%

le-27 72%
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Accession

CP002910.1
ge

CP000781.1 i

DQ318103.1

CP000032.1

AY457918.1

AP006725.1

CP000647.1

AY457916.1

CP001875.2

AP012032.1

FN543502.1

DQ318057.1

BA000040.2

DQ841288.1

Sequences producing significant alignments:

Description

genes, complete cds; and unknown genes

Klebsiella pneumoniae KCTC 2242, complete
nome

Xanthobacter autotrophicus Py2, complete
enome

Uncultured bacterium clone EP38
protocatechuate 3,4-dioxygenase beta subunit
(pcaH) gene, partial cds

Ruegeria pomeroyi DSS-3 megaplasmid,
complete sequence

Silicibacter pomeroyi putative LysR type
transcriptional regulator (pcaQ), putative para-
hydroxyBenzoat hydroxylase (pobA), putative
gamma-carboxymuconolactone decarboxylase
(pcaC), putative protocatechuate 3,4
dioxygenase beta subunit (pcaH), and putative
protocatechuate 3,4 dioxygenase alpha subunit
(pcaG) genes, complete cds; and conserved
hypothetical protein gene, partial cds

Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae
NTUH-K2044 DNA, complete genome

Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae
MGH 78578, complete sequence

Marine alpha proteobacterium SE45 putative
shikimate dehydrogenase (aeroE2) gene, partial
cds; and putative TetR family transcriptional
regulator (tetR), putative LysR type
transcriptional regulator (pcaQ), putative enol-
lactone hydrolase (pcaD), putative gamma
carboxymuconolactone decarboxylase (pcaC),
putative protocatechuate 3,4 dioxygenase beta
subunit (pcaH), putative protocatechuate 3,4
dioxygenase alpha subunit (pcaG), conserved
hypothetical protein, and putative AraC type
transcriptional regulator (pobR) genes,
complete cds

Pantoea ananatis LMG 20103, complete
genome

Pantoea ananatis AJ13355 DNA, complete
genome

Citrobacter rodentium ICC168, complete
genome

Uncultured bacterium clone CL51
protocatechuate 3,4-dioxygenase beta subunit
(pcaH) gene, partial cds

Bradyrhizobium japonicum USDA 110 DNA,
complete genome

Cupriavidus necator strain JD6 protocatechuate
3,4-dioxygenase b-subunit (pcaH) gene, partial
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Max Total uer E Max | .
—_— h Links
score  score coverage Vvalue ident
129 129 86% le-26 72%

129 129 81% le-26 72%

129 129 78% le-26 72%

125 125 97% 1le-25 70%

125 125 97% 1le-25 70%

123 123 86% 5e-25 71%

123 123 86% 5e-25 71%

116 116 96% 7e-23 71%

111 111 97% 3e-21 70%

102 102 97% 2e-18 69%

96.9 96.9 87% 7e-17 70%

96.9 96.9 81% 7e-17 69%

95.1 95.1 83% 2e-16 69%

3.3 933 96% 9e-16 69%
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Sequences producing significant alignments:

Max .
ident Links

. . Max Total uer E
Accession Description —_— =
score score  coverage Vvalue
cds
Ralstonia eutropha JMP134 protocatechuate
DQ841280.1 3,4-dioxygenase b-subunit (pcaH) gene, partial 93.3 93.3 96% 9e-16
cds
CP000264.1 Jannaschia sp. CCS1, complete genome 93.3 933 96% 9e-16
Streptomyces viridosporus T7A putative
GU180198.1 protocatechuate 3,4-dioxygenase b-subunit 915 915 42% 3e-15
mRNA, partial cds
CU914168.1 Ralstonia solanacearum strain IPO1609 915 915 86% 36-15
— Genome Draft
Uncultured bacterium clone FMa24N1
GU560880.1 protocatechuate 3,4-dioxygenase b-subunit-like 87.8 87.8 92% 4e-14
(pcaH) gene, partial sequence
Ralstonia pickettii 12J ch 1 |
CPOOL068.1 alstonia pickettii 12J chromosome 1, complete 86.0 86.0 93% le-13
=~ sequence
FP885895.1 Ralstonia solanacearum str. CMR15 842 842 93% 46-13
—  chromosome, complete genome
AL646052.1 Ralstonia solanacearum GMI1000 chromosome 752 752 62% 26-10

r

> >

b-subunit

Length=

Score

Identities

395

gb|D0Q841291.1|
dioxygenase
(pcaH) gene, partial cds

complete sequence

432 bits (478), Expect = 7e-118

= 281/303 (93%), Gaps = 7/303 (2%)

Strand=Plus/Plus

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query

Sbjct

1

94

121

207

181

267

241

301

387

TGACTGACCGACCGATGATGGCTACTACAAGCTCCCGCACCCCATCAAGAACCGGACCCG

R e e R
TGTCTGACCGACCG-TGACGGCTATTACA-GCTTCCGCACC--ATCAAG--CCGGGCCCG

TACCCCTGGCGCAACGGCCCGAAACGACTGGCGCCCGGCGCACATCCACTTCGCCATCAG

Frerrrrerrrrrrrrrrrrrr et
TACCCATGGCGCAACGGCCCGAA-CGACTGGCGCCCGGCGCATATCCACTTCGCCATCAG

CGGCCCGTCGATCGCCACCAAGCTGATTACCCAGCTGTACTTCGAGGGTGACCCGCTGAT

FErrrr rrrrrrrrrrrrrrrrrrer rerrer rrrrrrr et e e e
CGGCCCATCGATCGCCACCAAGCTGATCACCCAGTTGTACTTCGAAGGTGACCCGCTGAT

CCCGATGTGCCCGATCGTCAAGTCGATCGCCAACCCGCAAGCCGTGCAGCAGTTGATCGC

FEEEEEEErr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
CCCGATGTGCCCGATCGTCAAGTCGATCGCCAACCCGCAAGCCGTGCAGCAGTTGATCGC

CAAGCTCGACATGAGCAACGCCAACCCGATGGACTGCCTGGCCTACCGCTTCGACATCGT

Frrrrrrrrrrerrrr rerrrrrrerrrrrrerrrrrrerrrrrr e e e rrrrrd
CAAGCTCGACATGAGCGACGCCAACCCGATGGACTGCCTGGCCTACCGCTTTTACATCGT

CCT 303

[
GCT 389

164

60

147

120

206

326

300

386

69%

68%

75%

69%

69%

69%

69%

70%

Pseudomonas putida strain DSMZ 2112 protocatechuate 3,4-


file:///C:/Documents%20and%20Settings/cmr/Desktop/feyza%203/sekans%20deÄ�erlendirilmesi/16.gen/Blast.cgi%23sort_mark
file:///C:/Documents%20and%20Settings/cmr/Desktop/feyza%203/sekans%20deÄ�erlendirilmesi/16.gen/Blast.cgi%23sort_mark
file:///C:/Documents%20and%20Settings/cmr/Desktop/feyza%203/sekans%20deÄ�erlendirilmesi/16.gen/Blast.cgi%23sort_mark
file:///C:/Documents%20and%20Settings/cmr/Desktop/feyza%203/sekans%20deÄ�erlendirilmesi/16.gen/Blast.cgi%23sort_mark
file:///C:/Documents%20and%20Settings/cmr/Desktop/feyza%203/sekans%20deÄ�erlendirilmesi/16.gen/Blast.cgi%23sort_mark
file:///C:/Documents%20and%20Settings/cmr/Desktop/feyza%203/sekans%20deÄ�erlendirilmesi/16.gen/Blast.cgi%23sort_mark
file:///C:/Documents%20and%20Settings/cmr/Desktop/feyza%203/sekans%20deÄ�erlendirilmesi/16.gen/Blast.cgi%23sort_mark
file:///C:/Documents%20and%20Settings/cmr/Desktop/feyza%203/sekans%20deÄ�erlendirilmesi/16.gen/Blast.cgi%23sort_mark
file:///C:/Documents%20and%20Settings/cmr/Desktop/feyza%203/sekans%20deÄ�erlendirilmesi/16.gen/Blast.cgi%23sort_mark
file:///C:/Documents%20and%20Settings/cmr/Desktop/feyza%203/sekans%20deÄ�erlendirilmesi/16.gen/Blast.cgi%23sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/112379408?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=62&RID=3Z9Y73K701N
file:///C:/Documents%20and%20Settings/cmr/Desktop/feyza%203/sekans%20deÄ�erlendirilmesi/16.gen/NCBI%20BlastNucleotide%20Sequence%20(312%20letters).htm%23112379408
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/88862040?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=63&RID=3Z9Y73K701N
file:///C:/Documents%20and%20Settings/cmr/Desktop/feyza%203/sekans%20deÄ�erlendirilmesi/16.gen/NCBI%20BlastNucleotide%20Sequence%20(312%20letters).htm%2388862040
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/270209756?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=64&RID=3Z9Y73K701N
file:///C:/Documents%20and%20Settings/cmr/Desktop/feyza%203/sekans%20deÄ�erlendirilmesi/16.gen/NCBI%20BlastNucleotide%20Sequence%20(312%20letters).htm%23270209756
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/206593202?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=65&RID=3Z9Y73K701N
file:///C:/Documents%20and%20Settings/cmr/Desktop/feyza%203/sekans%20deÄ�erlendirilmesi/16.gen/NCBI%20BlastNucleotide%20Sequence%20(312%20letters).htm%23206593202
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/294884761?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=66&RID=3Z9Y73K701N
file:///C:/Documents%20and%20Settings/cmr/Desktop/feyza%203/sekans%20deÄ�erlendirilmesi/16.gen/NCBI%20BlastNucleotide%20Sequence%20(312%20letters).htm%23294884761
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/187724002?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=67&RID=3Z9Y73K701N
file:///C:/Documents%20and%20Settings/cmr/Desktop/feyza%203/sekans%20deÄ�erlendirilmesi/16.gen/NCBI%20BlastNucleotide%20Sequence%20(312%20letters).htm%23187724002
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/299065054?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=68&RID=3Z9Y73K701N
file:///C:/Documents%20and%20Settings/cmr/Desktop/feyza%203/sekans%20deÄ�erlendirilmesi/16.gen/NCBI%20BlastNucleotide%20Sequence%20(312%20letters).htm%23299065054
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/30407127?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=74&RID=3Z9Y73K701N
file:///C:/Documents%20and%20Settings/cmr/Desktop/feyza%203/sekans%20deÄ�erlendirilmesi/16.gen/NCBI%20BlastNucleotide%20Sequence%20(312%20letters).htm%2330407127
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/112379430?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=6&RID=3Z9Y73K701N

>r_ gb|L14836.1|PSECAHG Pseudomonas putida (ATCC 23975) protocatechuate 3,4-
dioxygenase

beta and alpha subunits (pcaH and pcaG) genes, complete cds

Length=1599

Score = 421 bits (466), Expect le-114
Identities = 283/310 (91%), Gaps = 7/310 (2%)
Strand=Plus/Plus

Query 1 TGACTGACCGACCGATGATGGCTACTACAAGCTCCCGCACCCCATCAAGAACCGGACCCG 60

L e e e O O O O O e A A O O O
Sbjct 637 TGCCTGACCGACAGC-GACGGCTACTACA-GCTTCCGCACC--ATCAAG--CCGGGCCCG 690

Query 61 TACCCCTGGCGCAACGGCCCGAAACGACTGGCGCCCGGCGCACATCCACTTCGCCATCAG 120
Frrrrrrrrrrrrrrrrrrrr et e e
Sbjct 691 TACCCCTGGCGCAACGGCCCGAA-CGACTGGCGCCCGGCGCACATCCACTTCGGCATCAG 749

Query 121 CGGCCCGTCGATCGCCACCAAGCTGATTACCCAGCTGTACTTCGAGGGTGACCCGCTGAT 180
Frrrrrrrrrrr e rrrrrrrrrrr rrrrrr rrrr rrr e
Sbjct 750 CGGCCCGTCGATTGCGACCAAGCTGATCACCCAGTTGTATTTCGAGGGTGACCCGCTGAT 809

Query 181 CCCGATGTGCCCGATCGTCAAGTCGATCGCCAACCCGCAAGCCGTGCAGCAGTTGATCGC 240
Frrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr et e P
Sbjct 810 CCCGATGTGCCCGATCGTCAAGTCGATCGCCAACCCTGAAGCTGTACAGCAGTTGATCGC 869

Query 241 CAAGCTCGACATGAGCAACGCCAACCCGATGGACTGCCTGGCCTACCGCTTCGACATCGT 300
FErrrrrrrrrerr rerrrrrrrrrrr et e e e e e e e e e
Sbjct 870 CAAGCTCGACATGAACAACGCCAACCCGATGGACTGCCTGGCCTACCGCTTTGACATCGT 929

Query 301 CCTGCGCAGC 310

FEEEEr 1l
Sbjct 930 GCTGCGCGGC 939

r
> gb|DQ841290.1| Pseudomonas putida strain ATCC 23975 protocatechuate 3,4-

dioxygenase
b-subunit (pcaH) gene, partial cds
Length=395

Score = 408 bits (452), Expect = 9e-111

Identities = 276/303 (91%), Gaps = 7/303 (2%)
Strand=Plus/Plus

Query 1 TGACTGACCGACCGATGATGGCTACTACAAGCTCCCGCACCCCATCAAGAACCGGACCCG 60

R e e R e R R R N R N A
Sbjct 94 TGCCTGACCGACAGC-GACGGCTACTACA-GCTTCCGCACC--ATCAAG--CCGGGCCCG 147

Query 61 TACCCCTGGCGCAACGGCCCGAAACGACTGGCGCCCGGCGCACATCCACTTCGCCATCAG 120

FErrrrrrrrrerrrrrrrrr e terrrrrr e e e e e e e e et
Sbjct 148 TACCCCTGGCGCAACGGCCCGAA-CGACTGGCGCCCGGCGCACATCCACTTCGGCATCAG 206

Query 121 CGGCCCGTCGATCGCCACCAAGCTGATTACCCAGCTGTACTTCGAGGGTGACCCGCTGAT 180

R R R R R e e A R R R R R RN R R
Sbjct 207 CGGCCCGTCGATTGCGACCAAGCTGATCACCCAGTTATATTTCGAGGGTGACCCGCTGAT 266

Query 181 CCCGATGTGCCCGATCGTCAAGTCGATCGCCAACCCGCAAGCCGTGCAGCAGTTGATCGC 240

FEEEEErrrr e e e e et e e er et e e v e
Sbjct 267 CCCGATGTGCCCGATCGTCAAGTCGATCGCCAACCCTGAAGCTGTACAGCAGTTGATCGC 326

Query 241 CAAGCTCGACATGAGCAACGCCAACCCGATGGACTGCCTGGCCTACCGCTTCGACATCGT 300
FEErrrrrrrrrer rrrerrrrrerrrerr et e e e rrrrrr

Sbjct 327 CAAGCTCGACATGAACAACGCCAACCCGATGGACTGCCTGGCCTACCGCTTTGACATCGT 386

Query 301 CCT 303

|
Sbjct 387 GCT 389

> gb|CP001157.1| Azotobacter vinelandii DJ, complete genome
Length=5365318

Features in this part of subject sequence:
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file://blast/dumpgnl.cgi

protocatechuate 3,4-dioxygenase, beta subunit

Score = 259 bits (286), Expect = le-65
Identities = 245/307 (80%), Gaps = 7/307 (2%)
Strand=Plus/Minus
Query 4 CTGACCGACCGATGATGGCTACTACAAGCTCCCGCACCCCATCAAGAACCGGACCCGTAC 63

L e e e e e O O O e O O
Sbjct 3871638 CTGACCGAC-GCCGACGGCTACTACTA-CTTCCGCACC--ATCAAG--CCGGGCCCCTAC 3871585

Query 64 CCCTGGCGCAACGGCCCGAAACGACTGGCGCCCGGCGCACATCCACTTCGCCATCAGCGG 123

et e e et o e
Sbjct 3871584 CCGTGGCGCAACGGCCCCAA-CGAGTGGCGCCCGTCGCACATCCACGTGTCCATCAGCGG 3871526

Query 124 CCCGTCGATCGCCACCAAGCTGATTACCCAGCTGTACTTCGAGGGTGACCCGCTGATCCC 183

L e e
Sbjct 3871525 CCCGTCGATCGCCACCAAGCTGATCACCCAGATGTACTTCGAGGGCGACCCGCTGTTTCC 3871466

Query 184 GATGTGCCCGATCGTCAAGTCGATCGCCAACCCGCAAGCCGTGCAGCAGTTGATCGCCAA 243

[P rrrrrrrrr bl [P rrrrrrrd (N [ (AR
Sbjct 3871465 AAAGTGCCCGATCATCCGCGCCATCGCCAACCCGGCCGCCGCCGAGACCCTGATCGGCCG 3871406

Query 244 GCTCGACATGAGCAACGCCAACCCGATGGACTGCCTGGCCTACCGCTTCGACATCGTCCT 303

L L e O O O
Sbjct 3871405 TCTGGACCTGAGCAGCAACGTGCCGATGGATTGCCTGGCGTACCGCTTCAATATCGTGCT 3871346

Query 304 GCGCAGC 310
[(REEE
Sbjct 3871345 GCGCGGC 3871339

C-37

CGGTGCCTGACCCGAACCGTGATGGCTAACTACATGCTTACGCACCATCAAAGACT
CGGGACTCGTACCCATGGCGCAACGGCCCGAACGACTGGCGCCCGGCGCACATCCA
CTTCGCCATCAGCGGCCCGTCGATCGCCACCAAGCTGATTACCCAGCTGTACTTCGA
GGGTGACCCGCTGATCCCGATGTGCCCGATCGTCAAGTCGATCGCCAACCCGCAAG
CCGTGCAGCAGTTGATCGCCAAGCTCGACATGAGCAACGCCAACCCGATGGACTGC
CTGGCCTACCGCTTCGATATCGTCCTGCGCGGCAA

Descriptions

Legend for links to other resources: UniGene  GEO  Gene  Structure  Map Viewer  PubChem
BioAssay

Sequences producing significant alignments:

. _ Max Total uer’ E Max | .
Accession Description —_— — —— Links
score score coverage value ident
CP002870.1 Pseudomonas putida S16, complete genome 479 479  99% (13:2 94%
CP002290.1 Pseudomonas putida BIRD-1, complete genome 452 452 99% 224 92%
CP000712.1 Pseudomonas putida F1, complete genome 452 452 99% i; 92%
AE015451.1 Pseudomonas putida KT2440 complete genome 443 443 99% i;l 92%
CP000926.1 Pseudomonas putida GB-1, complete genome 425 425 99% ﬁS 91%
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Sequences producing significant alignments:

Accession Description

Uncultured bacterium clone gLB(3) protocatechuate 3,4-

EF434422.1 . . ;
EF434422.1 dioxygenase beta subunit (pcaH) gene, partial cds

Pseudomonas putida strain DSMZ 2112 protocatechuate

DQ841291.1 3,4-dioxygenase b-subunit (pcaH) gene, partial cds

Uncultured bacterium clone gEP5 protocatechuate 3,4-

EF434440.1 dioxygenase beta subunit (pcaH) gene, partial cds

Uncultured bacterium clone gFR1 protocatechuate 3,4-

EF434450.1 dioxygenase beta subunit (pcaH) gene, partial cds

Uncultured bacterium clone gFR14 protocatechuate 3,4

EF434456.1 dioxygenase beta subunit (pcaH) gene, partial cds

Uncultured bacterium clone gFR5 protocatechuate 3,4-

EF434454.1 . . ;
EF434454.1 dioxygenase beta subunit (pcaH) gene, partial cds

Uncultured bacterium clone qFR4 protocatechuate 3,4-
dioxygenase beta subunit (pcaH) gene, partial cds

Pseudomonas putida (ATCC 23975) protocatechuate 3,4-
L14836.1  dioxygenase beta and alpha subunits (pcaH and pcaG)
genes, complete cds

EF434453.1

AJ295623.1 Pseudomonas putida pcaH gene and pcaG gene

Pseudomonas putida strain ATCC 23975 protocatechuate
3,4-dioxygenase b-subunit (pcaH) gene, partial cds

DQ841290.1

CP000949.1 Pseudomonas putida W619, complete genome

Pseudomonas entomophila str. L48 chromosome,complete

CT573326.1
sequence

CP002727.1 Pseudomonas fulva 12-X, complete genome

Pseudomonas sp. pobA, pobR, pcaQ, pcaH and pcaG

Y18527.1
genes

Pseudomonas sp. DSM 6978 protocatechuate 3,4-

DQ841293.1 dioxygenase b-subunit (pcaH) gene, partial cds

CP000076.1 Pseudomonas fluorescens Pf-5, complete genome

Uncultured bacterium clone qFEU7 protocatechuate 3,4-

EF434448.1 dioxygenase beta subunit (pcaH) gene, partial cds

Pseudomonas sp. IMT40 ferulyl-CoA synthetase gene,
partial cds; and para-hydroxy Benzoat hydroxylase
AF302797.2 (pobA), PobR (pobR), PcaQ (pcaQ), protocatechuate 3,4
dioxygenase beta subunit (pcaH), and protocatechuate 3,4
dioxygenase alpha subunit (pcaG) genes, complete cds
CP002620.1 Pseudomonas mendocina NK-01, complete genome

Pseudomonas stutzeri ATCC 17588 = LMG 11199,

CP002881.1
complete genome

CP000304.1 Pseudomonas stutzeri A1501, complete genome

CP002622.1 Pseudomonas stutzeri DSM 4166, complete genome

Pseudomonas aeruginosa LESB58 complete genome
sequence

CP000438.1 Pseudomonas aeruginosa UCBPP-PA14, complete

FM209186.1
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Sequences producing significant alignments:

. __ Max Total uer E Max .
Accession Description . Links
score score coverage value ident
genome

AE004091.2 Pseudomonas aeruginosa PAO1, complete genome 260 260 87% 3e-66 81%
CP000744.1 Pseudomonas aeruginosa PA7, complete genome 259 259 90% le-65 80%
CP001157.1 Azotobacter vinelandii DJ, complete genome 251 251 93% 1e-63 79%
CP000075.1 ;Zﬁzg;)emonas syringae pv. syringae B728a, complete 248 248 90% 26-62 79%

Pseudomonas brassicacearum subsp. brassicacearum

CP002585.1 NFM421, complete genome

241 241 94% 3e-60 78%

Pseudomonas syringae pv. tomato str. DC3000, complete
genome

Pseudomonas putida NCIMB 9869 plasmid pRA500 p-

cresol degradative pathway genes, p-

hydroxybenzaldehyde dehydrogenase (pchA) gene, partial

cds, and p-cresol methylhydroxylase, cytochrome subunit

(pchC), unknown (pchX), p-cresol methylhydroxylase, 228 228 8% 2e-56 78%
flavoprotein subunit (pchF), protocatechuate-3,4-

dioxygenase, beta subunit (pcaH) and protocatechuate-3,4-

dioxygenase, alpha subunit (pcaG) genes, complete cds

AE016853.1 241 241  90% 3e-60 79%

U96339.1

Pseudomonas syringae pv. phaseolicola 1448A, complete

CP000058.1
genome

206 206 90% 5e-50 76%

Paracoccus denitrificans PD1222 chromosome 2,

CP000490.1
complete sequence

[
[6)]
[e¢]

158 87% 2e-35 73%

Chromohalobacter salexigens DSM 3043, complete

CP000285.1
genome

[y
[e¢]

158 87% 2e-35 74%

Marine alpha proteobacterium Y4l putative Zn-dependent
hydrolase gene, partial cds; putative LysR type
transcriptional regulator (pcaQ), putative gamma-
carboxymuconolactone decarboxylase (pcaC), putative
protocatechuate 3,4 dioxygenase beta subunit (pcaH), and
putative protocatechuate 3,4 dioxygenase alpha subunit
(pcaG) genes, complete cds; and conserved hypothetical
protein gene, partial cds

AY457919.1 143 143 78% 5e-31 73%

Alpha proteobacterium Y3F putative Zn-dependent
hydrolase gene, partial cds; LysR-type transcriptional
regulator (pcaQ), gamma-carboxymuconolactone
AF253466.1 decarboxylase (pcaC), protocatechuate 3,4-dioxygenase 138 138 78% 2e-29 73%
beta subunit (pcaH), and protocatechuate 3,4-dioxygenase
alpha subunit (pcaG) genes, complete cds; and
hypothetical protein gene, partial cds

Uncultured bacterium clone EP38 protocatechuate 3,4-
DQ318103.1 dioxygenase beta subunit (pcaH) gene, partial cds

CP002910.1 Klebsiella pneumoniae KCTC 2242, complete genome 127 127 88% 4e-26 71%

Chromohalobacter sp. HS2 LysR-type transcriptional
regulator (pcaQ), protocatechuate 3,4-dioxygenase beta
subunit (pcaH), protocatechuate 3,4-dioxygenase alpha
subunit (pcaG), AraC family of transcriptional regulator
(pobR), p-hydroxyBenzoat hydroxylase (pobA), LysR-
type transcriptional regulator (catR), muconate

131 131 78% 3e-27 72%

EU155151.1 125 125 87% 1e-25 71%
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Sequences producing significant alignments:

Accession Description

cycloisomerase (catB), muconolactone delta-isomerase
(catC), catechol 1,2-dioxygenase (catA), Benzoat 1,2-
dioxygenase large subunit (benA), Benzoat 1,2-
dioxygenase small subunit (benB), electron transfer
component of Benzoat 1,2-dioxygenase (benC), Benzoat
diol dehydrogenase (benD), and Benzoat membrane
transport protein (benE) genes, complete cds; and
unknown genes

CP000781.1 Xanthobacter autotrophicus Py2, complete genome

Geodermatophilus sp. B1 protocatechuate 3,4-
dioxygenase b-subunit (pcaH) gene, partial cds

DQ841287.1

Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae NTUH-K2044

AP006725.1
AP006725.1 DNA, complete genome

Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae MGH 78578,

CP000647.1
complete sequence

Uncultured bacterium clone EP36 protocatechuate 3,4-
dioxygenase beta subunit (pcaH) gene, partial cds

DQ318099.1

Uncultured bacterium clone AF5 protocatechuate 3,4-
dioxygenase beta subunit (pcaH) gene, partial cds

DQ318098.1

Uncultured bacterium clone EP15 protocatechuate 3,4-
dioxygenase beta subunit (pcaH) gene, partial cds

DQ318096.1

Ruegeria pomeroyi DSS-3 megaplasmid, complete

CP000032.1
sequence

Silicibacter pomeroyi putative LysR type transcriptional
regulator (pcaQ), putative para-hydroxyBenzoat
hydroxylase (pobA), putative gamma-
carboxymuconolactone decarboxylase (pcaC), putative
protocatechuate 3,4 dioxygenase beta subunit (pcaH), and
putative protocatechuate 3,4 dioxygenase alpha subunit
(pcaG) genes, complete cds; and conserved hypothetical
protein gene, partial cds

AY457918.1

Marine alpha proteobacterium SE45 putative shikimate
dehydrogenase (aeroE2) gene, partial cds; and putative
TetR family transcriptional regulator (tetR), putative LysR
type transcriptional regulator (pcaQ), putative enol-lactone
hydrolase (pcaD), putative gamma carboxymuconolactone
decarboxylase (pcaC), putative protocatechuate 3,4
dioxygenase beta subunit (pcaH), putative protocatechuate
3,4 dioxygenase alpha subunit (pcaG), conserved
hypothetical protein, and putative AraC type
transcriptional regulator (pobR) genes, complete cds

AY457916.1

Uncultured bacterium clone FMa33N1 protocatechuate
GU560771.1 3,4-dioxygenase b-subunit-like (pcaH) gene, partial
sequence

Uncultured bacterium clone EP49B protocatechuate 3,4-
dioxygenase beta subunit (pcaH) gene, partial cds

DQ318121.1

Uncultured bacterium clone CL50 protocatechuate 3,4-
DQ318058.1 dioxygenase beta subunit (pcaH) gene, partial cds

GU560805.1 Uncultured bacterium clone FMb36 protocatechuate 3,4-
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Sequences producing significant alignments:

Accession Description

dioxygenase b-subunit-like (pcaH) gene, partial sequence

Uncultured bacterium clone qY4 protocatechuate 3,4-

EF434431.1 . . ;
EF434431.1 dioxygenase beta subunit (pcaH) gene, partial cds

Uncultured bacterium clone gCSAG6 protocatechuate 3,4-

EF434417.1 . . ;
EF4344irl dioxygenase beta subunit (pcaH) gene, partial cds

Uncultured bacterium clone CL70 protocatechuate 3,4-

DQ518070.1 dioxygenase beta subunit (pcaH) gene, partial cds

Uncultured bacterium clone CL54 protocatechuate 3,4-

DQ318061.1 dioxygenase beta subunit (pcaH) gene, partial cds

Uncultured bacterium clone CL35 protocatechuate 3,4-
dioxygenase beta subunit (pcaH) gene, partial cds

FN543502.1 Citrobacter rodentium ICC168, complete genome

Uncultured bacterium clone EP46 protocatechuate 3,4-
dioxygenase beta subunit (pcaH) gene, partial cds

DQ318097.1

DQ318060.1
Bradyrhizobium japonicum USDA 110 DNA, complete
genome

AP012032.1 Pantoea ananatis AJ13355 DNA, complete genome
CP001875.2 Pantoea ananatis LMG 20103, complete genome

BA000040.2

Uncultured bacterium clone Ua47N1 protocatechuate 3,4-

GU560768.1 dioxygenase b-subunit-like (pcaH) gene, partial sequence

Uncultured bacterium clone CL31 protocatechuate 3,4-

DQ318102.1 dioxygenase beta subunit (pcaH) gene, partial cds

Uncultured bacterium clone CL51 protocatechuate 3,4-

DQ318057.1 dioxygenase beta subunit (pcaH) gene, partial cds

Streptomyces viridosporus T7A putative protocatechuate
3,4-dioxygenase b-subunit mMRNA, partial cds

CU914168.1 Ralstonia solanacearum strain IPO1609 Genome Draft

Mesorhizobium loti MAFF303099 DNA, complete
genome

CP002623.1 Roseobacter litoralis Och 149, complete genome
CP001068.1 Ralstonia pickettii 12J chromosome 1, complete sequence

GU180198.1

BA000012.4

Cupriavidus necator strain JD6 protocatechuate 3,4-

DQ841288.1 dioxygenase b-subunit (pcaH) gene, partial cds

Ralstonia eutropha JMP134 protocatechuate 3,4-
dioxygenase b-subunit (pcaH) gene, partial cds

DQ841280.1

Uncultured bacterium clone EP14 protocatechuate 3,4-
dioxygenase beta subunit (pcaH) gene, partial cds

DQ318100.1

Uncultured bacterium clone FMa24N1 protocatechuate
GU560880.1 3,4-dioxygenase b-subunit-like (pcaH) gene, partial
sequence

CP000264.1 Jannaschia sp. CCS1, complete genome

Uncultured bacterium clone SS100a15N1 protocatechuate
GU560742.1 3,4-dioxygenase b-subunit-like (pcaH) gene, partial
sequence

Uncultured bacterium clone qY2 protocatechuate 3,4-

EF434429.1 dioxygenase beta subunit (pcaH) gene, partial cds
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Sequences producing significant alignments:

. . Max Total uer E Max ..
Accession Description T = . Links
score score coverage value ident
FP885895.1 Ralstonia solanacearum str. CMR15 chromosome, 78.8 788 86% 2e-11 68%

complete genome
Uncultured bacterium clone Ua33N1 protocatechuate 3,4-

1.1 . - . 78.8 78.8 70% 2e-11 69%
GLI56088 dioxygenase b-subunit-like (pcaH) gene, partial sequence 188 788 0% ¢ 69%
EF434451.1 U_ncultured bacterium cl_one gFR2 protocate_chuate 3,4- 752 752 73% 26-10 68%
—— dioxygenase beta subunit (pcaH) gene, partial cds
AL646052.1 Ralstonia solanacearum GMI1000 chromosome complete 752 752 56% 26-10 70%
— _ sequence
EF434416.1 U_ncultured bacterium cl_one qCSA4 protocgtechuate 3.4- 734 734 45% 8e-10 72%
— dioxygenase beta subunit (pcaH) gene, partial cds

Uncultured bacterium clone EP66 protocatechuate 3,4-
DQ318075.1 .. . . 734 734 T71% -10 67%
318075 dioxygenase beta subunit (pcaH) gene, partial cds 34 73 ° 8e-10 67%
CP002226.1 Ketogulonicigenium vulgare Y25 plasmid pYP12, 68.0 68.0 78% 36-08 66%
=~ complete sequence
| i | 1 h 4-
GU560883.1 U_ncu tured bacterlum c_one SS10b60 protoca_tec uate 3, 68.0 68.0 47% 36-08 70%
— dioxygenase b-subunit-like (pcaH) gene, partial sequence
Uncultured bacterium clone FMa29N1 protocatechuate
GU560882.1 3,4-dioxygenase b-subunit-like (pcaH) gene, partial 68.0 68.0 47% 3e-08 70%
sequence
| i | FMc41 h 4-
GU560828.1 U_ncu tured bacterlum c_one C protocate_c uate 3, 68.0 68.0 47% 36-08 70%
— dioxygenase b-subunit-like (pcaH) gene, partial sequence
Uncultured bacterium clone SS100c27 protocatechuate
GU560802.1 3,4-dioxygenase b-subunit-like (pcaH) gene, partial 68.0 68.0 47% 3e-08 70%
sequence
Uncultured bacterium clone SS100b37 protocatechuate
GU560801.1 3,4-dioxygenase b-subunit-like (pcaH) gene, partial 62.6 62.6 47% 1le-06 69%
sequence
GUS60800.1 U_ncultured bacterlum_ cl_one FMb5 protocatec_huate 3,4- 626 62.6 47% 16-06 69%
— dioxygenase b-subunit-like (pcaH) gene, partial sequence
CPO01115.1 Deinococcus deserti VCD115 plasmid 1, complete 554 554 16% 26-04 83%
= sequence
GU560898.1 U_ncultured bacterlum_ cl_one SS10a32 protoca_techuate 3,4- 518 518 45% 0.003 69%
= dioxygenase b-subunit-like (pcaH) gene, partial sequence
GUS60877.1 U_ncultured bacterlum_ cl_one FMb49 protocate_chuate 3,4- 518 518 16% 0.003 81%
=~ dioxygenase b-subunit-like (pcaH) gene, partial sequence
GU560823.1 U_ncultured bacterlum cl_one FMb65 protocatgchuate 3,4- 518 518 35% 0.003 70%
— dioxygenase b-subunit-like (pcaH) gene, partial sequence
> gb|DQ841291.1| Pseudomonas putida strain DSMZ 2112 protocatechuate 3,4-dioxygenase
b-subunit (pcaH) gene, partial cds
Length=395
Score = 423 bits (468), Expect = 4e-115
Identities = 285/313 (91%), Gaps = 8/313 (3%)
Strand=Plus/Plus
Query 1 CGGTGCCTGACCCGAACCGTGATGGCTAACTACATGCTTACGCACCATCAAAGACTCGGG 60

FEEEE T R N e RN
Sbjct 91  CGGTGTCTGACCG--ACCGTGACGGCTAT-TACA-GCTTCCGCACCATCAAGC---CGGG 143

Query 61 ACTCGTACCCATGGCGCAACGGCCCGAACGACTGGCGCCCGGCGCACATCCACTTCGCCA 120
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Sbjct 144 CC-CGTACCCATGGCGCAACGGCCCGAACGACTGGCGCCCGGCGCATATCCACTTCGCCA
Query 121 TCAGCGGCCCGTCGATCGCCACCAAGCTGATTACCCAGCTGTACTTCGAGGGTGACCCGC
Frrrrerrrr rerrrrrerrrrererrrrr rerrer rrrrrrrrrr rerrrrrrd
Sbjct 203 TCAGCGGCCCATCGATCGCCACCAAGCTGATCACCCAGTTGTACTTCGAAGGTGACCCGC
Query 181 TGATCCCGATGTGCCCGATCGTCAAGTCGATCGCCAACCCGCAAGCCGTGCAGCAGTTGA
Frrrrerrrrerrrrrrrerrrrer ettt r e e et r e
Sbjct 263 TGATCCCGATGTGCCCGATCGTCAAGTCGATCGCCAACCCGCAAGCCGTGCAGCAGTTGA
Query 241 TCGCCAAGCTCGACATGAGCAACGCCAACCCGATGGACTGCCTGGCCTACCGCTTCGATA
Frrrrerrrreerrrrreer rreerrrrerrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrr ol
Sbjct 323 TCGCCAAGCTCGACATGAGCGACGCCAACCCGATGGACTGCCTGGCCTACCGCTTTTACA
Query 301 TCGTCCTGCGCGG 313
[EEE
Sbjct 383 TCGTGCTCCACGG 395
> gb|L14836.1|PSECAHG Pseudomonas putida (ATCC 23975) protocatechuate
dioxygenase

beta and alpha subunits (pcaH and pcaG) genes, complete cds

Length=1599

Score

407 bits (450), Expect = 3e-110
Identities

= 282/314 (90%), Gaps = 8/314 (3%)

Strand=Plus/Plus

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query

Sbjct

r
> gb|DO841290.1|

634

241

866

301

926

CGGTGCCTGACCCGAACCGTGATGGCTAACTACATGCTTACGCACCATCAAAGACTCGGG

FErrrrrrrnl e e L
CGTTGCCTGACCG--ACAGCGACGGCTA-CTACA-GCTTCCGCACCATCAAGC---CGGG

ACTCGTACCCATGGCGCAACGGCCCGAACGACTGGCGCCCGGCGCACATCCACTTCGCCA

e rerrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e e e
CC-CGTACCCCTGGCGCAACGGCCCGAACGACTGGCGCCCGGCGCACATCCACTTCGGCA

TCAGCGGCCCGTCGATCGCCACCAAGCTGATTACCCAGCTGTACTTCGAGGGTGACCCGC

FErrrrrrerrerr e e rrrrrrrrr et rrrr e rrr e rrr e e e
TCAGCGGCCCGTCGATTGCGACCAAGCTGATCACCCAGTTGTATTTCGAGGGTGACCCGC

TGATCCCGATGTGCCCGATCGTCAAGTCGATCGCCAACCCGCAAGCCGTGCAGCAGTTGA

FEEErrrrrrrrrrrrrrrrererrrrerrrrererrerrrret rr e
TGATCCCGATGTGCCCGATCGTCAAGTCGATCGCCAACCCTGAAGCTGTACAGCAGTTGA

TCGCCAAGCTCGACATGAGCAACGCCAACCCGATGGACTGCCTGGCCTACCGCTTCGATA

FEEEEErrrr e e e e e e e e e e e e e e e e
TCGCCAAGCTCGACATGAACAACGCCAACCCGATGGACTGCCTGGCCTACCGCTTTGACA

TCGTCCTGCGCGGC 314

FEEE et
TCGTGCTGCGCGGC 939

dioxygenase

b-subunit (pcaH) gene, partial cds

Length=395
Score = 392 bits (434), Expect = 7e-106
Identities = 278/313 (89%), Gaps = 8/313 (3%)

Strand=Plus/Plus

Query
Sbjct
Query
Sbjct

Query

1

91

61

CGGTGCCTGACCCGAACCGTGATGGCTAACTACATGCTTACGCACCATCAAAGACTCGGG

FETrrrrrrnd A e RN
CGTTGCCTGACCG--ACAGCGACGGCTA-CTACA-GCTTCCGCACCATCAAGC---CGGG

ACTCGTACCCATGGCGCAACGGCCCGAACGACTGGCGCCCGGCGCACATCCACTTCGCCA
Forrrrrrr rerrrrrrrrrrrrrerrrrrr e e rr e e e e e e
CC-CGTACCCCTGGCGCAACGGCCCGAACGACTGGCGCCCGGCGCACATCCACTTCGGCA

TCAGCGGCCCGTCGATCGCCACCAAGCTGATTACCCAGCTGTACTTCGAGGGTGACCCGC
Frrrrrrrrrrerrr e rerrrrrerr et rrrr et e et e e e e
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Pseudomonas putida strain ATCC 23975 protocatechuate

240
322
300

382

3,4-

3,4-


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/294343?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=13&RID=3Z9TFABP01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/112379428?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=15&RID=3Z9TFABP01N

Sbjct 203 TCAGCGGCCCGTCGATTGCGACCAAGCTGATCACCCAGTTATATTTCGAGGGTGACCCGC 262

Query 181 TGATCCCGATGTGCCCGATCGTCAAGTCGATCGCCAACCCGCAAGCCGTGCAGCAGTTGA 240

Frrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e e e
Sbjct 263 TGATCCCGATGTGCCCGATCGTCAAGTCGATCGCCAACCCTGAAGCTGTACAGCAGTTGA 322

Query 241 TCGCCAAGCTCGACATGAGCAACGCCAACCCGATGGACTGCCTGGCCTACCGCTTCGATA 300

Frrrrrrrrrrrrrrrrr e e o rl
Sbjct 323 TCGCCAAGCTCGACATGAACAACGCCAACCCGATGGACTGCCTGGCCTACCGCTTTGACA 382

Query 301 TCGTCCTGCGCGG 313

[ O e
Sbjct 383 TCGTGCTCCACGG 395

> gb|EU155151.1| Chromohalobacter sp. HS2 LysR-type transcriptional regulator
(pcaQ), protocatechuate 3,4-dioxygenase beta subunit (pcaH),
protocatechuate 3,4-dioxygenase alpha subunit (pcaG), AraC
family of transcriptional regulator (pobR), p-hydroxyBenzoat
hydroxylase (pobA), LysR-type transcriptional regulator (catR),
muconate cycloisomerase (catB), muconolactone delta-isomerase
(catC), catechol 1,2-dioxygenase (cathA), Benzoat 1,2-dioxygenase
large subunit (benA), Benzoat 1,2-dioxygenase

small subunit (benB), electron transfer component of Benzoat
1,2-dioxygenase (benC), Benzoat diol dehydrogenase (benD),

and Benzoat membrane transport protein (benE) genes, complete
cds; and unknown genes

Length=25200

Score = 125 bits (138), Expect = le-25
Identities = 200/279 (72%), Gaps = 10/279 (4%)
Strand=Plus/Plus

Query 38 TTACGCACCATCAAAGACTCGGGACTCGTACCCATGGCGCAACGGCCCGAACGACTGGCG 97

FEorrrrrrrrrer e | e tr et rerer | I L
Sbjct 5635 TTCCGCACCATCAA-GCCTGG---CCCGTATCCCTGGCCCAACGACATCAATAGCTGGCG 5690

Query 98 CCCGGCGCACATCCACTTCGCCATCAGCGGCCCGTCGATCGCCACCAAGCTGATTACCCA 157

O I T T I e B e e e e e A R R AN PR
Sbjct 5691 CCCGGCGCACATCCACGTCTCGGTGATGGGGCCGTCGATCTCCACGCGCTTGATCACGCA 5750

Query 158 GCTGTACTTCGAGGGTGACCCGCTGATCCCGATGTGCCCGATCGT-CAAGTCGATCGCCA 216

R R R e R N R R R | I
Sbjct 5751 GATGTATTTCGAGGGCGACCCGCTGATTCCGCTGTGTCCCATCGTACACACCTTGCGTGA 5810

Query 217 ACCCGCAAGCCGTGCAGCAGTTGATCGCCAAGCTCGACATGAGCAACGC--CAACCCGAT 274

FEEELEEE e | R FEEEEErrr e el AN
Sbjct 5811 CCCCG-AAGCGGTGGAAACCATGACCGGGCGTCTCGACATG-GC-ACGCAGTCGCTCGAT 5867

Query 275 GGACTGCCTGGCCTACCGCTTCGATATCGTCCTGCGCGG 313

L T I e B B R A
Sbjct 5868 GGATTGCCTGGCCTACCGCTTCGATCTGGTGATCCGCGG 5906

C-52

GGCCTCAAGCCGCTAGCCTGAACGACCGTGATGGCTACTACAAGCTTCCGCACCAT
GCAAGACCGGGACCGTACCCATGGCGCAACGGCCCGAACGACTGGLGLLCGGLGL
ACATCCACTTCGCCATCAGCGGCCCGTCAGATCGCCACCAAGCTGATTACCCAGCT
GTACTTCAGAGGGTGACCCGCTGATCCCGATGTGCCCGATCGTCAAGTCGATCGCC
AACCCGCAAGCCGTGCAGCAGTTGATCGCCAAGCTCGACATGAGCAACGCCAACCC
GATGGACTGCCTGGCCTACCGCTTCGATATCGTACTGCGCGGCAA

Descriptions

Legend for links to other resources: UniGene GEO  Gene  Structure  Map Viewer  PubChem
BioAssay
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/157837412?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=44&RID=3Z9TFABP01N
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Accession

CP002870.1

CP002290.1

CP000712.1

AE015451.1

CP000926.1

EF434422.1

DQ841291.1

EF434450.1

EF434440.1

EF434456.1

EF434454.1

EF434453.1

L14836.1

AJ295623.1

DQ841290.1

CP000949.1

CT573326.1
CP002727.1

Y18527.1

DQ841293.1
CP000076.1

EF434448.1

AF302797.2

Sequences producing significant alignments:

Description

Pseudomonas putida S16, complete genome

Pseudomonas putida BIRD-1, complete genome

Pseudomonas putida F1, complete genome

Pseudomonas putida KT2440 complete genome

Pseudomonas putida GB-1, complete genome

Uncultured bacterium clone gLB(3) protocatechuate 3,4-
dioxygenase beta subunit (pcaH) gene, partial cds

Pseudomonas putida strain DSMZ 2112 protocatechuate
3,4-dioxygenase b-subunit (pcaH) gene, partial cds

Uncultured bacterium clone gFR1 protocatechuate 3,4-
dioxygenase beta subunit (pcaH) gene, partial cds

Uncultured bacterium clone gEP5 protocatechuate 3,4-
dioxygenase beta subunit (pcaH) gene, partial cds

Uncultured bacterium clone gFR14 protocatechuate 3,4-
dioxygenase beta subunit (pcaH) gene, partial cds

Uncultured bacterium clone qFR5 protocatechuate 3,4-
dioxygenase beta subunit (pcaH) gene, partial cds

Uncultured bacterium clone gFR4 protocatechuate 3,4-
dioxygenase beta subunit (pcaH) gene, partial cds

Pseudomonas putida (ATCC 23975) protocatechuate 3,4-
dioxygenase beta and alpha subunits (pcaH and pcaG)
genes, complete cds

Pseudomonas putida pcaH gene and pcaG gene

Pseudomonas putida strain ATCC 23975 protocatechuate
3,4-dioxygenase b-subunit (pcaH) gene, partial cds

Pseudomonas putida W619, complete genome

Pseudomonas entomophila str. L48 chromosome,complete
sequence

Pseudomonas fulva 12-X, complete genome

Pseudomonas sp. pobA, pobR, pcaQ, pcaH and pcaG
genes

Pseudomonas sp. DSM 6978 protocatechuate 3,4-
dioxygenase b-subunit (pcaH) gene, partial cds
Pseudomonas fluorescens Pf-5, complete genome
Uncultured bacterium clone qFEU7 protocatechuate 3,4-
dioxygenase beta subunit (pcaH) gene, partial cds

Pseudomonas sp. IMT40 ferulyl-CoA synthetase gene,
partial cds; and para-hydroxy Benzoat hydroxylase
(pobA), PobR (pobR), PcaQ (pcaQ), protocatechuate 3,4
dioxygenase beta subunit (pcaH), and protocatechuate 3,4
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score score coverage value ident

414

408

387
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343

336
318

300
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300
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Sequences producing significant alignments:

Max Total E M :
ax Tota uer E ax | e

Accession Description :
score score coverage value ident

dioxygenase alpha subunit (pcaG) genes, complete cds

CP002620.1 Pseudomonas mendocina NK-01, complete genome 289 289 94% 6e-75 82%

CP002881.1 Pseudomonas stutzeri ATCC 17588 = LMG 11199, 282 282 93% 96-73 81%

—— _ complete genome

CP000304.1 Pseudomonas stutzeri A1501, complete genome 282 282 93% 9e-73 81%

CP002622.1 Pseudomonas stutzeri DSM 4166, complete genome 279 279 93% le-71 81%

CP001157.1 Azotobacter vinelandii DJ, complete genome 269 269 96% 6e-69 80%

EM209186.1 Pseudomonas aeruginosa LESB58 complete genome 266 266 94% 76-68 80%

— _sequence

CP000744.1 Pseudomonas aeruginosa PA7, complete genome 266 266 94% 7e-68 80%
P i BPP-PA14 |

CP000438.1 seudomonas aeruginosa UC , complete 266 266 94% 76-68 80%

=~ genome

AE004091.2 Pseudomonas aeruginosa PAO1, complete genome 266 266 94% 7e-68 80%

Pseudomonas syringae pv. syringae B728a, complete

CP000075.1
genome

255 255 93% le-64 79%

Pseudomonas syringae pv. tomato str. DC3000, complete

AEQ016853.1
genome

250 250 96% 5e-63 79%

Pseudomonas brassicacearum subsp. brassicacearum
NFM421, complete genome

Pseudomonas putida NCIMB 9869 plasmid pRA500 p-
cresol degradative pathway genes, p-

hydroxybenzaldehyde dehydrogenase (pchA) gene, partial
cds, and p-cresol methylhydroxylase, cytochrome subunit

CP002585.1 246 246  93% 6e-62 79%

0, - 0,
196339.1 (pchC), unknown (pchX), p-cresol methylhydroxylase, 233 233 8% 4e-58 79%
flavoprotein subunit (pchF), protocatechuate-3,4-
dioxygenase, beta subunit (pcaH) and protocatechuate-3,4-
dioxygenase, alpha subunit (pcaG) genes, complete cds
CP000058.1 Pseudomonas syringae pv. phaseolicola 1448A, complete 21 221 94% 36-54 77%

genome
CP002568.1 Polymorphum gilvum SL003B-26A1, complete genome 170 170 96% 4e-39 74%
Chromohalobacter salexigens DSM 3043, complete

CP000285.1 159 159 91% 7e-36 74%
=~ genome
AP009384.1 ,:ez:;:soblum caulinodans ORS 571 DNA, complete 138 138 85% 26-29 72%

Uncultured bacterium clone EP38 protocatechuate 3,4-

0, - 0,
dioxygenase beta subunit (pcaH) gene, partial cds 138 138 90% 2e-29 12%

DQ318103.1

Chromohalobacter sp. HS2 LysR-type transcriptional
regulator (pcaQ), protocatechuate 3,4-dioxygenase beta
subunit (pcaH), protocatechuate 3,4-dioxygenase alpha
subunit (pcaG), AraC family of transcriptional regulator
(pobR), p-hydroxyBenzoat hydroxylase (pobA), LysR-
EU155151.1 type transcriptional regulator (catR), muconate 131 131 95% 4e-27 71%
cycloisomerase (catB), muconolactone delta-isomerase
(catC), catechol 1,2-dioxygenase (catA), Benzoat 1,2-
dioxygenase large subunit (benA), Benzoat 1,2-
dioxygenase small subunit (benB), electron transfer
component of Benzoat 1,2-dioxygenase (benC), Benzoat
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Accession

CP002910.1
CP000781.1

AP006725.1

CP000647.1

DQ318099.1

DQ318098.1

DQ318058.1

CP000629.1

DQ318096.1

Sequences producing significant alignments:

Description

diol dehydrogenase (benD), and Benzoat membrane
transport protein (benE) genes, complete cds; and

unknown genes

Klebsiella pneumoniae KCTC 2242, complete genome
Xanthobacter autotrophicus Py2, complete genome
Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae NTUH-K2044

DNA, complete genome

Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae MGH 78578,

complete sequence

Uncultured bacterium clone EP36 protocatechuate 3,4-
dioxygenase beta subunit (pcaH) gene, partial cds

Uncultured bacterium clone AF5 protocatechuate 3,4-
dioxygenase beta subunit (pcaH) gene, partial cds

Uncultured bacterium clone CL50 protocatechuate 3,4-
dioxygenase beta subunit (pcaH) gene, partial cds

Agrobacterium radiobacter K84 chromosome 2, complete

sequence

Uncultured bacterium clone EP15 protocatechuate 3,4-
dioxygenase beta subunit (pcaH) gene, partial cds

CP000943.1 Methylobacterium sp. 4-46, complete genome

EF434431.1

DQ841287.1

EF434417.1

AY457918.1

CP002447.1

Uncultured bacterium clone qY4 protocatechuate 3,4-
dioxygenase beta subunit (pcaH) gene, partial cds

Geodermatophilus sp. B1 protocatechuate 3,4-
dioxygenase b-subunit (pcaH) gene, partial cds

Uncultured bacterium clone gCSAG6 protocatechuate 3,4-
dioxygenase beta subunit (pcaH) gene, partial cds

Silicibacter pomeroyi putative LysR type transcriptional
regulator (pcaQ), putative para-hydroxyBenzoat

hydroxylase (pobA), putative gamma-

carboxymuconolactone decarboxylase (pcaC), putative

protocatechuate 3,4 dioxygenase beta subunit (pcaH), and =

putative protocatechuate 3,4 dioxygenase alpha subunit
(pcaG) genes, complete cds; and conserved hypothetical

protein gene, partial cds

Mesorhizobium ciceri biovar biserrulae WSM1271,

complete genome

Sagittula stellata putative LysR-type transcriptional
regulator (pcaQ), putative para-hydroxyBenzoat

hydroxylase (pobA), putative gamma-

AF253465.2 carboxymuconolactone decarboxylase (pcaC),

DQ318061.1

FP885906.2

protocatechuate 3,4-dioxygenase beta subunit (pcaH),
protocatechuate 3,4-dioxygenase alpha subunit (pcaG),

and hypothetical protein genes, complete cds

Uncultured bacterium clone CL54 protocatechuate 3,4-
dioxygenase beta subunit (pcaH) gene, partial cds

Ralstonia solanacearum str. PSI07 chromosome, complete

genome
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Max Total uer E Max .
—_— = h Links
score score coverage value ident
127 127 89% 4e-26 72%
125 125 85% 2e-25 71%
123 123 89% 5e-25 72%
123 123 89% 5e-25 72%
122 122 85% 2e-24 71%
122 122 85% 2e-24 71%
118 118 89% 2e-23 70%
116 116 85% 8e-23 71%
116 116 85% 8e-23 70%
114 114 89% 3e-22 70%
114 114 76% 3e-22 71%
114 114 85% 3e-22 2%
113 113 73% le-21 73%
113 113 94% le-21 69%
109 109 90% 1e-20 70%
109 109 55% 1e-20 76%
109 109 89% 1e-20 70%
107 107 89% 4e-20 70%
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Sequences producing significant alignments:

Max Total E M :
ax Tota uer E ax | e

Accession Description :
score score coverage value ident

Uncultured bacterium clone FMb36 protocatechuate 3,4-

GU560805.1 dioxygenase b-subunit-like (pcaH) gene, partial sequence

107 107 50% 4e-20 76%

Uncultured bacterium clone EP49B protocatechuate 3,4-

DQ318121.1 dioxygenase beta subunit (pcaH) gene, partial cds

107 107 85% 4e-20 70%

Uncultured bacterium clone CL35 protocatechuate 3,4-

DQ318097.1 dioxygenase beta subunit (pcaH) gene, partial cds

107 107 85% 4e-20 71%
Uncultured bacterium clone EP46 protocatechuate 3,4-
DQ31 A . !

318060 dioxygenase beta subunit (pcaH) gene, partial cds
FN543502.1 Citrobacter rodentium ICC168, complete genome 105 105 85% le-19 71%
Rhizobium leguminosarum bv. trifolii WSM2304 plasmid

107 107 89% 4e-20 69%

CP001193.1 PRLG202, complete sequence 105 105 85% 1e-19 69%

CP001875.2 Pantoea ananatis LMG 20103, complete genome 104 104 93% 5e-19 69%
Uncultured bacterium clone FMa33N1 protocatechuate

GU560771.1 3,4-dioxygenase b-subunit-like (pcaH) gene, partial 102 102 66% 2e-18 72%
sequence

U_ncultured bacterium cl_one CL70 protocatgchuate 3,4- 102 102 85% 26-18 70%
dioxygenase beta subunit (pcaH) gene, partial cds

DQ318070.1

Mesorhizobium opportunistum WSM2075, complete

CP002279.1 0 100 100 90% 6e-18 70%

nome
AP012032.1 Pantoea ananatis AJ13355 DNA, complete genome 100 100 93% 6e-18 69%
GUS60768.1 Uncultured bacterium clone Ua47N1 protocatechuate 3,4- 100 100 51% 66-18 75%

dioxygenase b-subunit-like (pcaH) gene, partial sequence =
CP001644.1 Ralstonia pickettii 12D chromosome 1, complete sequence 100 100 84% 6e-18 70%

Rhizobium leguminosarum bv. trifolii WSM1325 plasmid 100 100  85% 6e-18 68%

CPO01624.1 0139502, complete sequence o

U_ncultured bacterium cl_one CL31 protocatgchuate 3,4- 100 100 51% 66-18 75%
dioxygenase beta subunit (pcaH) gene, partial cds

CU695238.1 Ralstonia solanacearum strain MolK2 Genome Draft 98.7 98.7 89% 2e-17 70%

g/leizcr)::zobmm loti MAFF303099 DNA, complete 969 96.9 85% 7e-17 70%

DQ318102.1

BA000012.4

Bradyrhizobium japonicum USDA 110 DNA, complete

BA000040.2
genome

95.1 951 85% 3e-16 68%

Uncultured bacterium clone CL51 protocatechuate 3,4-

DQ318057.1 dioxygenase beta subunit (pcaH) gene, partial cds

95.1 95.1 85% 3e-16 68%

Cupriavidus necator strain JD6 protocatechuate 3,4-
dioxygenase b-subunit (pcaH) gene, partial cds

DQ841288.1 93.3 93.3 85% 9e-16 69%

Ralstonia eutropha JMP134 protocatechuate 3,4- 0 0
DQ841280.1 dioxygenase b-subunit (pcaH) gene, partial cds 933 933 8% 9e-16 69%

CP001349.1 Methylobacterium nodulans ORS 2060, complete genome 91.5 915 89% 3e-15 69%

Terrabat?ter sp. DBF63 plasmid pDBF1 genes, complete 915 915 67% 36-15 72%
and partial cds

CP000830.1 Dinoroseabacter shibae DFL 12, complete genome 89.7 89.7 45% le-14 74%

Uncultured bacterium clone EP14 protocatechuate 3,4-
dioxygenase beta subunit (pcaH) gene, partial cds

AP008980.1

DQ318100.1 89.7 89.7 85% le-14 69%

Sinorhizobium meliloti AK83 chromosome 2, complete

CP002782.1
sequence

87.8 87.8 81% 4e-14 68%

177


file:///C:/Documents%20and%20Settings/cmr/Desktop/feyza%203/sekans%20deÄ�erlendirilmesi/18.gen/Blast.cgi%23sort_mark
file:///C:/Documents%20and%20Settings/cmr/Desktop/feyza%203/sekans%20deÄ�erlendirilmesi/18.gen/Blast.cgi%23sort_mark
file:///C:/Documents%20and%20Settings/cmr/Desktop/feyza%203/sekans%20deÄ�erlendirilmesi/18.gen/Blast.cgi%23sort_mark
file:///C:/Documents%20and%20Settings/cmr/Desktop/feyza%203/sekans%20deÄ�erlendirilmesi/18.gen/Blast.cgi%23sort_mark
file:///C:/Documents%20and%20Settings/cmr/Desktop/feyza%203/sekans%20deÄ�erlendirilmesi/18.gen/Blast.cgi%23sort_mark
file:///C:/Documents%20and%20Settings/cmr/Desktop/feyza%203/sekans%20deÄ�erlendirilmesi/18.gen/Blast.cgi%23sort_mark
file:///C:/Documents%20and%20Settings/cmr/Desktop/feyza%203/sekans%20deÄ�erlendirilmesi/18.gen/Blast.cgi%23sort_mark
file:///C:/Documents%20and%20Settings/cmr/Desktop/feyza%203/sekans%20deÄ�erlendirilmesi/18.gen/Blast.cgi%23sort_mark
file:///C:/Documents%20and%20Settings/cmr/Desktop/feyza%203/sekans%20deÄ�erlendirilmesi/18.gen/Blast.cgi%23sort_mark
file:///C:/Documents%20and%20Settings/cmr/Desktop/feyza%203/sekans%20deÄ�erlendirilmesi/18.gen/Blast.cgi%23sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/294884687?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=61&RID=3Z9M7R1E01N
file:///C:/Documents%20and%20Settings/cmr/Desktop/feyza%203/sekans%20deÄ�erlendirilmesi/18.gen/NCBI%20BlastNucleotide%20Sequence%20(324%20letters).htm%23294884687
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/84043126?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=62&RID=3Z9M7R1E01N
file:///C:/Documents%20and%20Settings/cmr/Desktop/feyza%203/sekans%20deÄ�erlendirilmesi/18.gen/NCBI%20BlastNucleotide%20Sequence%20(324%20letters).htm%2384043126
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/84043078?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=63&RID=3Z9M7R1E01N
file:///C:/Documents%20and%20Settings/cmr/Desktop/feyza%203/sekans%20deÄ�erlendirilmesi/18.gen/NCBI%20BlastNucleotide%20Sequence%20(324%20letters).htm%2384043078
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/84043004?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=64&RID=3Z9M7R1E01N
file:///C:/Documents%20and%20Settings/cmr/Desktop/feyza%203/sekans%20deÄ�erlendirilmesi/18.gen/NCBI%20BlastNucleotide%20Sequence%20(324%20letters).htm%2384043004
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/282947233?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=65&RID=3Z9M7R1E01N
file:///C:/Documents%20and%20Settings/cmr/Desktop/feyza%203/sekans%20deÄ�erlendirilmesi/18.gen/NCBI%20BlastNucleotide%20Sequence%20(324%20letters).htm%23282947233
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/209538856?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=66&RID=3Z9M7R1E01N
file:///C:/Documents%20and%20Settings/cmr/Desktop/feyza%203/sekans%20deÄ�erlendirilmesi/18.gen/NCBI%20BlastNucleotide%20Sequence%20(324%20letters).htm%23209538856
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326698716?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=67&RID=3Z9M7R1E01N
file:///C:/Documents%20and%20Settings/cmr/Desktop/feyza%203/sekans%20deÄ�erlendirilmesi/18.gen/NCBI%20BlastNucleotide%20Sequence%20(324%20letters).htm%23326698716
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/294884653?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=68&RID=3Z9M7R1E01N
file:///C:/Documents%20and%20Settings/cmr/Desktop/feyza%203/sekans%20deÄ�erlendirilmesi/18.gen/NCBI%20BlastNucleotide%20Sequence%20(324%20letters).htm%23294884653
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/84043024?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=69&RID=3Z9M7R1E01N
file:///C:/Documents%20and%20Settings/cmr/Desktop/feyza%203/sekans%20deÄ�erlendirilmesi/18.gen/NCBI%20BlastNucleotide%20Sequence%20(324%20letters).htm%2384043024
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/336024847?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=70&RID=3Z9M7R1E01N
file:///C:/Documents%20and%20Settings/cmr/Desktop/feyza%203/sekans%20deÄ�erlendirilmesi/18.gen/NCBI%20BlastNucleotide%20Sequence%20(324%20letters).htm%23336024847
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/327392658?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=71&RID=3Z9M7R1E01N
file:///C:/Documents%20and%20Settings/cmr/Desktop/feyza%203/sekans%20deÄ�erlendirilmesi/18.gen/NCBI%20BlastNucleotide%20Sequence%20(324%20letters).htm%23327392658
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/294884650?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=72&RID=3Z9M7R1E01N
file:///C:/Documents%20and%20Settings/cmr/Desktop/feyza%203/sekans%20deÄ�erlendirilmesi/18.gen/NCBI%20BlastNucleotide%20Sequence%20(324%20letters).htm%23294884650
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/240863652?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=73&RID=3Z9M7R1E01N
file:///C:/Documents%20and%20Settings/cmr/Desktop/feyza%203/sekans%20deÄ�erlendirilmesi/18.gen/NCBI%20BlastNucleotide%20Sequence%20(324%20letters).htm%23240863652
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/240861949?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=74&RID=3Z9M7R1E01N
file:///C:/Documents%20and%20Settings/cmr/Desktop/feyza%203/sekans%20deÄ�erlendirilmesi/18.gen/NCBI%20BlastNucleotide%20Sequence%20(324%20letters).htm%23240861949
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/84043088?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=75&RID=3Z9M7R1E01N
file:///C:/Documents%20and%20Settings/cmr/Desktop/feyza%203/sekans%20deÄ�erlendirilmesi/18.gen/NCBI%20BlastNucleotide%20Sequence%20(324%20letters).htm%2384043088
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/206588313?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=76&RID=3Z9M7R1E01N
file:///C:/Documents%20and%20Settings/cmr/Desktop/feyza%203/sekans%20deÄ�erlendirilmesi/18.gen/NCBI%20BlastNucleotide%20Sequence%20(324%20letters).htm%23206588313
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/47118328?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=77&RID=3Z9M7R1E01N
file:///C:/Documents%20and%20Settings/cmr/Desktop/feyza%203/sekans%20deÄ�erlendirilmesi/18.gen/NCBI%20BlastNucleotide%20Sequence%20(324%20letters).htm%2347118328
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/47118316?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=78&RID=3Z9M7R1E01N
file:///C:/Documents%20and%20Settings/cmr/Desktop/feyza%203/sekans%20deÄ�erlendirilmesi/18.gen/NCBI%20BlastNucleotide%20Sequence%20(324%20letters).htm%2347118316
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/84042998?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=79&RID=3Z9M7R1E01N
file:///C:/Documents%20and%20Settings/cmr/Desktop/feyza%203/sekans%20deÄ�erlendirilmesi/18.gen/NCBI%20BlastNucleotide%20Sequence%20(324%20letters).htm%2384042998
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/112379424?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=80&RID=3Z9M7R1E01N
file:///C:/Documents%20and%20Settings/cmr/Desktop/feyza%203/sekans%20deÄ�erlendirilmesi/18.gen/NCBI%20BlastNucleotide%20Sequence%20(324%20letters).htm%23112379424
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/112379408?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=81&RID=3Z9M7R1E01N
file:///C:/Documents%20and%20Settings/cmr/Desktop/feyza%203/sekans%20deÄ�erlendirilmesi/18.gen/NCBI%20BlastNucleotide%20Sequence%20(324%20letters).htm%23112379408
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/219944660?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=82&RID=3Z9M7R1E01N
file:///C:/Documents%20and%20Settings/cmr/Desktop/feyza%203/sekans%20deÄ�erlendirilmesi/18.gen/NCBI%20BlastNucleotide%20Sequence%20(324%20letters).htm%23219944660
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/75992373?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=83&RID=3Z9M7R1E01N
file:///C:/Documents%20and%20Settings/cmr/Desktop/feyza%203/sekans%20deÄ�erlendirilmesi/18.gen/NCBI%20BlastNucleotide%20Sequence%20(324%20letters).htm%2375992373
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/157910316?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=84&RID=3Z9M7R1E01N
file:///C:/Documents%20and%20Settings/cmr/Desktop/feyza%203/sekans%20deÄ�erlendirilmesi/18.gen/NCBI%20BlastNucleotide%20Sequence%20(324%20letters).htm%23157910316
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/84043084?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=85&RID=3Z9M7R1E01N
file:///C:/Documents%20and%20Settings/cmr/Desktop/feyza%203/sekans%20deÄ�erlendirilmesi/18.gen/NCBI%20BlastNucleotide%20Sequence%20(324%20letters).htm%2384043084
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/334097391?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=86&RID=3Z9M7R1E01N
file:///C:/Documents%20and%20Settings/cmr/Desktop/feyza%203/sekans%20deÄ�erlendirilmesi/18.gen/NCBI%20BlastNucleotide%20Sequence%20(324%20letters).htm%23334097391

Sequences producing significant alignments:

Max Total uer E Max . .
—_— = = —— Links
score score coverage value ident

CP001874.1 Thermobispora bispora DSM 43833, complete genome 87.8 87.8 67% 4e-14 71%
CP001891.1 Klebsiella variicola At-22, complete genome 87.8 87.8 89% 4e-14 69%
Streptomyces viridosporus T7A putative protocatechuate

Accession Description

180198.1 . . . 7. 7. % 4e-14 73%
611180138 3,4-dioxygenase b-subunit mMRNA, partial cds g8 878 S0% ¢ 3%
CP000964.1 Klebsiella pneumoniae 342, complete genome 87.8 87.8 89% 4e-14 69%
EF434429.1 U_ncultured bacterium cl_one qY2 protocatec_huate 3.4- 878 87.8 83% 4e-14 68%
— dioxygenase beta subunit (pcaH) gene, partial cds

Ral i | . CMR15 ch
FP885895.1 alstonia solanacearum str. C 5 chromosome, 860 86.0 89% 16-13 69%

complete genome

N

CP001068.1 Ralstonia pickettii 12J chromosome 1, complete sequence 84.2 84.2 89% 5e-13 68%

Uncultured bacterium clone SS100a15N1 protocatechuate
GU560742.1 3,4-dioxygenase b-subunit-like (pcaH) gene, partial
sequence

[ee]
N
S

82.4 83% 2e-12 68%

Streptomyces sp. 2065 protocatechuaic acid catabolic gene

AF109386.2
cluster, complete sequence

[eS]
]
N

824 47% 2e-12 73%

Mycobacterium smegmatis str. MC2 155, complete

CP000480.1 80.6 80.6 67% 6e-12 71%
genome
CP001832.1 Sinorhizobium meliloti SM11 plasmid pSmeSM11d, 78.8 78.8 77% 2e-11 68%
~—  complete sequence
inorhizobi liloti BL22 lasmi INMEBO02
CP002742.1 Sinorhizobium meliloti 5C plasmid pS 02, 788 788 77% 26-11 68%
~— complete sequence
DO841292.1 Strept_omyces sp. 2065 pr_otocatechuate 3,4-dioxygenase b- 788 788 47% 26-11 73%
subunit (pcaH) gene, partial cds
AF253539 1 Alpha proteobacterium !C4 protocatechuate_ 3,4- 788 788 25% 2e-11 83%
—— dioxygenase beta subunit (pcaH) gene, partial cds
> gb|DQ841291.1| Pseudomonas putida strain DSMZ 2112 protocatechuate 3,4-dioxygenase
b-subunit (pcaH) gene, partial cds
Length=395
Score = 435 bits (482), Expect 6e-119

Identities = 283/304 (93%), Gaps
Strand=Plus/Plus

5/304 (2%)

Query 18 CTGAACGACCGTGATGGCTACTACAAGCTTCCGCACCATGCAAGACCGGGACCGTACCCA 77

FErrrrrrrrerr rrrer et rrrrrre e et e rerr e rr e
Sbjct 97  CTGACCGACCGTGACGGCTATTACA-GCTTCCGCACCAT-CAAG-CCGGGCCCGTACCCA 153

Query 78  TGGCGCAACGGCCCGAACGACTGGCGCCCGGCGCACATCCACTTCGCCATCAGCGGCCCG 137
Frrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrerrrrrre et e e e e e e e

Sbjct 154 TGGCGCAACGGCCCGAACGACTGGCGCCCGGCGCATATCCACTTCGCCATCAGCGGCCCA 213

Query 138 TCAGATCGCCACCAAGCTGATTACCCAGCTGTACTTCAGAGGGTGACCCGCTGATCCCGA 197
FEorrrrrrrrrrrrrrrerr rrrerr o rrrerr e e rrrrr e e e

Sbjct 214 TC-GATCGCCACCAAGCTGATCACCCAGTTGTACTTC-GAAGGTGACCCGCTGATCCCGA 271

Query 198 TGTGCCCGATCGTCAAGTCGATCGCCAACCCGCAAGCCGTGCAGCAGTTGATCGCCAAGC 257

Sbjct 272 TGTGCCCGATCGTCAAGTCGATCGCCAACCCGCAAGCCGTGCAGCAGTTGATCGCCAAGC 331

Query 258 TCGACATGAGCAACGCCAACCCGATGGACTGCCTGGCCTACCGCTTCGATATCGTACTGC 317
FErrrrrrrrr rrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrerrrrrr o rrrrr b

Sbjct 332 TCGACATGAGCGACGCCAACCCGATGGACTGCCTGGCCTACCGCTTTTACATCGTGCTCC 391

Query 318 GCGG 321
(N
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Sbjct 392 ACGG 395

>r_ gb|DQ841290.1| Pseudomonas putida strain ATCC 23975 protocatechuate 3,4-
dioxygenase

b-subunit (pcaH) gene, partial cds

Length=395

Score = 408 bits (452), Expect = 9e-111
Identities = 278/306 (91%), Gaps = 5/306 (2%)
Strand=Plus/Plus

Query 16 GCCTGAACGACCGTGATGGCTACTACAAGCTTCCGCACCATGCAAGACCGGGACCGTACC 75

(e e e e e N RN
Sbjct 95 GCCTGACCGACAGCGACGGCTACTACA-GCTTCCGCACCAT-CAAG-CCGGGCCCGTACC 151

Query 76 CATGGCGCAACGGCCCGAACGACTGGCGCCCGGCGCACATCCACTTCGCCATCAGCGGCC 135

et
Sbjct 152 CCTGGCGCAACGGCCCGAACGACTGGCGCCCGGCGCACATCCACTTCGGCATCAGCGGCC 211

Query 136 CGTCAGATCGCCACCAAGCTGATTACCCAGCTGTACTTCAGAGGGTGACCCGCTGATCCC 195

L e O O e e e e e e e RN
Sbjct 212 CGTC-GATTGCGACCAAGCTGATCACCCAGTTATATTTC-GAGGGTGACCCGCTGATCCC 269

Query 196 GATGTGCCCGATCGTCAAGTCGATCGCCAACCCGCAAGCCGTGCAGCAGTTGATCGCCAA 255

Frrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr et et
Sbjct 270 GATGTGCCCGATCGTCAAGTCGATCGCCAACCCTGAAGCTGTACAGCAGTTGATCGCCAA 329

Query 256 GCTCGACATGAGCAACGCCAACCCGATGGACTGCCTGGCCTACCGCTTCGATATCGTACT 315

L e O O O O
Sbjct 330 GCTCGACATGAACAACGCCAACCCGATGGACTGCCTGGCCTACCGCTTTGACATCGTGCT 389

Query 316 GCGCGG 321
[
Sbjct 390 CCACGG 395

> gb|D0Q841293.1| Pseudomonas sp. DSM 6978 protocatechuate 3,4-dioxygenase b-subunit
(pcaH) gene, partial cds
Length=395

Score = 336 bits (372), Expect = 5e-89

Identities = 244/277 (88%), Gaps = 4/277 (1%)
Strand=Plus/Plus

Query 45 CTTCCGCACCATGCAAGACCGGGACCGTACCCATGGCGCAACGGCCCGAACGACTGGCGC 104

Frerrrrrerre reer rert e rrrrt rrr et e e e e e
Sbjct 123 CTTCCGCACCAT-CAAGCCCGGCCCC-TACCCGTGGCGCAACGGCCCGAACGACTGGCGT 180

Query 105 CCGGCGCACATCCACTTCGCCATCAGCGGCCCGTCAGATCGCCACCAAGCTGATTACCCA 164

FEErrrrrrrrrrr e rrrrrrrrr e et rrrrrr e FEEEE T
Sbjct 181 CCGGCGCACATCCACTTCTCCATCAGCGGCCCGTC-GATCGCCACCCGCCTGATCACCCA 239

Query 165 GCTGTACTTCAGAGGGTGACCCGCTGATCCCGATGTGCCCGATCGTCAAGTCGATCGCCA 224

FEEEEEErer e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 240 GCTGTACTTC-GAGGGTGACCCGCTGATCCCGATGTGCCCGATCGTCAAGTCGATCGCCA 298

Query 225 ACCCGCAAGCCGTGCAGCAGTTGATCGCCAAGCTCGACATGAGCAACGCCAACCCGATGG 284

R R R FEorrrrrr e rrrrrrrr el
Sbjct 299 ACCCCGAAGCCGTGCAGACGCTGATCGCGCGCCTGGACATGGGCATGGCCAACCCCATGG 358

Query 285 ACTGCCTGGCCTACCGCTTCGATATCGTACTGCGCGG 321

FEErrrr rrrrrrrrrrrrr e rrrrr e
Sbjct 359 ACTGCCTCGCCTACCGCTTCGACATCGTGCTCCACGG 395

> gb|CP000285.1| Chromohalobacter salexigens DSM 3043, complete genome
Length=3696649

Features in this part of subject sequence:
protocatechuate 3,4-dioxygenase, beta subunit

Te-36
10/298 (3%)

Score = 159 bits (176), Expect
Identities = 222/298 (74%), Gaps
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/112379428?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=15&RID=3Z9M7R1E01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/112379434?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=20&RID=3Z9M7R1E01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/91795226?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=39&RID=3Z9M7R1E01N
file://blast/dumpgnl.cgi
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/91795226?report=gbwithparts&from=351206&to=351946&RID=3Z9M7R1E01N

Strand=Plus/Plus

Query 11 CGCTAGCCTGAACGACCGTGATGGCTACTACAAGCTTCCGCACCATGCAAGACCGGGACC 70

FEEr rrrrrr el e e O O A
Sbjct 351608 CGCT-GCCTGAGCGACGACGAGGGCTGGTACC-GTTTCCGCACCAT-CAAGCCCGGC-CC 351663

Query 71 GTACCCATGGCGCAACGGCCCGAACGACTGGCGCCCGGCGCACATCCACTTCGCCATCAG 130

L O O O L e A
Sbjct 351664 GTACCCCTGGCCCAACGACATCAACAGCTGGCGGCCGGCGCACATACACGTCTCGGTGAT 351723

Query 131 CGGCCCGTCAGATCGCCACCAAGCTGATTACCCAGCTGTACTTCAGAGGGTGACCCGCTG 190

e rrrr rrnd FEEErrrrrrrr et rrrrr rrrrrrrd
Sbjct 351724 GGGGCCGTC-GATCTCCACGCGCCTGATTACCCAGATGTACTTC-GAGGGCGACCCGCTG 351781

Query 191 ATCCCGATGTGCCCGATCGTCAAGTCGAT-CGCCAACCCGCAAGCCGTGCAGCAGTTGAT 249

L O O O O [
Sbjct 351782 ATTCCGCTGTGCCCCATCGTGCAGACCCTGCGCGATCCCG-AAGCCGTCGAGACAATGGT 351840

Query 250 CGCCAAGCTCGACAT-GAGCAACGCCAACCCGATGGACTGCCTGGCCTACCGCTTCGA 306

[ [ A Frr ottt e rrrd
Sbjct 351841 CGGTCGTCTCGACATGGCGCGCAGCC-GCTCGATGGATTGCCTGGCCTACCGTTTCGA 351897

CH

GGCGAGCGCTGAGCGACGACGAGGGCTGTACCGTTCCGCACCATCAAGCCGGTCCG
TACCCCTGGCCAACGACATCAACAGCTGGCGGCCGGCGCACATCCACGTCTCGGTG
ATGGGGCCGTCGATCTCCACGCGCCTGATCACCCAGATGTACTTCGAGGGCGACCC
GCTGATTCCGCTGTGCCCCATCGTGCAGACCCTGCGCGATCCCGAAGCCGTCAAGA
CCATGGTCGGTCGTCTCGACATGGCGCGCAGCCGCTCGATGGATTGCCTGGCCTAC
GTTTCGACATCGTCCTCCGCAG

Descriptions

Legend for links to other resources: UniGene  GEO Gene  Structure Map Viewer PubChem
BioAssay

Sequences producing significant alignments:

Max Total uer E Max Links

Accession Description :
score score coverage value ident

Chromohalobacter salexigens DSM 3043, complete 162 462 96% de- 95%

CP000285.1 genome 462 127

Chromohalobacter sp. HS2 LysR-type transcriptional

regulator (pcaQ), protocatechuate 3,4-dioxygenase beta

subunit (pcaH), protocatechuate 3,4-dioxygenase alpha

subunit (pcaG), AraC family of transcriptional regulator

(pobR), p-hydroxyBenzoat hydroxylase (pobA), LysR-

type transcriptional regulator (catR), muconate

cycloisomerase (catB), muconolactone delta-isomerase le-
(catC), catechol 1,2-dioxygenase (catA), Benzoat 1,2- 378 378 96% 101 89%
dioxygenase large subunit (benA), Benzoat 1,2-

dioxygenase small subunit (benB), electron transfer

component of Benzoat 1,2-dioxygenase (benC), Benzoat

diol dehydrogenase (benD), and Benzoat membrane

transport protein (benE) genes, complete cds; and

unknown genes

FN869568.1 Halomonas elongata DSM 2581, complete genome 293 293 91% 5e-76 84%

EU155151.1
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Sequences producing significant alignments:

. . Max Total uer E Max . .
Accession Description T = . Links
score score coverage value ident
CP000744.1 Pseudomonas aeruginosa PA7, complete genome 235 235 88% le-58 80%

Pseudomonas sp. DSM 6978 protocatechuate 3,4-

DQ841293.1 dioxygenase b-subunit (pcaH) gene, partial cds

226 226 98% 6e-56 77%

Pseudomonas aeruginosa UCBPP-PA14, complete

CP000438.1 223 223 88% 7e-55 79%
genome

AE004091.2 Pseudomonas aeruginosa PAO1, complete genome 223 223 88% 7e-55 79%
CP002881.1 Pseudomonas stutzeri ATCC 17588 = LMG 11199, 217 217 88% 36-53 78%
~——_ complete genome

CP000076.1 Pseudomonas fluorescens Pf-5, complete genome 217 217 88% 3e-53 79%
CP002622.1 Pseudomonas stutzeri DSM 4166, complete genome 214 214 88% 4e-52 78%
EM209186.1 Pseudomonas aeruginosa LESB58 complete genome 214 214 88% 4652 78%
— _ sequence

CP002620.1 Pseudomonas mendocina NK-01, complete genome 208 208 98% 1le-50 77%
CP000304.1 Pseudomonas stutzeri A1501, complete genome 205 205 88% 2e-49 77%

Pseudomonas sp. IMT40 ferulyl-CoA synthetase gene,
partial cds; and para-hydroxy Benzoat hydroxylase
AF302797.2 (pobA), PobR (pobR), PcaQ (pcaQ), protocatechuate 3,4 199 199 88% 8e-48 7%
dioxygenase beta subunit (pcaH), and protocatechuate 3,4
dioxygenase alpha subunit (pcaG) genes, complete cds

CP001157.1 Azotobacter vinelandii DJ, complete genome 192 192 96% le-45 75%
CT573326.1 Pseudomonas entomophila str. L48 chromosome,complete 190 190  88% 4e-45 6%
= sequence

EF434448.1 U_ncultured bacterium cl_one gFEU7 protocal_techuate 3,4- 188 188 69% le-44 80%
——  dioxygenase beta subunit (pcaH) gene, partial cds

CP002870.1 Pseudomonas putida S16, complete genome 187 187 96% 5e-44 75%

Pseudomonas putida NCIMB 9869 plasmid pRA500 p-
cresol degradative pathway genes, p-
hydroxybenzaldehyde dehydrogenase (pchA) gene, partial
cds, and p-cresol methylhydroxylase, cytochrome subunit

196339.1 (pchC), unknown (pchX), p-cresol methylhydroxylase, 181 181 96% 2e-42 74%

flavoprotein subunit (pchF), protocatechuate-3,4-

dioxygenase, beta subunit (pcaH) and protocatechuate-3,4-

dioxygenase, alpha subunit (pcaG) genes, complete cds
V18527 1 :zre]:gomonas sp. pobA, pobR, pcaQ, pcaH and pcaG 179 179 98% 76-42 74%
CP000712.1 Pseudomonas putida F1, complete genome 178 178 96% 3e-41 75%
CP000926.1 Pseudomonas putida GB-1, complete genome 176 176 96% 9e-41 75%
CP002727.1 Pseudomonas fulva 12-X, complete genome 174 174 98% 3e-40 74%
Dauszss. {7 DI SAnOONE L2 DO s sra s o o
AE015451.1 Pseudomonas putida KT2440 complete genome 172 172 96% 1e-39 74%
CP002290.1 Pseudomonas putida BIRD-1, complete genome 170 170 96% 4e-39 74%

Pseudomonas putida (ATCC 23975) protocatechuate 3,4-
L14836.1  dioxygenase beta and alpha subunits (pcaH and pcaG) 170 170 96% 4e-39 74%
genes, complete cds

CP002568.1 Polymorphum gilvum SL003B-26A1, complete genome 167 167 60% 5e-38 81%
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Sequences producing significant alignments:

Max Total E M :
ax Tota uer E ax | e

Accession Description :
score score coverage value ident

Pseudomonas putida strain ATCC 23975 protocatechuate 167 167 96% 56-38 74%

DQ841290.1 3,4-dioxygenase b-subunit (pcaH) gene, partial cds =

Pseudomonas syringae pv. tomato str. DC3000, complete

AE016853.1
genome

165 165 86% 2e-37 74%

CP000490 1 Paracoccus denitrificans PD1222 chromosome 2, 163 163 88% 66-37 74%
——  complete sequence

Uncultured bacterium clone gEP5 protocatechuate 3,4-

EF434440.1 . . .
EF434440.1 dioxygenase beta subunit (pcaH) gene, partial cds

158 158 91% 2e-35 74%

Uncultured bacterium clone gLB(3) protocatechuate 3,4-

EF434422.1 . . :
EF434422.1 dioxygenase beta subunit (pcaH) gene, partial cds

158 158 91% 2e-35 74%

Pseudomonas syringae pv. syringae B728a, complete

CP000075.1 158 158 96% 2e-35 73%

genome

CP000949.1 Pseudomonas putida W619, complete genome 156 156 88% 8e-35 74%
AJ295623.1 Pseudomonas putida pcaH gene and pcaG gene 156 156 96% 8e-35 73%
EF434456.1 Uncultured bacterium clone gFR14 protocatechuate 3,4- 154 154 91% 36-34 74%

dioxygenase beta subunit (pcaH) gene, partial cds =

Uncultured bacterium clone gFR5 protocatechuate 3,4- 154 154 91% 30-34 74%

EF434454.1 . - :
EF434454.1 dioxygenase beta subunit (pcaH) gene, partial cds =

Uncultured bacterium clone gFR4 protocatechuate 3,4-

EF434453.1 dioxygenase beta subunit (pcaH) gene, partial cds

154 154 91% 3e-34 74%

Cupriavidus necator strain JD6 protocatechuate 3,4-
dioxygenase b-subunit (pcaH) gene, partial cds

DQ841288.1 154 154 98% 3e-34 73%

Ralstonia eutropha JMP134 protocatechuate 3,4-

DQ841280.1 dioxygenase b-subunit (pcaH) gene, partial cds

154 154 98% 3e-34 73%

Uncultured bacterium clone qFR1 protocatechuate 3,4- 150 150 91% 46-33 73%

EF434450.1 dioxygenase beta subunit (pcaH) gene, partial cds T

Uncultured bacterium clone EP46 protocatechuate 3,4-
dioxygenase beta subunit (pcaH) gene, partial cds

DQ318060.1 150 150 97% 4e-33 74%

Uncultured bacterium clone CL50 protocatechuate 3,4-

DQ318058.1 dioxygenase beta subunit (pcaH) gene, partial cds

150 150 87% 4e-33 75%

Pseudomonas syringae pv. phaseolicola 1448A, complete

CP000058.1 149 149 97% 1e-32 72%
genome

CP000943.1 Methylobacterium sp. 4-46, complete genome 140 140 98% 6e-30 72%
Bradyrhizobium japonicum USDA 110 DNA, complete

140 140 88% 6e-30 73%

BA000040.2
genome

Uncultured bacterium clone EP38 protocatechuate 3,4-
dioxygenase beta subunit (pcaH) gene, partial cds

DQ318103.1 140 140 94% 6e-30 73%

Uncultured bacterium clone CL35 protocatechuate 3,4-
dioxygenase beta subunit (pcaH) gene, partial cds

DQ318097.1 140 140 70% 6e-30 75%

Pseudomonas brassicacearum subsp. brassicacearum

CPQ02585.1 NFM421, complete genome

136 136 88% 8e-29 72%

Marine alpha proteobacterium Y4l putative Zn-dependent
hydrolase gene, partial cds; putative LysR type
transcriptional regulator (pcaQ), putative gamma-
carboxymuconolactone decarboxylase (pcaC), putative
protocatechuate 3,4 dioxygenase beta subunit (pcaH), and
putative protocatechuate 3,4 dioxygenase alpha subunit

AY457919.1 136 136 97% 8e-29 72%
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Sequences producing significant alignments:

Max Total E M :
ax Tota uer E ax | e

Accession Description :
score score coverage value ident

(pcaG) genes, complete cds; and conserved hypothetical
protein gene, partial cds

Uncultured bacterium clone CL59 protocatechuate 3,4-

DQ318069.1 dioxygenase beta subunit (pcaH) gene, partial cds

136 136 97% 8e-29 71%

Uncultured bacterium clone SS100a15N1 protocatechuate

GU560742.1 3,4-dioxygenase b-subunit-like (pcaH) gene, partial 134 134 70% 3e-28 75%
sequence
Uncultured bacterium clone SS100b37 protocatechuate

GU560801.1 3,4-dioxygenase b-subunit-like (pcaH) gene, partial 132 132 93% 9e-28 72%
sequence

Uncultured bacterium clone SS10a35 protocatechuate 3,4-

GU560879.1 dioxygenase b-subunit-like (pcaH) gene, partial sequence

131 131 69% 3e-27 74%

Uncultured bacterium clone SS10a40 protocatechuate 3,4- 131 131 69% 30-27 74%

GU560878.1 dioxygenase b-subunit-like (pcaH) gene, partial sequence =

Uncultured bacterium clone SS100c27 protocatechuate

GU560802.1 3,4-dioxygenase b-subunit-like (pcaH) gene, partial 131 131 70% 3e-27 74%
sequence
GU560800.1 Uncultured bacterium clone FMb5 protocatechuate 3,4- 131 131 70% 36-27 74%

dioxygenase b-subunit-like (pcaH) gene, partial sequence =

Alpha proteobacterium Y3F putative Zn-dependent

hydrolase gene, partial cds; LysR-type transcriptional

regulator (pcaQ), gamma-carboxymuconolactone
AF253466.1 decarboxylase (pcaC), protocatechuate 3,4-dioxygenase 1

beta subunit (pcaH), and protocatechuate 3,4-dioxygenase

alpha subunit (pcaG) genes, complete cds; and

hypothetical protein gene, partial cds

-

131 97% 3e-27 71%

Uncultured bacterium clone EP36 protocatechuate 3,4- 131 131 87% 36-27 73%

DQ318099.1 dioxygenase beta subunit (pcaH) gene, partial cds o

Uncultured bacterium clone AF5 protocatechuate 3,4-

DQ318098.1 dioxygenase beta subunit (pcaH) gene, partial cds

131 131 8% 3e-27 73%

Uncultured bacterium clone EP15 protocatechuate 3,4-
dioxygenase beta subunit (pcaH) gene, partial cds

DQ318096.1 131 131 8% 3e-27 73%

Uncultured bacterium clone CL51 protocatechuate 3,4-

DQ318057.1 dioxygenase beta subunit (pcaH) gene, partial cds

131 131 8% 3e-27 73%

Uncultured bacterium clone Ua33N1 protocatechuate 3,4- 129 129  56% 16-26 78%

GU560881.1 dioxygenase b-subunit-like (pcaH) gene, partial sequence =

Uncultured bacterium clone SS10b60 protocatechuate 3,4-

6U560883.1 dioxygenase b-subunit-like (pcaH) gene, partial sequence

127 127 60% 4e-26 76%

Uncultured bacterium clone qY2 protocatechuate 3,4-

EF434429.1 dioxygenase beta subunit (pcaH) gene, partial cds

127 127 60% 4e-26 76%

Uncultured bacterium clone FMa29N1 protocatechuate

GU560882.1 3,4-dioxygenase b-subunit-like (pcaH) gene, partial 125 125 70% 1e-25 74%
sequence
Uncultured bacterium clone FMa24N1 protocatechuate

GU560880.1 3,4-dioxygenase b-subunit-like (pcaH) gene, partial 125 125 56% 1e-25 77%
sequence

Uncultured bacterium clone FMc41 protocatechuate 3,4-

GU560828.1 dioxygenase b-subunit-like (pcaH) gene, partial sequence

125 125 70% 1e-25 74%
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Sequences producing significant alignments:

Max Total E M :
ax Tota uer E ax | e

Accession Description :
score score coverage value ident

Uncultured bacterium clone gCSA6 protocatechuate 3,4- 125 125 59% 16-25 77%

EF434417.1 . . ;
EF4344irl dioxygenase beta subunit (pcaH) gene, partial cds -

Streptomyces coelicolor A3(2) complete genome; segment

0, - 0,
AL939128.1 25/29 125 125 60% le-25 76%
FP885895.1 Ralstonia solanacearum str. CMR15 chromosome, 120 122 56% 26-24 T7%
—  complete genome
CP000781.1 Xanthobacter autotrophicus Py2, complete genome 122 122 88% 2e-24 71%

Uncultured bacterium clone gFR2 protocatechuate 3,4-
dioxygenase beta subunit (pcaH) gene, partial cds

Streptomyces sp. L-49973 GE81112 biosynthetic gene
cluster, strain L-49973

CP002910.1 Klebsiella pneumoniae KCTC 2242, complete genome 11

Azospirillum sp. B510 plasmid pAB510d DNA, complete
genome

EF434451.1 122 122 70% 2e-24 73%

FN821996.1 120 120 53% 6e-24 77%

[ee}

118 88% 2e-23 71%

AP010950.1

=
[N
[ee}

118 58% 2e-23 76%

[ee}

CP001644.1 Ralstonia pickettii 12D chromosome 1, complete sequence 118 118 53% 2e-23 71%

Silicibacter pomeroyi putative LysR type transcriptional
regulator (pcaQ), putative para-hydroxyBenzoat
hydroxylase (pobA), putative gamma-
carboxymuconolactone decarboxylase (pcaC), putative
protocatechuate 3,4 dioxygenase beta subunit (pcaH), and
putative protocatechuate 3,4 dioxygenase alpha subunit
(pcaG) genes, complete cds; and conserved hypothetical
protein gene, partial cds

[y
[N
[ee]

AY457918.1 118  99% 2e-23 70%

Ralstonia solanacearum str. PSI07 chromosome, complete

FP885906.2
genome

[N
[N
[ep]

116 53% 7e-23 T7%

Uncultured bacterium clone EP76 protocatechuate 3,4-

DQ318062.1 dioxygenase beta subunit (pcaH) gene, partial cds

[N
[N
[ep]

116 53% 7e-23 76%

Ralstonia solanacearum str. CFBP2957 chromosome,

FP885897.1
complete genome

113 113 53% 9e-22 76%

Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae NTUH-K2044

AP006725.1 DNA, complete genome

113 113 88% 9e-22 70%

Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae MGH 78578,

CP000647.1 complete sequence 113 113 83% 9e-22 70%
CP002819.1 Ralstonia solanacearum Po82, complete genome 109 109 50% 1e-20 77%
CP001349.1 Methylobacterium nodulans ORS 2060, complete genome 109 109 56% 1e-20 76%
CP000377.1 Silicibacter sp. TM1040, complete genome 109 109 88% 1e-20 70%

Uncultured bacterium clone qY4 protocatechuate 3,4-

0, - 0,
EF434431.1 dioxygenase beta subunit (pcaH) gene, partial cds 107 107 52% 4e-20 76%
CP000264.1 Jannaschia sp. CCS1, complete genome 107 107 64% 4e-20 74%
DO318059.1 Uncultured bacterium clone EP70 protocatechuate 3,4- 107 107 53% 46-20 76%

dioxygenase beta subunit (pcaH) gene, partial cds

Uncultured bacterium clone FMb36 protocatechuate 3,4-

GU560805.1 dioxygenase b-subunit-like (pcaH) gene, partial sequence

105 105 53% 1e-19 76%

Streptomyces viridosporus T7A putative protocatechuate
3,4-dioxygenase b-subunit mRNA, partial cds

AL646052.1 Ralstonia solanacearum GMI1000 chromosome complete 105 105 53% 1le-19 75%

GU180198.1 105 105 57% 1e-19 74%
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Sequences producing significant alignments:

. . Max Total uer’ E Max . .
Accession Description T = . Links
score score coverage value ident
sequence
Sagittula stellata putative LysR-type transcriptional
regulator (pcaQ), putative para-hydroxyBenzoat
hydroxylase (pobA), putative gamma-
AF253465.2 carboxymuconolactone decarboxylase (pcaC), 105 105 52% le-19 75%
protocatechuate 3,4-dioxygenase beta subunit (pcaH),
protocatechuate 3,4-dioxygenase alpha subunit (pcaG),
and hypothetical protein genes, complete cds
FN543502.1 Citrobacter rodentium ICC168, complete genome 104 104 54% 5e-19 74%
Ochrobactrum anthropi ATCC 49188 chromosome 2,
CP000759.1 P 104 104 84% 5e-19 70%
complete sequence
Mesorhizobium loti MAFF303099 DNA, complete
BA000012.4 P 104 104 60% 5e-19 74%
genome
Agrobacterium tumefaciens str. C58 linear chromosome,
AE007870.2 g 102 102 86% 2e-18 70%
complete sequence
Uncultured bacterium clone qCSA4 protocatechuate 3,4-
EF434416.1 one qL>A% protoca 102 102 94%  2e-18 69%
dioxygenase beta subunit (pcaH) gene, partial cds
Sinorhizobium meliloti strain 41 pSymB megaplasmid
DQ898639.1 _ Py gap 102 102 53%  2e-18 75%
B316 genomic sequence
> gb|CP000285.1| Chromohalobacter salexigens DSM 3043, complete genome
Length=3696649
Features in this part of subject sequence:
protocatechuate 3,4-dioxygenase, beta subunit
Score = 462 bits (512), Expect = 4e-127
Identities = 284/297 (96%), Gaps = 4/297 (1%)
Strand=Plus/Plus
Query 9 CTGAGCGACGACGAGGGCTG-TACCGTT-CCGCACCATCAAGCC-GGTCCGTACCCCTGG 65
Frrrrerrrrerrrrrrrer rrerrrr rerrrrrerrrrr et rrr e
Sbjct 351614 CTGAGCGACGACGAGGGCTGGTACCGTTTCCGCACCATCAAGCCCGGCCCGTACCCCTGG 351673
Query 66 CC-AACGACATCAACAGCTGGCGGCCGGCGCACATCCACGTCTCGGTGATGGGGCCGTCG 124
Frrrrrreerrerrerrerrrrrerrrerrerr e e e et et e rrrrrd
Sbjct 351674 CCCAACGACATCAACAGCTGGCGGCCGGCGCACATACACGTCTCGGTGATGGGGCCGTCG 351733
Query 125 ATCTCCACGCGCCTGATCACCCAGATGTACTTCGAGGGCGACCCGCTGATTCCGCTGTGC 184
Frerrrrreerrerrer rrrrrrerrrerr et e e et et r e
Sbjct 351734 ATCTCCACGCGCCTGATTACCCAGATGTACTTCGAGGGCGACCCGCTGATTCCGCTGTGC 351793
Query 185 CCCATCGTGCAGACCCTGCGCGATCCCGAAGCCGTCAAGACCATGGTCGGTCGTCTCGAC 244
Frerrrrreerrerrerrerrrrrerrrerrerr et e rrrrr et e rrrrrd
Sbjct 351794 CCCATCGTGCAGACCCTGCGCGATCCCGAAGCCGTCGAGACAATGGTCGGTCGTCTCGAC 351853
Query 245 ATGGCGCGCAGCCGCTCGATGGATTGCCTGGCCTACCGTTTCGACATCGTCCTCCGC 301
T T T I O AR O
Sbjct 351854 ATGGCGCGCAGCCGCTCGATGGATTGCCTGGCCTACCGTTTCGACCTGGTCGTTCGC 351910
> emb | FN869568.1 | Halomonas elongata DSM 2581, complete genome

Length=4061296

Features in this part of subject sequence:
protocatechuate 3,4-dioxygenase, beta subunit

Score
Identities

= 293 bits (324), Expect
236/280 (84%), Gaps

5e-76
4/280 (1%)

Strand=Plus/Minus
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Query 14 CGACGACGAGGGCTG-TACCGTTC-CGCACCATCAAGCC-GGTCCGTACCCCTGGC-CAA 69

L e e e O O O O
Sbjct 3470997 CGACGAGCAGGGCTGGTATCGTTTTCGCACCATCAAGCCCGGCCCCTATCCGTGGGGCAA 3470938

Query 70 CGACATCAACAGCTGGCGGCCGGCGCACATCCACGTCTCGGTGATGGGGCCGTCGATCTC 129

L e e e O e O O O O
Sbjct 3470937 CGGCATCAATACCTGGCGCCCGGCGCACATCCACGTGTCGGTGATGGGCCCATCGATTTC 3470878

Query 130 CACGCGCCTGATCACCCAGATGTACTTCGAGGGCGACCCGCTGATTCCGCTGTGCCCCAT 189

L e e e O O O O
Sbjct 3470877 CACCCGTCTGATCACCCAGATGTATTTCGAAGGTGACCCGCTGATTCCGCTCTGCCCGAT 3470818

Query 190 CGTGCAGACCCTGCGCGATCCCGAAGCCGTCAAGACCATGGTCGGTCGTCTCGACATGGC 249

FEEETEErrrrd CErrrrr rerrrr rerrrrrr rerr rerrrrrrrrrne
Sbjct 3470817 CGTGCAGACCCTCAAGGACCCCGAGGCCGTCGAGACCATGATCGGCCGTCTCGACATGGC 3470758

Query 250 GCGCAGCCGCTCGATGGATTGCCTGGCCTACCGTTTCGAC 289

(AR e R
Sbjct 3470757 GCGCAGCCGTCCCATGGACTGCCTGGCGTATCGGTTCGAC 3470718

> gb|DQ841293.1| Pseudomonas sp. DSM 6978 protocatechuate 3,4-dioxygenase b-subunit
(pcaH) gene, partial cds
Length=395

Score = 226 bits (250), Expect = 6e-56

Identities = 235/302 (78%), Gaps = 6/302 (2%)
Strand=Plus/Plus

Query 3 CGAGCGCTGAGCGACGACGAGGGCTGTACCGT--TCCGCACCATCAAGCC-GGTCCGTAC 59
FETrrrrrr e reer reed PO rrrrrrrrrrrrrrrr e re
Sbjct 91  CGCGCGCTGACCGACAACGAAGGCCGCTACGTCTTCCGCACCATCAAGCCCGGCCCCTAC 150

Query 60 CCCTGGC-CAACGACATCAACAGCTGGCGGCCGGCGCACATCCACGTCTCGGTGATGGGG 118

FEEErr rrrer | T T
Sbjct 151 CCGTGGCGCAACGGCCCGAACGACTGGCGTCCGGCGCACATCCACTTCTCCATCAGCGGC 210

Query 119 CCGTCGATCTCCACGCGCCTGATCACCCAGATGTACTTCGAGGGCGACCCGCTGATTCCG 178

FEErrrrrr et rerrrrrrrrrrr e rerrrrrrrrr e rrrrrrrrrrr
Sbjct 211 CCGTCGATCGCCACCCGCCTGATCACCCAGCTGTACTTCGAGGGTGACCCGCTGATCCCG 270

Query 179 CTGTGCCCCATCGTGCAGACCCTGCGCGATCCCGAAGCCGTCAAGACCATGGTCGGTCGT 238

FEEEEEr rrerr e A
Sbjct 271 ATGTGCCCGATCGTCAAGTCGATCGCCAACCCCGAAGCCGTGCAGACGCTGATCGCGCGC 330

Query 239 CTCGACATGGCGCGCAGCC-GCTCGATGGATTGCCTGGCCTACCGTTTCGACATCGTCCT 297

FErrrrrrr 1 N e e R
Sbjct 331 CTGGACATGG-GCATGGCCAACCCCATGGACTGCCTCGCCTACCGCTTCGACATCGTGCT 389

Query 298 CC 299

Sbjct 390 CC 391

>r_ gb|AF302797.2|AF302797 Pseudomonas sp. IMT40 ferulyl-CoA synthetase gene, partial
cds;

and para-hydroxy Benzoat hydroxylase (pobA), PobR (pobR),

PcaQ (pcaQ), protocatechuate 3,4 dioxygenase beta subunit

(pcaH), and protocatechuate 3,4 dioxygenase alpha subunit (pcaG)

genes, complete cds

Length=7171

Score = 199 bits (220), Expect = 8e-48
Identities = 212/272 (78%), Gaps = 6/272 (2%)
Strand=Plus/Plus
Query 34 TTCCGCACCATCAAGCCGGTCC-GTACCCCTGGC-CAACGACATCAACAGCTGGCGGLCCG 91

Frrrrrrrrrrrrrrrrrr e rrrrrrrrrrr rrrrd Frrrrrrrrrrd
Sbjct 4297 TTCCGCACCATCAAGCCGGGCCCGTACCCCTGGCGCAACGGTCCGAACGACTGGCGGCCG 4356

Query 92 GCGCACATCCACGTCTCGGTGATGGGGCCGTCGATCTCCACGCGCCTGATCACCCAGATG 151

L T A EEEe
Sbjct 4357 GCGCACATCCACTTTTCCATTACCGGTCCGTCGATCTCGACGCGGCTGATCACCCAGCTC 4416
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Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query

Sbjct

152

4417

212

4476

270

4535

TACTTCGAGGGCGACCCGCTGATTCCGCTGTGCCCCATCGTGCAGACCCTGCGCGATCCC

L e e O O O O I
TACTTCGAAGGGGATCCGTTGATTCCGAAGTGTCCCATCGTCAAGTCCAT-CGCCAACCC

—-GAAGCCGTCAAGACCATGGTCGGTCGTCTCGACATGGCGCGCAGCC-GCTCGATGGATT

e O [ O O O O O O
GGATGCGGTGCAGACGCTGATCGCCCGCCTGGACAT-GAGCATGGCCAACCCGATGGACT

GCCTGGCCTACCGTTTCGACATCGTCCTCCGC 301

L e O O R
GCCTGGCCTACCGCTTCGACATCGTGCTGCGC 4566
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ARASTIRMA PROIJESI

1. Afyonkarahisar ili ve Cevresinde Yer Alan Eber Golii, Karamik Golii, Aksehir
Goli Sular1 ve Baliklar1 ile Igme Suyunda Organoklorlu Pestisitlerin
Belirlenmesi (Tiibitak Projesi CAYDAG 105Y 135)(tamamlandi)

2. Afyonkarahisar 1li Igme Sulari ile Eber ve Karamik Goélii Sularindaki
Organoklorlu  Pestisit Kalintilarmin  Belirlenmesi (AKU-BAP FENED-
016)(tamamlandi)

3. Bazi Mikroorganizmalarin Aromatik Hidrokarbonlar1 (fenantren, piren, naftalen)
Pargalama Yeteneklerinin Arastirilmasi (AKU-BAP 10 FENED-11)
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