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ONSOZ VE TESEKKUR

Bacillus cinsi bakteriler, Gram pozitif, gubuk sekilli, endospor olusturan ve elverigsiz
ortam kosullarina direngli olan canlilardir. Besin gereksinimleri oldukga basit ve
kolay Uretilebilen bakterilerdir. Bazi suglari bocek larvalarina patojen etki
gosterdiginden zararli canlilar ile micadelede biyolojik kontrol ajani olarak da
kullanilmaktadir. Ayrica, ylksek miktarda enzim, antibiyotik ve toksin Uretimini
desteklediklerinden endiistriyel 6neme sahiptirler. Bu calismada, izmit ve
cevresindeki topraklardan izole edilen Bacillus izolatlarinin morfolojik, molekiler ve
biyokimyasal karakterizasyonu ile literatire yeni bulgular sunulmasindan o&te,
biyoteknoloji alaninda disiplinler arasi ¢oklu is birliklere ilham kaynagi olacagina
inaniimaktadir.

“lzmit ve cevresindeki topraklardan izole edilen Bacillus tirlerinin molekiiler
yontemlerle tanimlanmasi ve biyokimyasal karakterizasyonu” adli ylksek lisans tez
calismamin her asamasinda yardimlarini esirgemeyen, bilgi ve goruglerinden
yararlandidim, danismanim, Sayin Yrd. Do¢. Dr. Yonca Yuzugulli Karakus’'a, bu
calismayi gergeklestirirken laboratuvarinda galismama misaade eden Sayin Dog.
Dr. Ozlem Aksoy ve Yrd. Dog. Dr. Yonca Avci Duman’a, ¢alismamin filogenetik
analiz kisminda sabirla ve titizlikle yardimci olan Sayin Dog. Dr. Fikriye Polat’a,
desteklerini esirgemeyen degerli calisma arkadaslarim Semih Isik, Gince Gdg,
Sinem Balci ve Melis Zengin’e ve Biyoloji Bolimundeki tum arkadaslarima, Bacillus
cinsine ait bakterilerin biyokimyasal tanimlama ¢alismalarinin yapiimasinda Kocaeli
Universitesi Tip Fakiltesi Mikrobiyoloji Laboratuvarinda bulunan VITEK-MS
(bioMérieux, Fransa) cihazinin kullaniimasina izin veren Sayin Dog¢. Dr. Devrim
Ozturk Diindar'a ve ekibine, tezimin degerlendirilmesi ve gelistiriimesinde yardimci
olan degerli juri Gyeleri hocalarima sonsuz tesekkurlerimi sunarim.

Son olarak, maddi ve manevi desteklerini her zaman yanimda hissettigim sevgili
aileme tum kalbimle tegekkur ederim.

Tez calismami destekleyen Kocaeli Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri (Proje
Numarasi: 2014/69) birimine de slkranlarimi sunarim.

Aralik - 2016 Arzu SERTEL
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iZMiT VE GEVRESINDEKI TOPRAKLARDAN iZOLE EDILEN BACILLUS
TURLERININ'  MOLEKULER ~ YONTEMLERLE ~ TANIMLANMASI  VE
BiYOKIMYASAL KARAKTERIZASYONU

OZET

Arastirmada, izmit ve cevresindeki topraklardan alinan &érnekler; pastérizasyon
isleminden sonra seri seyreltmeler hazirlanarak, nutrient agar plaklara yayma ekim
yapildi. Morfolojik olarak birbirinden farkli olan koloniler tek tek segilip, tekrar yayma
ekimle saflastirildi ve numaralandiriidi. Buna gére 45 izolat belirlendi. Oncelikle
izolatlarin koloni morfolojileri karsilastirildi ve benzer olanlar gruplandiriidi. Daha
sonra, molekuler dizeyde tanimlanmalari amaciyla korunmus bir gen bdlgesi olan
ve siniflandirmada yaygin olarak kullanilan 16S rRNA (16S rDNA) gen dizi analizleri
gerceklestirildi. Yakin akraba olanlari birbirinden ayirmak icin ilave molekuler (kismi
gyrB gen bdlgesinin Sau3Al enzimi ile muamele edilmesi, kismi gyrA gen bdlgesi
dizi analizi, “cry” gen varligi) ve biyokimyasal analizler yapildi. Filogenetik analizler
ise NJ (neighbour-joining) metodu ile gerceklestirildi. Morfolojik, molekdler,
biyokimyasal ve filogenetik analizlerin sonuglari birlikte degerlendirildiginde; toplam
45 izolattan 20 tanesinin Bacillus cinsine ait olmadigi gézlenirken, geriye kalan 25
izolattan birbirine benzer olanlar ayni grup altinda toplanarak her bir gruptan en az
bir izolat segildi ve 9’'u (Y1; B. cereus, Y7; B. pumilus, Y12; B. megaterium; Y13 ve
Y37; B. methylotrophicus, Y15; B. subtilis, Y35; B. licheniformis, Y38 ve Y47; B.
sonorensis) tir dizeyinde tanimlandi. Sonug¢ olarak; endistriyel dneme sahip
Bacillus cinsi bakterilerden elde edilen bu turlerin, endustriyel biyoteknoloji alaninda
basta 6zgin enzim ya da toksin dretimi, ilag ham maddelerinin sentezi olmak lzere
farkli gcalismalarin yapilmasina olanak saglayabilecegi distnulmektedir.

Anahtar Kelimeler: 16S rRNA, Bacillus, Biyokimyasal Test, GyrA, GyrB.
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BIOCHEMICAL CHARACTERIZATION AND IDENTIFICATION OF BACILLUS
SPECIES ISOLATED FROM IZMIT AND SURROUNDING SOIL BY USING
MOLECULAR METHODS

ABSTRACT

In the study, soil samples were collected from Izmit and the surrounding lands and
spread onto nutrient agar plates after pasteurization process followed by serial
dilutions. Colonies that are morphologically different from each other were selected
one by one and purified by re-streaking, numbered. Accordingly, 45 isolates were
documented. Colony morphologies of the isolates were compared and similar ones
were grouped. After that 16S rRNA (16S rDNA) gene sequence analysis which is a
conserved gene region and is widely used in classification, was performed in order
to identify the molecular level of the isolates. To discriminate the members of closely
related taxa, additional molecular (restriction digestion of gyrB gene with Sau3Al
enzyme, partial gyrA gene sequence analysis and the analysis of cry gene) and
biochemical analysis were carried out. Phylogenetic trees were constructed using
the neighbor-joining (NJ) method. When morphological, molecular, biochemical and
phylogenetic analysis results were evaluated altogether, 20 of 45 isolates were
found not to belong to the genus Bacillus, the remaining 25 isolates were grouped
according to their similarities, one isolate from each group was selected as
representative and 9 of 25 isolates (Y1; B. cereus, Y7; B. pumilus, Y12; B.
megaterium; Y13 and Y37; B. methylotrophicus, Y15; B.subtilis, Y35; B.
licheniformis, Y38 and Y47; B. sonorensis) were identified to the species level. As a
result, the isolated and identified Bacillus species here are believed to promote
many studies including novel enzyme or toxin production, synthesis of
pharmaceutically important compunds in industrial biotechnology field.

Keywords: 16S rRNA, Bacillus, Biochemical Test, GyrA, GyrB.



GiRiS

Bacillus cinsi bakteriler, antibiyotik, enzim ve toksin Uretimi gibi metabolik 6zellikleri
ile endustriyel dGneme sahip olmalari ve kolay uUretilebilmeleri sebebiyle dikkat ¢ceken
mikroorganizmalardir (Rosovitz ve dig., 1998; Wipat ve Harwood, 1999; Oztiirk,
2007). Ayrica, sporlanma kabiliyetleri ve metabolizma faaliyetlerinin cesitliligi genis
bir cevreye yayllmalarinda 6énemli avantajlar saglamaktadir (Wipat ve Harwood,
1999; Oztiirk, 2007). Spor olusturma kabiliyetlerinden dolayi genis yayilim
gosterdiklerinden farklh habitatlardan izole edilebilirler. Yaygin bulunduklari temel
alan toprak olmasina ragmen bitki rizosferi, su, ¢esitli gidalar veya bazi canlilarin
bagirsak sistemlerinde de bu cins bakterilere rastlanmistir (Burke ve dig., 1983;
Chilcott ve Wigley, 1993; Young ve dig., 1995).

Bacillus tiirleri endlstride yaygin olarak kullanilmaktadir. Ornegin, B. licheniformis
ve B. polymyxa tirleri sirasiyla basitrasin ve polimiksin antibiyotik Uretiminde tercih
edilmektedir. B. subtilis, B. amiloliquefaciens ve B. stearothermophilus (Geobacillus
stearothermophilus), bakteriyel a-amilaz enzim Uretiminde kullaniimakta olup amiloz
ve amilodekstrini dekstrinlere parcalamaktadirlar (Kalkan ve Halkman, 2006a). B.
megaterium ve B. cereus dogada parcalanabilen bir biyoplastik maddesi olan
polihidroksibiturik asit (PHB) Uretmektedirler (Kalayli ve Beyatli, 2003). B. subtilis, B.
mesentericus ve B. stearothermophilus ise bakteriyel proteaz enzimi Uretiminde
kullaniimaktadir. Bu enzim et ve balik etlerinin tenderize edilmesinde
(yumusatiimasi), sarap ve bira endlstrisinde protein bulanikhidinin alinmasinda

stabilize edici olarak kullaniimakta oldugu belirtilmistir (Kalkan ve Halkman, 2006a).

Yuksek miktarlarda antibiyotik, enzim ve toksin Uretimine olanak saglamalari
acisindan endustriyel éneme sahip olan Bacillus cinsi bakterilerin bircogu ayrica
cesitli bocek larvalarina patojenik etki gdstermekte ve bu nedenle glinimuzde
biyolojik kontrol ajani olarak da kullaniimaktadir. Bunun sebepleri arasinda bu
bakterilerin toprakta bol miktarda bulunmalari, cesitli biyolojik aktif metabolitleri
uretmeleri ve direngli spor formlarini olusturma yetenekleri gelmektedir. Bunlarin
yaninda bdceklerle micadelede kimyasal ajanlarin (insektisit) yetersiz kalmalari ve
insan saghgini tehdit eder duruma gelmesi bu tip biyolojik ajanlara ihtiyaci

vurgulamaktadir (Rosovitz ve dig., 1998).



Bacillus cinsi bakterilerin tanimlanmalarinda klasik biyokimyasal ve fizyolojik
yontemler kullaniimasina ragmen bazi izolatlarin bu yoéntemlerle kesin olarak
tanimlanmasi yapilamamaktadir. Ozellikle de B. cereus grubu bakterilerin (B.
thuringiensis, B. mycoides ve B. anthracis) siniflandiriimalari tartismalidir. Birgok
aragtirmaci birbirine yakin olan bu tdrlerin B. cereusun Uyesi olarak

gruplandirilabilecegini ileri sirmuslerdir (Chang ve dig., 2003).

Turler arasindaki farkliliklar ve benzerlikler; Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR), 16S
rRNA (16S ribozomal RNA) dizi analizi, DNA-DNA hibridizasyonu, Polimeraz Zincir
Reaksiyonu-Pargca Uzunluk Polimorfizmi (PZR-RFLP), Rastgele Cogaltiimis
Polimorfik DNA-PZR (RAPD-PZR), toplam hucre proteinlerinin Sodyum Dodesil
Sulfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) gibi molekiler ydntemler
kullanilarak belirlenmeye cgaligiimaktadir (Oztlrk, 2007).

Bu calismada, topraktan izole edilen farkli Bacillus tirlerinin molekiler yontemlerle
tanimlanmalari, morfolojik ve biyokimyasal karakterizasyonlarinin caligiimasi
hedeflendi. Bu amagla, izmit ve gevresindeki topraklardan (Kocaeli Universitesi
Kampusu, Yuvacik Baraj Yolu Gzerindeki tarlalar ve dere kenari, Kent Ormani) izole
edilen Bacillus cinsine ait bakterilerin tek koloniden gogaltimlari gerceklestirilerek,
koloni morfolojileri karsilastirilip, ¢alisma suresi boyunca saklanmalar igin stok
kilthrleri hazirlandi. izolatlarin genomik DNA’lari izole edilerek filogenetik
karakterizasyonda kullaniimak tzere 16S rRNA dizilerinin PZR yontemi ile elde
edilmesi Uzerine optimizasyon c¢alismalar gergeklestirildi. 16S rRNA gen bdlgesi ile
tanimlanamayan izolatlar icin ilave molektler (kismi gyrB gen bdlgesinin Sau3Al
enzimi ile muamele edilmesi, kismi gyrA gen bdlgesi dizi analizi, “cry” gen varligi)
analizler yapildi. Bu sonuglari desteklemesi amaciyla biyokimyasal testler uygulandi.
Ayrica, izolatlarin biyokimyasal analizinde Universitemiz Tip Fakiiltesi Merkez
Laboratuvarinda bulunan VITEK-MS cihazi (bioMérieux, Fransa) kullanilarak hizmet
alimi yapildi. Son olarak; molekuler ve biyokimyasal tanimlamasi yapilan izolatlarin

filogenetik iligkileri incelendi.

Teshis ve siniflandinimasi yapilan, endustride kullanim alani oldukga genis olan ve
kolay dUretilebilen Bacillus cinsi bakterilerden olusan bir kiltir koleksiyonu
universitemizde yapilacak ilk caligma olma Ozelligini gostermesi sebebiyle hem
O6zglndur hem de sadece literatlire yeni bulgular sunmasindan 6te, biyoteknoloji

alaninda disiplinler arasi ¢oklu ig birliklere ilham kaynagi olacagina inaniimaktadir.



1. GENEL BILGILER
1.1. Bacillus Cinsinin Genel Ozellikleri

Bakteriler temel olarak hicre sekillerine, yasadiklar ortama, beslenme sekillerine ve
gram boyama Ozelliklerine goére farkli siniflandirmaya tabi tutulurlar. Endospor
olusturan  Bacillaceae familyasi gram negatif anaerob  bakterilerden
(Desulfotomaculum cinsi) gram pozitif aerob koklara (Sporosarcina cinsi) kadar
degisebilen bir yelpaze icinde farkli ézellikleri gosteren, cesitli bakteri cinslerini
icermektedir. Bu familyanin temel cinsleri ise Bacillus ve Clostridium’dur. (Alfredo ve
dig., 1999; Yedidag, 2011).

Bacillus adi, 1872 yilinda Ferdinand Cohn tarafindan ilk defa kullaniimistir (Lin,
1997). Bacillus, diger Bacillaceae cinslerinden katalaz uretimi ve aerob endospor
olusturmalari ile ayrilmaktadir. Gram pozitif (bazi tirleri degisken), cubuk sekilli,
aerobik veya fakultatif anaerobik, endospor olusturan bakterilerden olusur (Ayhan,
2000). Vejetatif hicreler, tek basina veya zincir seklinde bulunabilir. Yuvarlak veya
koseli sekilde biten hucrelerin  bOyuklikleri 0,5x1,2 pm’den 2,5x10 pm’ye
degismektedir (Sneath, 1986; Rosovitz ve dig., 1998).

Bacillus cinsi bakterilerin hucrelerinde genelde sitoplazmik membran Uzerinde bir
veya birkag anyonik polimer ve birkag peptidoglikan tabaka ile 6rtlli hicre duvari
bulunmaktadir. Bazi Bacillus tirleri hiicre duvarinin disinda jelatinéz, viskoz, elastik
veya mukoid karakterde olan, hiicre duvarindan ayri olarak kapsul icermektedirler.
Bacillus anthracis’de bulunan kapsul virllans etkiye sebep olmaktadir (Sneath,
1986; Rosovitz ve dig., 1998; Arda, 2000). B. anthracis tlrinin poly - D - glutamik
asit'ten olugsan kapstull, sarbonda virllansin baglica belirleyici etkenidir. B. cereus
ve B thuringiensis gibi B. anthracis’e en yakin tirler tarafindan kapsul sentezlenmez

ve bu tur ayriminda kullanilir (URL-1).

Ayrica, bazi Bacillus cinsine ait turlerde hareketi saglayan ince, uzun, dalgali,
fleksibilitesi fazla, sarmal yapida flagellum organeli bulunmaktadir. B. anthracisde
flagellum bulunmazken, B. cereus ve B. subtilis tirlerinde fazlaca flagellum
bulunmaktadir (Sneath, 1986; Rosovitz ve dig., 1998; Arda, 2000).



Bacillus cinsi bakterilerin asil habitatlari toprak olmasina ragmen sporlari nedeniyle
biyosferde birgok farkli ¢cevreden izole edilebilirler. Toprak mikroflorasinda yer alan
Bacillus turleri besin maddeleri agisindan zengin topraklarda bulunabildikleri gibi,
besince fakir topraklardan da izole edilebilirler. Ornegin; B. subtilis, B. licheniformis
ve B. cereus tlrleri karmasik besin maddelerine ihtiyac duymazken, B. polymyxa ve
B. azotofixans tirleri ise gelismek igin bitki rizosferine ihtiyag duyarlar (Massle,
1985; Sneath, 1986)

Optimum buyume sicakliklari 25°C ile 37°C arasinda degismesine ragmen termofilik
ve psikrofilik tlrleri 75°C’den daha ylksek ve 3°C’den daha disik sicakliklarda
blylyebilme yetenegine sahiptirler. Bazi turleri de pH’si 2-10 arasinda degisen
asidik ve alkali ortamlarda gelisebilirler (Sneath, 1986).

Butun tarleri Nutrient Agar, Trypticase Soy Agar, Brain Heart Infusion ve Kanli Agar
gibi besiyerlerinde oldukc¢a iyi Grer. Karbon kaynagi olarak organik asit, seker ve
alkol, azot kaynagi olarak da amonyum igeren sentetik ortamlarda ¢ok iyi gelisirler
(Kaynar ve Beyatli, 2006).

Bacillus cinsi bakterilerin koloni morfolojileri ¢evresel sartlara bagli olarak
degismektedir. Besiyeri ¢esidi, koloninin yagi gibi 6zeliklere gore, yari seffaf, opak,
dizgun ya da purtzlU koloniler gorulebilir. Koloni renkleri ise, kreme yakin beyazdan
sarlya dogru degisiklik gosterebilir. Cogu Bacillus turd pigment olusturmazken bazi
tirleri farkh besiyerlerinde sari, yesil, mavi-siyah vb. pigmentler (Uretebilirler
(Rosovitz ve dig., 1998; Ustagelebi, 1999).

1.2. Bacillus Cinsinde Endospor Olugsumu

Bacillus cinsine ait tdrlerin en énemli 6zelliklerinden biri blyime evresinin durgun
fazinda besin maddelerinin azalmasina bagl olarak endospor olusturmalaridir.
Endosporlar sicaklik, kuraklik, basin¢ ve bircok kimyasal dezenfektana karsi
oldukga dayanikli yapilar olduklarindan ancak 15-20 dakika 120°C sicakliga maruz
birakildiklarinda canliliklarini kaybederler. Sporlarin iglerindeki sivi miktarinin az
olmasi, dayanikli olmalarindaki en 6nemli nedenlerden biridir. Endosporlarin
hucredeki yeri ve sekli turler arasinda farklilik gdsterirken genellikle silindirik,
elipsoidal, oval veya yuvarlak olup hiicre iginde merkeze yakin veya u¢ kisimlarda

bulunabilirler (Koneman, 2006).



Endospor olusumu su sekilde 6zetlenebilir. Cevresel stres kosullarinda cekirdek
ikiye bolinerek birbirinden zarsi bir bdlme ile ayrilir. Bolmenin blylUmesiyle 6nci
spor igeri alinarak ift tabakal zar igerisinde kalir. iki zar arasinda peptidoglikan
yapida korteks tabakasi olusur. Korteks tabakasi kalinlasir ve dipikolinik asit
selatlama 6zelligi ile Ca* iyonlarini tutar. Bdylece spordaki su molekiilleri disari
atilarak iglerindeki sivi miktari azaltiimis olur. Endosporlar karbohidrat, aminoasit ve
su gibi uyaricilarin oldugu ortamlarda ¢cimlenmeye baglar. Enzimlerin aktiflesmesiyle
korteks tabakasi sindirilir, Ca* iyonlari ve dipikolinik asit serbest birakilir. Ardindan
RNA sentezinin baglamasiyla yeni vejetatif hucre olugur (Sekil 1.1) (Koneman, 2006;
Demeli, 2012).
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Sekil 1.1. Bacillus cinsinde spor olusumu (Errington, 2003)
1.3. Bacillus Kromozomal ve Plazmid DNA’lar

Prokaryotlarda kromozomal DNA genellikle c¢ift iplikli tek bir halkasal DNA
molekulinden olusmaktadir (URL-2).

Bacillus genetigi calismalarinda siklikla kullanilan B. subtilis tirli oldukga iyi
tanimlanmis olup, genom buyuklugunun 4,2 Mb¢ oldugu ve 4100 protein kodlayan

gene sahip oldugu bildiriimistir (Wipat ve Harwood, 1999).



Takeno ve dig. (2012) tarafindan yapilan bir ¢alismada, B. cereus NC7401’in
kromozom bUyUkligunun yaklasik olarak 5,2 Mbg, G+C oraninin yaklasik %35,6
oldugu ve 5 plazmid (270, 48, 5, 4, ve 3 kb buyukliginde) icerdigi rapor edilmistir.

Li ve dig. (2015) tarafindan yapilan bir ¢alismada ise; B. thuringiensis HD521’in
kromozom buydkliginin yaklasik olarak 5,4 Mbg¢ uzunlugunda, G+C oraninin

%35,28 oldugu ve 6 plazmid igerdigi rapor edilmigtir.

Plazmidler butin bakteri hlicrelerinde kromozomdan badimsiz olarak tasinan,
bakterinin ortama uyumunda ve evrimde 6nemli bir yere sahip olan esas kalitsal
materyalin disindaki DNA molekulleridir. Hemen hemen bilinen bitin plazmidler cift
zincir DNA tasirlar. Plazmidlerin ¢codu halkasal olmakla birlikte, ¢cok sayida dogrusal
plazmid oldugu da bilinmektedir. Plazmidler, replikasyon orjinine sahiptir ve
bagimsiz olarak replike olabilirler. Plazmidlerin sayisi ve buyukltkleri tlrlere goére
degisiklik gdsterse de, hiicre icindeki kopya sayilari dizenlenme mekanizmalari ile
siki bir bicimde kontrol altinda tutulmaktadir (Demeli, 2012).

Plazmidler tasidiklari genlere ve bakterinin fenotipine yaptiklari katkiya goére
adlandirilirlar (esey plazmidi, diren¢ plazmidi). Plazmid DNA’lan Uzerinde bakterinin
yasamsal islevlerini yuritmesinden sorumlu genler bulunmaz. Bazi kosullar altinda
konakglya gerekli ya da yararli olan proteinleri kodlayan genleri tasirlar ve iginde
bulunduklari hiicreye ortamda Ustiin hale gelebilecegi 6zellikleri kazandirirlar. Ornek
olarak; antibiyotik direnci, virulans 06zellik, organik bilesiklerin parcalanmasi gibi
aktiviteler verilebilir (Albayrak, 2007). Bazi plazmidler ise, fenotipte gdézlenmeyen
Ozelliklere dair genlere sahiptir, bunlara kriptik plazmidler denir. Kendi kendine
transfer olabilen veya konjugatif plazmidler, icerdikleri tra genleri sayesinde, diger
tlr veya bakteriyel suslara ¢ikardiklari kopyalari transfer edebilme yetenegindedirler.
Diger bazi plazmidler ise, kendi transferleri icin yetenekli olmasalar da, baz
bakteriyel hlicrelerde bunulan konjugatif plazmidlerin fonksiyonlarindan yararlanirlar
(W oodford ve Johnson, 1998; Yilmaz, 2003; Oztiirk, 2007).

Bazi Bacillus cinsine ait turlerin antibiyotiklere karsi direng 6zelligi tagiyan plazmidler
bulundurmasi, rekombinant DNA c¢alismalarinda “vektér” olarak kullanilabilmelerine
ve birgok ¢alisma igin aranilan organizmalar olmalarina neden olmustur (Tanaka ve
dig., 1977; Yoshimura ve dig. 1983; Bodorova-Urgosikova ve dig., 1992; Chang ve
dig., 2003).



Yapilan ¢aligmalarda genelde Bacillus cinsine ait turlerin igerdigi plazmidlerin kriptik
plazmidler oldudu rapor edilmis olmasina ragmen B. thuringiensis’in bir plazmidinin
insektisidal kristal proteinin Uretimiyle iliskili oldugu belirtilmigtir (Tanaka ve dig.,
1977; Yoshimura ve dig., 1983).

B thuringiensis’ in toksin genleri ve B. anthracis’in antraks toksin genleri plazmidler
Uzerinde yer aldigi icin B. cereus grubunun plazmidleri grup dyelerinin

tanimlanmasinda dnemli bir faktérdir (Tourasse ve dig., 2006).
1.4. Bacillus’larin Tanimlanmalan
1.4.1. Geleneksel tanimlama

Bacillus siniflandirmasinin temeli Edinburgh’da ¢alisan Tom GIBSON ve Northern
Regional Research Laboratory, Peoria, lllionis’den Ruth GORDON ve Nathan
SMITH tarafindan kurulmustur. Smith ve arkadaslari 150’den fazla tirl temsil eden
1134 sus belirlemis ve bunlari sadece 19 tir altinda toplamiglardir. Daha sonra
ortak monograf sus ve turlerin tanimlanmasi batin metodolojilerin tamamlanmasiyla
saglanmis ve bu calisma, basillerin tanimlanmasi ve izolasyonu igin dncul referans
olmustur (Gordon ve dig., 1973; Demeli, 2012).

Gibson ve Gordon ayni zamanda Bacillus cinsi bakterilerin morfolojik
gruplandirmasinda endosporun seklini ve ana hlcrenin pozisyonunu kullanmiglardir
ve bu sekilde 3 grupta toplamislardir. Birinci grupta kendi icinde A ve B alt grubu
olmak Uzere ikiye ayrilir. Her iki grup siskin olmayan sporangium icermekte ve Gram
pozitif boyanmaktadir. Sporlari elips veya silindirik sekilli, hlicre iginde merkezi veya
u¢c konumda bulunurlar. A ve B alt gruplar arasindaki temel fark hicre
blyUkllkleridir. B. megaterium ve B. cereus, A alt grubunda bulunan bakterilere
ornek olup bunlar 1 pm’den kugukturler. B alt grubundakiler ise boyutlar 1um’den
blylk olan B. licheniformis, B. subtilis, B. pumilus ve B. coagulans tdrlerini
icermektedir. Klinik olarak énemli Bacillus izolatlarinin ¢ogu birinci grupta yer alir.
ikinci grupta yer alan tiirler siskin bir sporangiuma sahip olup sporlari elips seklinde
merkezde veya u¢ kisimda bulunur. B. circulans, B. macerans, B. polymyxa, B.
popillae, B. larvae, B. lentimorbus, B. alvei, B. stearothermophilus ve B. brevis bu
grupta bulunan baslica tirlerdir. Uglincli grup Gram degisken ve heterojen B.
sphaericus tirlerince baskindir. Sporangiumlari sigkindir ve kuresel sporlar ug

kisimda ya da uca yakin yerde bulunur (Kalayli ve Beyatl, 2003; Oztiirk, 2007).



ilk olarak bir izolat bu gruplardan birine ayrildiginda ikinci olarak fizyolojik ve

biyokimyasal testler kullanilarak tir seviyesinde tanimlamasi yapilmaya c¢aligilir.

Bakterilerin tanimlanmasinda morfolojik 6zelliklerden olan gram reaksiyonu, koloni
morfolojisi, endosporun sekli ve yeri, hareketlilik vb. 6zelliklerinden yararlanilir.
Mikroorganizmalarin fizyolojik ve metabolik 6zellikleri igerisine mikroorganizma
enzimleri, transport proteinlerinin yapi ve aktiviteleri ayrica hlicre ¢eperi yapisi,
enerji kaynaklari, fermantasyon drunleri, oksijen istekleri, ikincil metabolitler,
metabolik inhibitorler ve antibiyotik duyarhlik testleri de girer. Bunun yaninda katalaz
dretimi, indol, metil kirmizisi (red), VP ve sitrat testleri, 6zel besiyerlerinde blylime,
farkl sicaklik, pH ve NaCl'de gelisme, glukoz ve laktoz kullanimi, S olusumu,
jelatin ve nisasta hidrolizi ve kazein pargalanmasi ile tlrler tanimlanmaya calisilir
(Ustacelebi, 1999).

1.4.2. Molekiiler yontemlerle tanimlama

Morfolojik ve biyokimyasal testlere ilave olarak turler arasindaki farklligi belirlemek
icin gesitli molekuler yontemler gelistiriimistir. Kromozomal DNA baz bilesimi (Yomol
G+C), DNA-DNA sivi hibridizasyon yontemleri, 6zel DNA problari, plazmid ve
toplam hucre protein profillerinin belirlenmesi, polimeraz zincir reaksiyonu, 16S
rRNA dizi analizi, Southern blotlama gibi molekuler yontemler tanimlamanin kesin
ve hizli bir sekilde yapilmasini saglamaktadir (Rosovitz ve dig., 1998; Chang ve dig.,
2003).

1.4.2.1. 16S rRNA dizi analizi

Woese ve di§. (1983) tarafindan yapilan calisma ile bakterilerin ve diger yasam
formlarinin  filogenetik iligkisinin, genetik kodun degdismeyen bir bdlgesinin
kiyaslanmasi ile saptanabilir oldugu ortaya koyulmustur. Bakterilerdeki bu genetik
alan icin uygunlugu incelenmekte olan kisimlar 16S rRNA (ribozomun kiglk alt
birimine 6zgi RNA) ve 23S ve 5S rRNA (blyulk alt birimler)'y1 sifreleyen genlerden

meydana gelmektedir.

Bakterilerin siniflandiriimasinda yaygin olarak kullanilan gen bdlgesi 16S rRNA’dIr.
Bu gen bdlgesi 16S rDNA’dan olusur ve yaklagik olarak 1550 bg¢ uzunlugundadir.

Hem degisebilen hem de korunmus bolgelerden olusur (Joung ve Cote, 2001).

16S rRNA dizilerinin kiyaslanmasi bakteriler, arkebakteriler ve Okaryotik

organizmalar arasindaki filogenetik ve evrimsel yakinligin belirlenmesi igin kullanilan



guclt bir aractir. Bu diziler dncelikli olarak oligonUkleotit kataloglama, klonlarin
dizilenmesi, ters transkriptaz kullanilarak RNA’nin dogrudan dizilenmesi ve PZR ile
cogaltiimis materyalin dizilenmesini iceren yontemlerle elde edilmistir (Weisburg ve
dig., 1991; Oztiirk, 2007).

B. thuringiensis ve B. cereus var. mycoidesin 16S rRNA dizi analizi sonucunda
sadece birka¢ nUkleotit ile birbirlerinden ve B. anthracis ve B. cereus’dan farkh
oldugu tespit edilmistir. Gen bankasindan B. cereus, B. thuringiensis ve B. antracis
turlerinin sinirh sayida gen dizilerine ulasiimaktadir. Bu diziler farkli uzunlukta ve
kalitede olmalarina ragmen tamamlayici bdlgelerinde birbirlerinden birkag
nukleotitten fazla farklari yoktur. Bu nedenle B. cereus, B. thuringiensis ve B.
antracis’in 16S rRNA gen bolgelerinde goérilen az dizeydeki farklihk bu Gg¢ tirG
tanimlamak ve farkliliklarini ortaya koymak icin 16S rRNA gen bolgesi dizi analizinin

bir ara¢ oldugunu ortaya koymaktadir (Sacchi ve dig., 2002).

Attallah ve dig. (2014) tarafindan yapilan c¢alismada Misir topraklarinin farkli
bdlgelerinden izole edilen 16 Bacillus izolatindan 3’Unin morfolojik, fizyolojik,
biyokimyasal testler ve kismi 16S rRNA gen bdlgesi analizi ile B. cereus VKK-7’ye

benzerlik gésterdigi rapor edilmistir.

Suudi Arabistan’in Dogu Eyaletinde Berekaa (2014) tarafindan yapilan bir
calismada ekzopolisakkarit (EPS) Ureticisi olan Bacillus QS5 izolati 16S rRNA gen
bolgesi dizi analizi ile B. licheniformis olarak tanimlanmistir. EPS, pekgok
mikrooraganizmanin buyumesi sirasinda dogal olarak olugturulan makromolekuldir
(Berekaa, 2014). Yapilan calismalarda EPS’lerin bagisiklik sistemini gelistirici,
kolesteroli dlusUricu, antillser ve antitimor etkisinin oldugu belirtiimistir. EPS’ler
gida endustrisinde jellestirici, emdlsifiye ve stabilize edici &zelliklerinden dolayi
kullaniimaktadir. EPS’ler fermente drlnlerin stabilitesini, teknolojik ve teksturel
yapisini gelistirirken, bakterileri faj saldirilarina, toksik bilesiklere, ozmotik strese ve

kurumaya kars! korumaktadir (Soyucgok ve dig., 2016).

Starostin  ve dig. (2015) tarafindan vyapilan c¢alismada, Rusya’nin gesitli
bolgelerindeki ekstrem habitatlardan izole edilen 24 izolatin, 16S rRNA gen
boélgelerine ait dizi analizlerinin %98 benzerlik gosterdigi ve bu izolatlarin B. pumilus
grubuna ait olduklari ve ayrimlarinin yapilmasi icin kitle spektrometresi yontemi

kullanildigi rapor edilmistir.



1.4.2.2. Kismi gyrA ve gyrB dizi analizleri

16S rRNA gen bolgesi dizi analizi ile tanimlanamayan izolatlar igin diger korunmus
gen bodlgelerine bakilir. Bunlara érnek olarak gyrA/B gen bdlegeleri verilebilir. gyr
A/B genleri; DNA replikasyonunda rol oynayan DNA Giraz (Tip I DNA
topoizomeraz) enziminin A/B alt Unitesini kodlar (Wang ve dig., 2007).

GuoHui ve dig. (2010) tarafindan yapilan ¢alismada Bacillus sp. R31 izolati
fizyolojik, biyokimyasal testler ve 16S rRNA gen bdlgesi dizi analizi ile
tanimlanamamig olup DNA Giraz enziminin A ve B alt Unitelerini kodlayan gyrA ve

gyrB gen bdlgeleri kullanilarak izolatin B. subtilis olarak tanimlandigi rapor edilmistir.

Bacillus cinsi birbirine cok yakin tirleri iceren gruplara sahiptir. Ornegin; Bacillus
cereus grubunda (B. cereus, B. anthracis ve B. thuringiensis) yer alan tlrler genetik
olarak ¢ok benzer olmalarina ragmen farkli patojeniteye sahip olduklarindan dolayi
yine de ayri turler olarak kabul edilir. Diger bir érnek ise; B. subtilis grubu B. subtilis
subsp. subtilis, B. amyloliquefaciens, B. licheniformis, B. atrophaeus, B. mojavensis,
B. vallismortis, B. subtilis subsp. spizizenii ve B. sonorensis tlrlerini igerir. Bu turlerin
16S rRNA gen bodlgesine ait dizi analizleri %99 benzerlik gosterir. Bu nedenle bu
turlerin ayrimi sadece bu bdlgeye dayali olarak yapilamaz. Yeni tir, B. safensis gyrB
gen dizisine gore B. pumilustan ayirt edilmistir. B. altitudinis, B. stratosphaericus ve
B. aerophilus tirleri polifazik taksonomi yaklagimi kullanilarak tanimlanmigtir. Bu
turlerin 16S rRNA gen dizileri birbirine ¢ok yakindir ve B. pumilus grubu formlara
sahiplerdir (Starostin ve dig., 2015).

1.4.2.3. Cry gen varliginin tespiti

B. cereus ve B. thuringiensis’in molekuler ayrimi “cry” genlerinin varliginin tespiti ile
yapilabilir (Chen ve Tsen, 2002).

B. thuringiensis (Bt) turli sporulasyon periyodu esnasinda kristal inklizyonlar
uretmesiyle karakterize edilir (Aronson ve dig., 1986; Tathpinar, 2010). Bu kristal
proteinler (Cry proteinleri) cry gen kodlayan plazmidler tarafindan sentezlenir ve
bakterinin olugturdugu bu kristal inklizyonlar ylksek insektisidal aktiviteye sahiptir
(Gonzales ve Carlton, 1980; Tathpinar, 2010).

Bacillaceae familyasi igerisinde Bt, bir memeli patojeni olan B. anthracis ve ozellikle

besin zehirlenmesine neden olan B. cereus ile genetik olarak yakinlik gosterir. Bu U¢
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tir de topraktan izole edilebilirler (Tatlipinar, 2010). Ancak Bt kristal olusturma

Ozelligi ile bu bakterilerden aynlir (Helgason ve dig., 2000; Tathpinar, 2010).

B. thuringiensis turleri cry gene sahip ve kristal protein Uretebilirler, yani cry gen
PZR arana pozitifken, B. cereus turlerinde cry gen PZR Urinu negatiftir (Chen ve
Tsen, 2002).

1.4.3. VITEK-MS (Kiitle spektrometresi) ile tanimlama

Mikroorganizmalarin tanimlanmasinda klasik metotlara gére daha hizli ve basit bir
yontem olarak kitle spektrometresi kullaniimaktadir. Bu yontem c¢alisilan numunenin
protein spektrumunun cihazin veritabaninda bulunan referans spektrumlar ile

kargilastiriimasi esasina dayanir (Starostin ve dig., 2015).

Spektrumlar mikroorganizmalarin tanimlanmasinda kullaniimaktadir. incelenmek
istenen mikroorganizmaya ait koloni dogrudan hedef noktasinin Uzerine yayilir ve
matriksle kaplanir. Meydana gelen kutle spektrumlari, ilgili yazilimla incelendikten
sonra kayitli profillerle karsilastinlir (Sekil 1.2). Turlerin bu teknik ile tanimlanmasi,
ginimuz standart immudnolojik ve biyokimyasal yontemlerden daha guvenilir ve
ucuz olmasindan kaynaklanmaktadir (Seng ve dig., 2009; Cetinkaya ve Ayhan,
2012).

v X
Mikobakteriler icin
50 pl

A

Y
TrifloroAsetikAsit ile
inaktivasyon

® - . -

bk 1- Numune Hazirligi
fgﬂ

Bakteri [ I
T

1uL-O.

3- Analiz - Tanimlama

Sekil 1.2. VITEK-MS ile tanimlama basamaklari (URL-3)
1.5. Bacillus Cinsi Bakterilerin Onemi ve Endiistrideki Yeri

Bacillus cinsi bakteriler kolay Uretilebilmeleri, endustriyel éneme sahip olmalari

(antibiyotik, enzim, toksin, biyoplastik gibi) ve patojeniteleri sebebiyle bakteriler
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dunyasinda dikkat geken ve Uzerinde genis ¢calismalarin yapildigr mikroorganizmalar

grubuna girerler (Rosovitz ve dig., 1998; Kaynar ve Beyatli, 2006).

Bulasici hastaliklarin tedavisinde yaygin olarak kullanilan antibiyotiklerin tretiminde
Bacillus cinsi bakterilerden yararlaniimaktadir. B. polymyxa polimiksin, B. subtilis
subtilin, B. licheniformis basitrasin, B. brevis gramisidin antibiyotiklerinin tGretiminde
kullantlir. Bunlarin yanisira siklik lipoproteinlerden olan iturin (B. subtilis) birgok
mantar ve mayanin neden oldugu hastaliklarla micadelede kullaniimaktadir. B.
cereus tarafindan dretilen antibiyotiklerin (zwittermisin A ve antibiyotik B)
mantarlarin neden oldugu bazi bitki hastaliklarinda etkili oldugu bilinmektedir
(Rosovitz ve dig., 1998).

GlUnumuzde 6zellikle gelismis Ulkelerde tarim alanlarinda blyik ekonomik kayiplara
neden olan zararli bdcekler ile micadelede kullanilan kimyasal ilaglarin ekosistemde
meydana getirmis oldugu zararl etkiler nedeniyle alternatif ydéntemler gelistiriimeye
baslanmigtir. Bu yontemlerin en 6nemlisi de “biyolojik mucadele”dir. Biyolojik
mulcadelede bakteriler, virUsler, mantarlar, nematodlar ve protozoa grubuna ait
organizmalar biyolojik kontrol ajani olarak kullaniimaktadir. Bunlar arasinda, 6zellikle
Bacillus grubu bakteriler dnemli bir yer tutarlar. Biyolojik mucadelede kullanilan
mikroorganizmalarin %90’nini B. thuringiensis olugturmaktadir. B. thuringiensis delta
endotoksin (insektisidal kristal protein) olarak isimlendirilen protein yapida ve
biyolojik olarak kolayca pargalanabilen ve bdylece bdcegin orta bagirsaginda kisa
bir yarilanma dmru olan insektisidal toksinler uretirler (Chattopadhyay ve dig., 2004;
Oztiirk, 2007).

B. thuringiensis Urlnlerinin ziraatta kullaniminin artmasina ek olarak, 1977'de B.
thuringiensis subsp. israelensis’in kesfi sivrisineklerin (Culex sp.) ve karasineklerin
(Anopheles sp.) buylk olcekli kontroliyle sonuglanmigtir. Mesela, B. thuringiensis
subsp. israelensis drtnleri Almanya’da sivrisineklerin, Cin’de malaria vektérinin
kontroliinde kullaniimaktadir. Ayrica Dinya Saglik Orgiitii, karasineklerin (Simulium
damnosum) kontrolinde 1982'den 1997’ye kadar 5 milyon litreden fazla B.

thuringiensis subsp. israelensis Grtnlerini kullanmigtir (Demeli, 2012).

B. subtilis, B. amiloliquefaciens ve B. stearothermophilus bakteriyel a-amilaz enzim
uretiminde kullaniimakta olup, amiloz ve amilopektini dekstrinlere parcalar. B.
subtilis, B. mesentericus ve B. stearothermophilus ise bakteriyel proteinaz enzimi

uretiminde kullaniimaktadir. Bu enzim ise et ve balik etlerinin tenderize edilmesinde
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(yumusatiimasi), sarap ve bira endustrisinde protein bulanikliginin alinmasinda
stabilize edici olarak kullaniimakta olup, miso ve soysos Uretiminde baslangi¢ (6n)

kaltur olarak da yararlaniimaktadir (Kalkan ve Halkman, 2006a).

Bacillus cinsine ait tdrlerden elde edilen alkalin proteazlar, deterjan
formUlasyonlarindaki bUyUk uygulamalariyla en ¢ok kullanilan endUstriyel
enzimlerdir (Haddar ve dig., 2010). En ¢ok calisilan alkalin proteinazlar ise, cesitli
Bacillus turleri tarafindan uretilen “Subtilisin Carlsberg” ve “Subtilisin Novo”dur. B.
licheniformis tarafindan Uretilen Subtilisin Carlsberg ve B. amyloliquefaciens
tarafindan Uretilen Subtilisin Novo deterjan formUlasyonlarinda segilen enzimlerdir
(Keay ve dig., 1972).

B. subtilis, B. thermoleovorans, B. thermocatenulatus, B. coagulans lipaz Ureten
bazi Bacillus turleridir. Lipaz enzimi genellikle st Grtinlerinde ve gida endustrisinde
sut yaglarinin hidrolizi i¢in kullanilir. Lipaz, sUt yadlarini pargalayip yag asitlerini
serbest hale gegirerek pek ¢ok sut Grtintne tipik lezzet ve kokuyu kazandirmaktadir
(Ozdogan, 2007).

B. megaterium ve B. cereus dogada pargalanabilen bir biyoplastik maddesi olan
polihidroksibiturik asit (PHB) Uretirler (Kalayli ve Beyatli, 2003).

Antraks (sarbon) entkeni olan B. anthracis ve besin zehirlenmelerine neden olan B.
cereus hari¢ diger tarler primer insan patojeni degildirler. Ancak travma, yanik ve
degisik sekilde immunitesi baskilanmig hastalarda potansiyel patojendirler. Birgok
Bacillus’'un hastalik patogenezinde rol oynayan antimikrobiyal &zellikte madde,
enzim, pigment ve bir kisminda toksin gibi hicre disi madde salgiladiklari

gOsterilmistir (Berkeley ve Logan, 1997).
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2. MALZEME VE YONTEM

Tez calismasinda kullanilan cihazlarin listesi ve besiyeri, tampon ve soltusyonlarin

hazirlanmasi Ek-C’de yer almaktadir.
2.1. Toprak Orneklerinin Alinmasi

Bu calismada toprak ornekleri, topragin Ust ylzey materyalleri sUpUrtldikten sonra
steril bir spatula ile ylzeyin yaklasik 2-5 cm asagisindan 10 gram alinarak steril
tiplere konuldu. Alinan ornekler kullanilana kadar +4°C’de saklandi (Kim ve dig.,
1998).

2.2. Bacillus Cinsi Bakterilerin izolasyonu

Bacillus cinsine ait bakteri tUrlerinin izolasyonu igin Nutrient Agar (NA) (Merck)
besiyeri kullanildi. izmit ve g¢evresindeki topraklardan (Kocaeli Universitesi
Kampusu, Yuvacik Baraj Yolu Uzerindeki tarlalar ve dere kenari, Kent Ormani)
alinan érneklerin 1 grami, icinde 9 ml steril saf su bulunan deney tlplerine aktariimis
olup karistiricida 5 dakika kuvvetli bir sekilde karistirildi. Ornekler 80°C’de 10 dakika
tutularak vejetatif bakteri formlarinin dlmesi ve ortamda bu bakterilerin sporlu
formlarinin kalmasi saglandi. Orneklerden 10"den 10®ya kadar seri seyreltmeler
hazirlanarak, NA besiyerine 0,1 ml ekimler yapilip 37°C’de bir gece inklbasyona
birakildi. inkiibasyon sonunda morfolojik olarak birbirinden farkli olan koloniler
secildi (Kim ve dig., 1998). Secilen farkli koloniler NA besiyerine ekilerek saf
kultarleri elde edildi. Saf kiltarler daha sonra Gram boyama ile boyanarak boyama
sonucunda morfolojik olarak Gram pozitif cubuk sekilli olan bakteriler deney

materyali olarak secildi. Her bir izolat Y1, Y2, Y3 seklinde sirasiyla numaralandirildi.
2.3. Bacillus Cinsi Bakterilerin Stok Kulturlerinin Hazirlanmasi

Deney materyali olarak segilen her bir izolatin; 5 mI'lik Nutrient Broth (NB) (Biolife)
besiyerinde 37°C’de 16-18 saat ¢alkalamali inkubatérde (200 rpm) cogaltildiktan
sonra her birinden (700 pl érnek + 200 pl %80 (v/v)'lik gliserol) Uger adet olacak
sekilde sivi azotla dondurulup, -80°C’de muhafaza edilmek Uzere stok kultlrleri
hazirlandi (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Saklama érnekleri

2.4. Bacillus Cinsi Bakterilerin Koloni Morfolojilerinin Karsilagtiriimasi

Topraktan izole edilen 45 izolat; koloni morfolgjilerinin karsilastiriimasi amaciyla -
80°C stoklarindan alinip 5 ml'lik NB besiyerinde 37°C’de 16-18 saat calkalamall
inkibatérde (200 rpm) cogaltildiktan sonra seri seyreltmeler hazirlanarak, NA

besiyerine yayma yontemi ile ekilip 37°C’de 16-18 saat inkiibasyona birakildi.
2.5. Bacillus izolatlarinin Molekiiler Analizi
2.5.1. Primer tasarimi

Sentegen (Ankara) firmasindan satin alinan oligonukleotitler, Tablo 2.1'de
listelenmektedir. 18 ila 25 baz uzunlugunda tasarlanan primerler i¢in erime sicakhgi
(Tm) 55°C-65°C olarak belirlendi.

Tablo  2.1. Bacillus  izolatlarinin  filogenetik  karakterizasyonunu
gerceklestirebilmek U(zere Polimeraz Zincir Reaksiyon’'unda kullanilan
primerler

Primer Cifti Cogaltilan Nukleotit Dizisi

Gen Bolgesi
1.primer gifti 16S rRNA ileri 5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3'
(Tony ve dig., 2009) 16SrRNA geri  5-AGAAAGGAGGTGATCCAGGC-3'
2.primer cifti 16S rRNA ileri 5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3'
(Singh ve dig., 2013) 16SrRNA geri  5-ACGGCTACCTTGTTACGACTT-3'
3.primer gifti 16S rRNA ileri 5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3'
(Zheng ve dig., 2016) 16SrRNA geri 5-AAAGGAGGTGATCCAGCC-3'
4 primer cifti gyrA ileri 5'-CAGTCAGGAAATGCGTACGTCCTT-3'
(Singh ve dig., 2013) gyrA geri 5'-CAAGGTAATGCTCCAGGCATTGCT-3'
5.primer cifti gyrB ileri 5-GTTTCTGGTGGTTTACATGG-3'
(Manzano ve dig., 2003) gyrB geri 5-CAACGTATGATTTAATTCCACC-3'
6.primer gifti K3-cry ileri 5'-GCTGTGACACGAAGGATATAGCCAC-3'
(Chen ve Tsen, 2002) K5-cry geri 5-AGGACCAGGATTTACAGGAGG-3'
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2.5.2. Genomik DNA izolasyonu

Bakterilerin kromozomal DNA’lari, Genomik DNA purifikasyon kiti (Peglab, Almanya)
kullanilarak firma tarafindan Onerilen basamaklar dogrultusunda izole edildi. Bu
kapsamda; Bacillus izolatlari oncelikle 3 mllik Luria-Bertani (LB) Broth (Ek-C)
besiyerine (%1 (w/v) tripton, %0,5 (w/v) maya ekstrakti, %1 (w/v) NaCl) inokile
edilerek 37°C’de 18 saat inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonunda érnekler 4000
rcfde 10 dakika santrifijlendikten sonra supernatan atildi. 100 pl “TE tamponu”
eklenerek pellet ¢ézdirlimis olup sonra tipe 100 pl lizozim enzimi ilave edilerek
karistirildiktan sonra 30°C’de 20 dakika bekletildi. Ttp 4000 rcf'de 5 dakika santrifQj
edildikten sonra supernatan atildi. 400 pl “DNA lizis buffer T” ilave edilerek pellet
¢Ozdlrildi ve 20 ul “Proteinaz K” eklenerek pipetleme yapildi. 15 yl RNase A
eklenip tekrar pipetleme yapildiktan sonra 10 saniye ters diz edildi. Daha sonra
karigsimi igeren tlip 70°C su banyosunda 30 dakika bekletilip ara sira ters diz edildi.
200 ul “DNA baglama tamponu” eklenip, pipetleme yapildiktan sonra érnek 2 ml'lik
temiz tUplere konulup son solusyon firma tarafindan saglanan kolon igine eklendi.
10000 rcfde 1 dakika santrifij edilmesi sonucunda kromozomal DNA’'nin kolona
baglanmasi saglandi. Kolon daha sonra temiz bir tipe aktarilip 650 pl “DNA yikama
tamponu” eklenerek kolon yikandiktan sonra 10000 rcfde 1 dakika santriflij edildi.
Tekrar 650 pl “DNA yikama tamponu” ile yikanan kolon 10000 rcfde 1 dakika
santrifuj edildikten sonra bu sefer 10000 rcfde 2 dakika santrifij edildi. Kolon daha
sonra 1,5 ml'lik steril santrifuj tuplere aktarildi ve oda sicakligindaki steril sudan 50
gl kolona eklendikten sonra 6nce 70°C’lik su banyosunda 5 dakika sonra oda
sicakliginda 5 dakika bekletilip 6000 rcf'de 1 dakika santrifuj edildi. Boylece DNA’nin
kolondan ayrilmasi saglandi. Bu sekilde elde edilen kromozomal DNA &rnekleri -
20°C’de saklandi.

2.5.3. Niikleik asit konsantrasyonunun belirlenmesi

izole edilen genomik ve plazmid DNA &rneklerinin konsantrasyonlari Qubit 2.0
Fluorometer (Invitrogen, Amerika) kiti kullanilarak belirlendi. Oncelikle “Qubit
Reagent” ve “Qubit Buffer’dan olusan calisma solisyonu ve sonrasinda son
hacimleri 200’er pl olacak sekilde standart 1 ve 2 (190ar pl calisma
solusyonu+10’ar pl standart 1/2) hazirlandi. DNA konsantrasyonlar olgulecek
izolatlardan 2’ser pl alinarak son hacimleri 200 ul olacak sekilde ¢galisma soltisyonu
ile tamamlandi. Standart sollsyonlar ve 6rnekler 2-3 saniye ters diz edilip, oda
sicakhiginda 2 dakika inkubasyona birakildi. Qubit 2.0 Fluorometer (Invitrogen,

16



Amerika) cihazinda 6nce standart solusyonlar okutularak florometre kalibre edildi
[Genis aralikta okuma igin standart 1 = TE tamponunda 0 ng/ul DNA, standart 2 =
TE tamponunda 100 ng/ul DNA] ve sonrasinda sirasiyla drnekler okutulup DNA

konsantrasyonlari dl¢ulda.
2.5.4. 16S rRNA gen bolgesinin ¢ogaltiimasi

izole edilen kromozomal DNA'lar ve Tablo 2.1°de verilen ilk {i¢ primer cifti, 16S rRNA
genini tasiyan DNA bolgesinin amplifikasyonu icin kullanildi. Amplifikasyon
calismalarinin optimize edilmesinde Tablo 2.2-2.5'te yer alan doért farkli PZR

karigsimi hazirlanarak hedef gen bdlgesinin ¢gogaltiimasi gergeklestirildi.

Tablo 2.2. 16S rRNA gen bdlgesinin c¢ogaltiimasinda kullanilan PZR

karisimi |
PZR Karigim: | SO u .. Son Konsantrasyon
(Reaksiyon hacmi)
10X Taq DNA polimeraz tamponu 5 1X

MgClz (25 mM) 3 1,5mM
dNTP karigimi (2 mM) 5 200 uM
ileri primer (10 uM) 1 0,2 uM
1
8

Geri primer (10 yM) 0,2 uM
Kromozomal DNA 0,192 - 24,16 ng
ddH,0 26 -

Taqg DNA polimeraz (1,25 U/ul, NEB) 1 0,025 U/ul

Tablo 2.3. 16S rRNA gen bdlgesinin c¢ogaltiimasinda kullanilan PZR

karisimi Il

PZR Kangimi |l 50 ul .. Son Konsantrasyon
(Reaksiyon hacmi)

10X Tag DNA polimeraz tamponu 5 1X
MgCl; (25 mM) 3 1,5mM
dNTP karigimi (2 mM) 5 200 pM
ileri primer (10 pyM) 1 0,2 uM
Geri primer (10 yM) 1 0,2 uM
Kromozomal DNA 0,66 0,192 - 24,16 ng
ddHO 33,34 -
Tag DNA polimeraz (1,25 U/ul, NEB) 1 0,025 U/ul
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Tablo 2.4. 16S rRNA gen bdlgesinin ¢ogaltiimasinda kullanilan PZR
karisimi Ill

PZR Karnsgimi Il 50 ul

(Reaksiyon hacmi) Son Konsantrasyon

10X KOD Hot Start DNA polimeraz

tamponu 5 1X
MgSO4 (25 mM) 3 1,5mM
dNTP karigimi (2 mM) 5 200 uM

ileri primer (10 uM) 1,5 0,3 uM

Geri primer (10 M) 1,5 0,3 uM
Kromozomal DNA 1 0,192 - 24,16 ng
ddHO 32 -

KOD Hot Start DNA polimeraz

(1 U/ul, Novagen) 1 0,02 U/ul

Tablo 2.5. 16S rRNA gen bdlgesinin ¢ogaltilmasinda kullanilan PZR
karisimi IV (Duman ve dig., 2016)

PZR Karnigimi IV 50 pl
(Reaksiyon hacmi)

Son Konsantrasyon

10X KOD Hot Start DNA polimeraz

tamponu 5 1X
MgSO. (25 mM) 3 1,5mM
dNTP karigimi (2 mM) 5 200 uM

ileri primer (10 M) 1,5 0,3 uM
Geri primer (10 yM) 15 0,3 uM
Kromozomal DNA 8 0,192 - 24,16 ng
ddHO 25 -

KOD Hot Start DNA polimeraz

(1 U/pl, Novagen) 1 0,02 U/pl

Dort farkli reaksiyon karigimi i¢in kullanilan PZR ddnglisu Tablo 2.6'da verilen

sekilde uygulandi.

Tablo 2.6. 16S rRNA gen bdlgesinin ¢cogaltiimasinda kullanilan
PZR déngusu (Duman ve dig., 2016)

PZR Asamasi| Sicaklik (°C) Siire Déngli
On Denatiirasyon 95 2 dk. 1
Denatilirasyon 95 30 sn.

Baglanma 52 30 sn. 30
Uzama 72 90 sn-

Son Uzama 72 10 dk. 1
Saklama 4 Siresiz -

2.5.5. Kismi gyrA gen bodlgesinin gogaltiimasi

izole edilen kromozomal DNA'lar ve Tablo 2.1°de verilen 4. primer cifti, kismi gyrA

genini tasiyan DNA bolgesinin amplifikasyonu igin kullanildi. Amplifikasyon
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calismalarinin optimize edilmesinde Tablo 2.7 ve 2.8'de yer alan iki farkh PZR

reaksiyon karisimi hazirlanarak gen bdlgesinin ¢gogaltilmasi gerceklestirildi.

Tablo 2.7. Kismi gyrA gen bdlgesinin gogaltiimasinda kullanilan PZR
karisimi V

PZR Karisimi V 50 pl

(Reaksiyon hacmi) Son Konsantrasyon

10X KOD Hot Start DNA polimeraz

tamponu 5 1X
MgSO4 (25 mM) 3 1,5mM
dNTP karigimid(2 mM) 5 200 pM

ileri primer (10 uM) 1,5 0,3 uM
Geri primer (10 uM) 15 0,3 uM
Kromozomal DNA 8 0,192 - 24,16 ng
ddH,0 25 -

KOD Hot Start DNA polimeraz

(1 U/ul, Novagen) 1 0,02 U/ul

Tablo 2.8. Kismi gyrA gen bdlgesinin ¢ogaltiimasinda kullanilan PZR

karisimi VI
PZR Karigimi VI 50 pl
) . Son Konsantrasyon
(Reaksiyon hacmi)
10X Tagq DNA polimeraz tamponu 5 1X
MgCl; (25 mM) 3 1,5 mM
dNTP karigimi (2 mM) 5 200 uM
ileri primer (10 uM) 1,5 0,3 uM
Geri primer (10 yM) 1,5 0,3 uM
Kromozomal DNA 8 0,192 - 24,16 ng
ddH>0 25 -
Tag DNA polimeraz (1,25 U/ul, NEB) 1 0,025 U/ul

Yukarida igerikleri verilen reaksiyon karigsimlari i¢in kullanilan PZR doénguleri Tablo

2.9 ve 2.10’da verilen sekilde uygulandi.

Tablo 2.9. Kismi gyrA gen bolgesinin ¢ogaltiimasinda kullanilan
PZR dongusu 1

PZR Agamasi 1 Sicaklik (°C) Siire Déngi
On Denatiirasyon 95 2 dk. 1
Denatlrasyon 95 30 sn.

Baglanma 58 30 sn. 30
Uzama 68 90 sn:

Son Uzama 68 10 dk. 1
Saklama 4 Siresiz -
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Tablo 2.10. Kismi gyrA gen bdlgesinin ¢ogaltilmasinda kullanilan

PZR dongusu 2
PZR Asamasi 2 Sicaklik (°C) Siire Déngi
On Denatiirasyon 95 2 dk. 1
Denatlrasyon 95 30 sn.
Baglanma 52 30 sn:|L 30
Uzama 72 90 sn
Son Uzama 72 10 dk. 1
Saklama 4 Suresiz

2.5.6. Kismi gyrB gen bodlgesinin ¢ogaltiimasi

B. cereus grubuna ait izolatlarin ayirt edilmesi amaciyla kismi gyrB gen bdlgeleri
cogaltildi. Bu amagla izole edilen kromozomal DNA’lar ve Tablo 2.1’de verilen 5.
primer cifti, kismi gyrB genini tasiyan DNA bdlgesinin amplifikasyonu igin kullanildi.
Amplifikasyon galismalarinda Tablo 2.7°de yer alan PZR karigimi V ve Tablo 2.9'da

verilen dongu 1 kullanilarak gen bolgesinin gogaltilmasi gergeklestirildi.
2.5.7. Restriksiyon enzimi ile kesim

B. cereus grubuna ait izolatlarin ayirt edilmesi amaciyla kismi gyrB gen bdlgeleri
cogaltilan izolatlarin PZR Uranleri, Tablo 2.11°de yer alan reaksiyon karigimi
kullanilarak restriksiyon enzimi - Sau3Al (NEB, ingiltere) ile 37°C'de 3 saat

inkibasyona birakildi.

Tablo 2.11. Kismi gyrB gen bdlgeleri ¢ogaltilan izolatlarin
restriksiyon enzimi - Sau3Al (NEB) ile kesimi i¢in kullanilan
reaksiyon karisimi

Reaksiyon Hacmi Son
(50 i) Konsantrasyon
10X NEBuffer 5 1X
DNA PZR urtinu 7
ddH,0 37
Sau3Al (200U, NEB) 1 4U

2.5.8. Plazmid DNA izolasyonu

Plazmid DNA’sI izole edilmek istenen izolat; Luria-Bertani (LB) Broth (Ek-C)
besiyerinde 37°C’de galkalamali inkibatdrde (200 rpm) 18 saat buyutuldu. Plazmid
DNA'y! izole etmede Alkalin-SDS Plazmid Miniprep yontemine dayanan QIAprep
DNA izolasyon kiti (Qiagen, Almanya) kullanilarak firma tarafindan Onerilen
basamaklar izlendi. Bu kapsamda; bir gece 37°C’de inkube edilen 10 ml (LB) taze
kaltar 13000 rpm’de 10 dk. santrifljlendi ve stpernatan atildi. 250 pl “Buffer P1”

20



eklenerek pellet ¢ézdiruldd ve mikrosantriflj tipune aktarildi. Daha sonra 250 pl
“‘Buffer P2” eklendi ve 6rnek berraklagincaya kadar 4-6 kere ters diz edilerek
karistirildi. Sonrasinda 350 pl “Buffer N3” eklendi ve 4-6 kere ters diz edilerek
karigtirildi. 13000 rpm’de 10 dk. mikrosantrifuj yapildiktan sonra sipernatan eltisyon
kolonuna aktarildi ve 1 dk. santrifij yapildi. Bu sirada kolondan gegen suzintu atild.
Kolon daha sonra, 0,5 ml “Buffer PB” eklenerek yikandi ve 1 dk. santrifuj yapildi.
Kolondan gegen suzunta atildiktan sonra 0,75 ml “Buffer PE” eklenerek kolon
yikandi ve 1 dk. santrifij yapildi. Kolondan gec¢en suzuntu tekrar atildi. Kolon daha
sonra 1,5 ml’lik temiz eppendorf tlpe yerlestirildi ve kolona 50 yl ddH,O (6nceden
70°C’de su banyosunda inkube edilmig) eklendi; 1 dk. beklemenin ardindan 1 dk.
santriflj yapilarak plazmid sitzintlde elde edildi. Bu sekilde elde edilen plazmid -
20°C’de saklandi (Zengin, 2016).

2.5.9. PZR ile cry gen belirlenmesi

B. cereus ve B. thuringiensis turlerinin ayrimi igin yaklasik 1600-1700 bg¢’lik (Kuo ve
Chak, 1996) cry geninin varligina bakildi. Bu amagla Bolum 2.5.8’de anlatildigi gibi
izole edilen plazmid DNA ve Tablo 2.1’de verilen 6. primer ¢ifti, cry genini tasiyan
DNA bdlgesinin amplifikasyonu icin kullanildi. Amplifikasyon c¢alismalarinda Tablo
2.12’de yer alan PZR karisimi ve Tablo 2.13’te yer alan PZR ddngusu kullanilarak

gen bolgesinin ¢ogaltilmasi gergeklestirildi.

Tablo 2.12. cry gen bolgesinin ¢ogaltiimasinda kullanilan PZR

karisimi
PZR Karigimi 50 ul Son
(Reaksiyon hacmi) Konsantrasyon
10X KOD Hot Start DNA polimeraz
tamponu 5 1X
MgSOQO4 (25 mM) 3 1,5mM
dNTP karigimid(2 mM) 5 200 uM
ileri primer (10 uM) 2,5 0,5 uM
Geri primer (10 yM) 2,5 0,5 uM
Plazmid DNA 8 1,59 ng
ddH0 23 -
KOD Hot Start DNA polimeraz
(1 U/pl, Novagen) 1 0,02 U/ul
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Tablo 2.13. cry gen boélgesinin ¢ogaltilmasinda kullanilan PZR

dongusu
PZR Asamasi 2 Sicaklik (°C) Sire Dongl
On Denatiirasyon 95 2 dk. 1
Denatlirasyon 94 20 sn.
Baglanma 56 30 sn} 35
Uzama 72 30 sn
Son Uzama 72 5 dk. 1
Saklama 4 Suresiz

2.5.10. Agaroz jel elektroforezi
Agaroz jel hazirlanmasi:

Kismi 16S rRNA, gyrA, gyrB ve cry gen bdlgeleri ¢ogaltimig izolatlarin PZR
drtnlerinin  yuratilmesinde 1X Tris-Asetat-EDTA (TAE) icinde kaynatilarak
¢Ozuldikten sonra SYBR Safe (Invitrogen, Amerika) ilave edilerek hazirlanan %1-
2,5 (w/v)'luk agaroz jel (%1; 16S rRNA, kismi gyrA, ve cry cogdaltilmasi, %2,5; kismi
gyrB cogaltiimasi) kullanildi. Agaroz, mikrodalga firinda kaynatilarak solUsyon
berraklagincaya kadar c¢ozduruldi. SYBR Safe (Invitrogen, Amerika) son
konsantrasyonu 1 g/ml olacak sekilde eklendi ve calkalayarak tum c¢ozeltiye
dagilmasi saglandi. Solisyonun biraz sogumasi beklendikten sonra agaroz
tabagina yavagga dokuldu ve polimerizasyon igin beklemeye birakildi (Zengin,
2016).

Orneklerin jele yiiklenmesi:

Jel 1X TAE tamponu igeren tanka yerlestirildikten sonra 16S rRNA, kismi gyrA,
kismi gyrB ve cry gen bdlgeleri cogaltiimis izolatlarin PZR drtnleri ylikleme tamponu
(6X; NEB, ingiltere) ile 5:1 (kismi gyrB PZR urinlerinin restriksiyon enzimi ile
inkibasyonu sonrasi jele ylklenme orani ise 7,5:0,5) oraninda karistirilarak
kuyucuklara yiiklendi. Baska bir kuyucuga 6 pl markoér (marker) (NEB, ingiltere)
yuklendi ve elektroforez 100 V’da 60 dakika yuratildd (Yuzugullu ve dig., 2013).
Yarttme igleminin sonunda DNA’larin goérintilenmesi DNA goérintileme cihazinda
(UVP-GelDoc-It 310, ingiltere) UV 1sik altinda yapildi. Jellerin fotograflari dijital
olarak bilgisayar ortaminda ¢ekildi (Zengin, 2016).
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2.5.11. DNA’nIn jelden geri kazanimi

Bolim 2.5.4 ve 2.5.5'de gergeklestirilen PZR UrUnlerinin jelden saflagtiriimasi
QIAquick Gel Extraction Kiti (Qiagen, Almanya) kullanilarak firma tarafindan 6nerilen
basamaklar dogrultusunda gerceklestirildi. Buna goére, 1,5 mllik eppendorf tip
icindeki PZR Urinind iceren jel 6rnegi tzerine hacminin 3 kati kadar “QG buffer”
eklendi ve jel tamamen eriyinceye kadar 50°C’'de 10 dakika bekletildi. Tupe daha
sonra jel miktari kadar izopropanol (ul) ilave edilerek pipetleme yapildi ve karisim
kolona eklenerek 13000 rpm’de 1 dakika santrifuje maruz birakildi. Coktarme islemi
sonrasinda kolon altinda kalan sivi atilmis olup kolonun ortasina 500 pl “QG buffer”
eklendi. Kolon 1 dakika santrifujlendikten sonra ise alttaki sivi tekrar atildi ve Gzerine
750 pl “PE buffer” eklendi. Sonrasinda karisimi igeren tip 2-3 dakika oda
sicakliginda inkiibasyona birakildi ve 1 dakika streyle santrifij edildi. Altta kalan sivi
tekrar atilarak 1 dakika santrifiij edildi. Son olarak kolon, kapakli temiz bir ependorf
tlp Uzerine konulduktan sonra; kolonun tam ortasina gelecek sekilde 30 pl ddH,O
eklenip 4 dakika oda sicakliginda inkibasyona birakildi ve bunu takiben 1 dakika

13000 rpm’de santrifuj edildi. Boylece DNA’nin kolondan ayrilmasi saglandi.
2.5.12. Sekans analizi

Tablo 2.1°de verilen primerler kullanilarak gergeklestirilen PZR islemi ile 16S rRNA,
kismi gyrA ve kismi gyrB gen bdlgelerini tasiyan DNA bdlgelerinin amplifikasyonu
sonras! elde edilen PZR Urlnleri agaroz jel elektroforezinde yuratlldid ve net bant
gbzlenen drnekler MedSanTek (istanbul) firmasina sekans analizlerinin

gerceklestirmesi amaciyla génderildi.
2.6. Bacillus izolatlarinin Biyokimyasal Karakterizasyonu
2.6.1. Gram boyama

Gram boyama bakterilerin tanimlanma ve siniflandiriimasi igin kullanilan en énemli
boyama ydntemidir. Bu bir farklilastirici boyama olup bakterileri Gram pozitif ve
Gram negatif olarak ikiye ayirir. Gram negatif boyanan bakterilerin hicre
duvarindaki peptidoglikan tabaka, gram pozitif boyanan bakterilere gére ¢ok daha
incedir. Gram boyama icin; 18-24 saatlik kiltirden preparat hazirlandi ve kristal
viyole ile kaplanip, 1 dakika bekletildi. Preparat bol damitik suyla yikandiktan sonra
uzeri lugol ile kaplanip, 1 dakika bekletildi (iyot mordant olarak gérev alir). Lugol

akitilarak damitik suyla yikandiktan sonra preparat Uzerine %96 (v/v)'hk etil alkol
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yayilarak 10-15 saniye beklenip, hemen damitik suyla yikandi. Preparat karsit boya
safranin ile kaplanip, 10-30 saniye beklenildikten sonra bol damitik suyla yikanarak
havada kurutuldu. Mikroskopta immersiyon merceginde incelenerek, mor renkle
boyanan bakteriler Gram pozitif, pembe renge boyanan bakteriler ise Gram negatif
olarak degerlendirildi (Temiz, 2008).

2.6.2. IMVIC testi

IMVIC; indol - Metil Kirmizisi - Voges Proskauer - Sitrat testlerinin kisaltmasidir.
Bacillus cinsine ait izolatlar arasindan segilenler petrilerindeki tek koloniden alinip,
5-7 ml'lik testlere 6zgu besiyerlerine inokile edildikten sonra 37°C’de 24 saat

inkibasyona birakildi.
2.6.2.1. indol testi

indol testi; bakterilerin, bir aminoasit olan triptofani ayristirarak indol meydana
getirebilme yetenegini belilemek icin kullanildi. indol, bakterilerde bulunan
triptofanaz enzimiyle bir aminoasit olan triptofani parcalamasi ve hidrolize etmesi
sonucu olusan azotlu bir bilesiktir ve aldehitlerle reaksiyona girdiginde, kirmizi renkli

bir Griin olusturur.

icerisinde 5 ml Pepton Water (Merck) besiyeri bulunan tiipler icerisine izolatlardan
ekim yapilarak 37°C’de 24 saat inkUbasyon sonunda gelisen kultirlerin Uzerine 0,5
ml Kovaks ayiraci damlatilip, tiipler galkalandi. Ust kisimda kiraz kirmizisi renkte bir
tabaka olusumu var ise test pozitif olarak degerlendirilirken, renk degisiminin

olmamasi ile test negatif olarak degerlendirildi (Temiz, 2008).
2.6.2.2. Metil kirmizisi (MR) testi

Bazi bakteriler, ortamda bulunan glukozu kullanarak c¢esitli organik asitleri
olustururlar. Metil kirmizisi testi, bakterilerin glukoz bulunan besiyerlerinde,
glukozdan organik asit olusturup olusturmadigini belirleyebilmek amaciyla
uygulandi. Organik asitler ortamin pH’sini distrmektedir. pH’daki bu dustsu
belirlemek icin, kdltire metil kirmizisi indikatéri eklenmektedir. Metil kirmizisi

indikatort pH 6,2’de sari, pH 4,2 ve altinda ise kirmizi renk gosterir (Temiz, 2008).

icerisinde 5 ml MR-VP (Methyl Red-Voges Proskauer) Broth besiyeri bulunan tiipler
icerisine izolatlardan ekim yapilarak 37°C’de 24 saat inkibasyon sonunda gelisen

kalturlerin Gzerine 5 damla metil kirmizisi ayiraci damlatildi. TUpler g¢alkalandiktan
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sonra kultdr renginin kirmizi-pembeye dénmesi testin pozitif, sari kalmasi ise negatif

oldugunu gostermektedir (Temiz, 2008).
2.6.2.3. Voges - proskauer (VP) testi

Bazi bakteriler, glukoz bulunan ortamda glukozu kullanarak asetoin, 2,3-b(tilen
glikol gibi gesitli notral Grtnler olustururlar. Bunlardan asetoin, ortama alkali bir
madde eklendiginde okside olarak diasetile dontgslir. Bu madde ise, peptondaki
kreatin, arjinin veya kreatinin ile birleserek pembe-kirmizi bir renk olusumuna neden
olur (Temiz, 2008).

icerisinde 5 ml MR-VP Broth (Merck) besiyeri bulunan tiipler igerisine ekim
yapilarak, 37°C’de 24 saatlik inkibasyon sonunda kultlrin Gzerine 1 ml %40
(w/v)hik potasyum hidroksit (KOH) ¢ozeltisi eklendi ve daha sonra 3 ml %5 (w/v)’lik
a-naftol ¢ozeltisi ilave edildi. Tupler ¢alkalanarak 5 dakika beklendi ve pembe-
kirmizi renk olusumu var ise test pozitif kabul edildi. Negatif tlplerde ise renk

degisimi gézlenmedi (Temiz, 2008).
2.6.2.4. Sitrat testi

Sitrat testi; bakterilerin besiyerlerine katilan sitrati karbon kaynagi ve amonyum
tuzlarini da azot kaynagi olarak kullanabilme yetenegini saptamada kullanildi (Tetik,
2007). Saf kdlturlerden, tup icerisinde yatik olarak hazirlanmig Simmon’s Sitrat
Agar'a (Merck) ekim yapildi ve 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakildi. inkiibasyon
sonunda mavi renk olusumu pozitif olarak kabul edilirken, renk degisimi olmamasi

ya da ureme olmayisi negatif olarak degerlendirildi (Tetik, 2007).
2.6.3. Ug sekerli demir (TSI) agar testi

Bacillus cinsine ait izolatlar arasindan segilenler petrilerindeki tek koloniden steril
igne 6ze ile alinip, 7 ml TSI (Triple Sugar Iron Agar) agar (Merck) besiyeri iceren
tlpln tabanina 3-5 mm kalana dek agarin dip kismina batirildi, ardindan éze geri
cekilip yatik kisim ylzeyine zikzak cgizerek ekim yapildi. TUpler aerobik ortamda,
37°C’de 24 saat inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda tiipiin yatik ve dip kisimlarindaki
reaksiyonlar; renk degisikligi ve H,S olusumu yoéninden incelendi. Dip kismin sari
renk almasi glukoz kullanimini, siyah renk olugsmasi hidrojen silfur olusumunu,
yuzeyin kirmizi renkte olmasi laktoz ve sikrozun kullaniimadigini géstermektedir
(URL-4).
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2.6.4. Jelatin ve nisasta hidroliz testi

Jelatin hidroliz testi; mikroorganizmalarin, jelatini hidrolize eden jelatinaz enzim
sentez yetenedini dlgmek icin kullanildi. Jelatin, jelatinaz tarafindan hidrolize
edildiginde, jelatini olusturan aminoasitlere kadar pargalanir ve jellesme yetenegini
kaybeder. Bacillus cinsine ait izolatlar arasindan segilenler petrilerindeki tek
koloniden steril igne 6ze ile alinip, dik olarak 5 ml Gelatin Broth (Ek-C) besiyerine
ekildi ve 37°C’de 15 giin inkiibasyona birakildi. inkiibasyon siiresi igerisinde her giin
tlpler buzdolabinda 1 saat bekletiimis olup sutre sonunda sivilasmanin olup
olmadigi kontrol edildi. Jelatinin hidrolize edildigi durumlarda, buzdolabindan
cikarilinca, jelatinli ortamin sivi halinde ve katilasmadigr gorulur (pozitif jelatin

hidrolizasyonu). Negatif durumlarda ise tupteki sivi jelatinli besiyeri katilagir (URL-5).

Nisasta hidroliz testi ise; bir homopolisakkarit olan nisastanin, bazi
mikroorganizmalarca sentezlenen ekstraselliler amilaz enzimi tarafindan
hidrolizasyonunu ortaya koymak amaci ile yapildi. Bu amagla; Bacillus cinsine ait
izolatlar arasindan secilenlerin tek kolonilerinden direk Nisasta Agar'a (Ek-C) cizgi
ekimleri yapildi ve 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonunda
agarlarin Uzeri lugol soltisyonu ile kaplandi ve koloni etrafinda renksiz bir halka

olugsumu var ise bu testin pozitif oldugunu gosterir (URL-6).
2.6.5. Tirozin (Tyrosine) agar ve pH 5,6 agar besiyerlerinde biiyiitme

B. sonorensis ve B. licheniformis tlrlerinin ayrimi icin petrilerindeki tek koloniden
alinan inokulum, 6 ml'lik NB besiyerinde 30°C’de 18 saat galkalamali inkibatorde
(200 rpm) codaltildiktan sonra her bir izolat 6rnedinden seri seyreltmeler
hazirlanarak Tirozin ve pH 5,6 agarli besiyerlerine (Ek-C) ekimleri yapildi ve 30°C’de

15 gln inkGibasyona birakildi.
2.6.6. MYP (Mannitol egg yolk polymyxine) agar besiyerinde biiyiitme

Ozellikle B. cereus’un ayirt edilmesi amaciyla izolatlarin tek kolonilerinin gézlendigi
petriden alinan inokulum, 5 mllik NB besiyerinde 37°C'de 18 saat cgalkalamal
inkiibatérde (200 rpm) gogaltildiktan sonra her bir izolat érneginden 10®den 10°ya
kadar seri seyreltmeler hazirlanarak MYP Agar (Merck) besiyerine yayma ekim

yontemi ile ekildi ve 30°C’de 24 saat inkiibasyona birakildi.
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2.6.7. Sicakhgin ve pH’nin bilyiime lizerine etkilerinin arastiriimasi

Bacillus cinsine ait izolatlar arasindan secilenler, petrilerindeki tek koloniden alinip, 5
mllik NB besiyerlerine inokile edildi ve 30-55°C sicaklik araliginda 24 saat
inkibasyon sonunda hucrelerin  optik yogunluklari (OD) spektrofotometrede

600nm’de olglllp, biylimenin olup olmadidi (+) veya (-) seklinde ifade edildi.

pH'nin buydmeye olan etkisini arastirmak Uzere pH 5-12 araliginda NB besiyerleri
hazirlanarak bu besiyerlerine Bacillus turleri inokule edildikten sonra 37°C’de 24
saat inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonunda hiicrelerin optik yogunluklari (OD)
spektrofotometrede 600nm’de &lgillp, blylmenin olup olmadigi (+) veya (-)

seklinde ifade edildi.
2.6.8. NaCl’nin buyume lizerine etkisinin arastiriimasi

Bacillus cinsine ait izolatlar arasindan secilenler, petrilerindeki tek koloniden
alinip, %3-14 (w/v) NaCl iceren 5 ml'lik NB besiyerlerine inokule edildi ve 24 saat
inklbasyon sonunda hdcrelerin optik yogunluklari (OD) spektrofotometrede

600nm’de olgullp, biylimenin olup olmadigi (+) veya (-) seklinde ifade edildi.
2.6.9. VITEK-MS (Kutle spektrometresi) ile tanimlama

izolatlarin, Universitemiz Tip Fakdltesi Merkez Laboratuvarinda bulunan VITEK-MS
cihazi (bioMérieux, Fransa) kullanilarak tanimlanmalari amaciyla -80°C’deki
stoklarindan canlandirmalari yapildi ve daha sonra bu izolatlarin diltsyonlari
hazirlanarak, NA besiyerine yayma yontemi ile ekilip 37°C'de 16-18 saat
inklbasyona birakildi. Petri tGzerinde gbzlenen koloniler, biyokimyasal analizleri i¢in

hizmet alimi seklinde Universitemiz Merkez Laboratuvarina génderildi.
2.7. Filogenetik Analiz

Molekuler ve biyokimyasal tanimlamasi yapilan izolatlarin filogenetik agaglari,
MEGAG6 (Tamura ve dig., 2013) filogenetik programi kullanilarak neighbor-joining

(NJ) metodu ile olusturuldu.
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3. BULGULAR

Bu calismada; Bacillus cinsi bakterilerin stok kulttrleri hazirlanirken Y10, Y20, Y30,
Y34, Y36 ve Y40 numaral izolatlarin saf kdltirleri yenilenemedigi igin listeden

cikarildilar.
3.1. Bacillus izolatlarinin Koloni Morfolojilerinin Kargilagtiriimasi

izolatlarin  koloni morfoloji karsilastirma sonuglari Tablo 3.1'de, kolonilerinin

gorintileri ise Sekil 3.1’de yer almaktadir.

Tablo 3.1. izolatlarin koloni morfolgjilerinin karsilagtiriimasi

Nulﬁwofrl;m Eglomntl Kenar Yikseklik Pigmentasyon Doku \2?;.“;. C;ﬁl?:rln)
1 Yuvarlak Dilizensizce Kabarti Krem Yagsi Opak 0,6
centilmis seklinde
2 Yuvarlak Dilizensizce Kabarti Krem Yagsi Opak 0,6
centilmis seklinde
3 Yuvarlak Diizensizce Kabarti Krem Yagsi Opak 0,6
centilmis seklinde
4 Yuvarlak Diiz Konveks Krem Yagsi Yari- 0,2
saydam
5 Yuvarlak Dizensizce Kabarti Krem Yagsi Opak 0,7
centilmis seklinde
6 Yuvarlak Dizensizce Kabarti Krem Yagsi Opak 0,7
centilmis seklinde
7 Yuvarlak Diiz Kabarti Sarimsi Yagsi Opak 0,4
seklinde
8 Yuvarlak Diizensizce Kabarti Krem Yagsi Opak 0,6
centilmis seklinde
9 Yuvarlak Diizensizce Kabarti Krem Yagsi Opak 0,7
centilmis seklinde
11 Yuvarlak Diz Kabarti Sarimsi Yagsi Opak 0,3
seklinde
12 Yuvarlak Diz Kabarti Krem Yagsi Opak 0,4
seklinde
13 Yuvarlak Dalgal Kabarti Krem Yapiskan Yari- 0,9
seklinde saydam
14 Yuvarlak Diz Kabarti Krem Yapiskan Opak 0,3
seklinde
15 Diizensiz Dalgali Kraterimsi Krem Yapigkan Opak 0,4
16 irili ufakl Diz Konveks Krem Yagsi Yari- <0,1
noktalar Saydam
17 Yuvarlak Duzensizce Kabarti Krem Yagsi Opak 0,6
centilmis seklinde
18-1 Yuvarlak Diizensizce Kabarti Krem Yagsi Opak 0,7
centilmis seklinde
18-2 Yuvarlak Diiz Kabarti Sarimsi Yagsi Opak 0,3
seklinde
19 Yuvarlak Diizensizce Kabarti Krem Yagsi Opak 0,7
centilmis seklinde
21 Yuvarlak Duz Kabarti Acik krem Yagsi Saydam 0,2
seklinde
22 Yuvarlak Diz Kabarti Sarimsi Yagsi Yari- 0,4
seklinde saydam
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Tablo 3.1. (Devam) izolatlarin koloni morfolojilerinin karsilastiriimasi

NJEO:;S| Eglr?;: Kenar Yikseklik Pigmentasyon Doku g‘:}:zl CaK‘:k(’:rln)
23 Yuvarlak  Dizensizce Kabarti Krem Yagsi Opak 0,6
centilmis seklinde
24 irili ufakh Diz Konveks - Yagsi Saydam <0,1
noktalar
25 Yuvarlak Duz Konveks Krem Yagsi Yari- 0,2
saydam
26 Yuvarlak Duz Konveks Krem Yagsi Yari- 0,2
saydam
27 Yuvarlak Duz Konveks Krem Yagsi Yari- 0,2
saydam
28 Yuvarlak Duz Konveks Beyazimsi Yagsi Saydam <0,1
29 Yuvarlak Diz Konveks Agik krem Yagsi Opak 0,1
31 Yuvarlak Diz Konveks Krem Yagsi Yari- 0,1
saydam
32 Yuvarlak Diz Kabarti Krem Yagsi Yari- 0,2
seklinde saydam
33 Yuvarlak Diz Konveks Agik krem Yagsi Opak 0,1
35 Dizensiz Dalgal Diz Krem Yapiskan Yari- 0,4
saydam
37 Yuvarlak Dalgal Kabarti Krem Yapiskan Yari- 0,9
seklinde saydam
38 Diizensiz Dalgali Kabarti Krem Yapiskan Yari- 0,8
seklinde saydam
39 Yuvarlak Diz Konveks Krem Yagsi Yari- 0,2
saydam
41 Yuvarlak Diz Konveks Krem Yagsi Saydam 0,1
42 Yuvarlak Diz Konveks Krem Yagsi Yari- <0,1
saydam
43 Yuvarlak Diz Konveks Krem Yagsi Yari- <0,1
saydam
44 Yuvarlak Dalgali Kabarti Krem Yapiskan Opak 1
seklinde
45 Yuvarlak Diz Konveks Krem Yagsi Opak 0,2
46 Yuvarlak Diiz Konveks Krem Yagsi Opak 0,1
47 Duzensiz Dalgal Kabarti Krem Yapiskan Yari- 0,6
seklinde saydam
48 Diizensiz Dalgal Kabarti Krem Yapiskan Yari- 0,7
seklinde saydam
49 Yuvarlak Duzensizce Kabarti Krem Yagsi Opak 0,8
centilmis seklinde
50 Yuvarlak Diizensizce Kabarti Krem Yagsi Opak 0,7
centilmis seklinde

Tablo 3.1’de verilen sonuglara goére; bazi izolatlarin koloni drnekleri benzer morfoloji
g6stermektedir. Ornegin, Y1, Y2, Y3, Y5, Y6, Y8, Y9, Y17, Y18-1, Y19, Y23, Y49,
Y50 numarali izolatlara ait koloniler ayni 6zellikleri tagsimaktadir. Ayrica ayni
cizelgede verilen bilgiler 1s1ginda Y7, Y11, Y14, Y18-2 ve Y22 numarali érnekler ile
Y13, Y37 (Duman ve dig., 2016), Y44; Y4, Y25, Y26, Y27, Y31, Y39, Y42 ve Y43;
Y29 ve Y33; Y45 ve Y46; Y38, Y47 ve Y48 numarali 6rneklerin kendi aralarinda
benzer morfolojiye sahip olduklari gézlendi. Koloni morfolojileri benzer veya farkli

olan tim izolatlarin NA Gzerindeki goruntuleri Sekil 3.1°de verildi.
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Sekil 3.1. Izolatlarin Nutrient Agar (izerinde gelisen kolonilerinin gériintileri (1)
Y1, (2) Y2, (3) Y3, (4) Y4, (5) Y5, (6) Y6, (7) Y7, (8) Y8, (9) Y9, (10) Y11, (11)
Y12, (12) Y13, (13) Y14, (14) Y15, (15) Y16, (16) Y17, (17) Y18-1, (18) Y18-2,
(19) Y19, (20) Y21, (21) Y22, (22) Y23, (23) Y24, (24) Y25, (25) Y26, (26) Y27,
(27) Y28, (28) Y29, (29) Y31, (30) Y32, (31) Y33, (32) Y35, (33) Y37, (34) Y38,
(35) Y39, (36) Y41, (37) Y42, (38) Y43, (39) Y44 (40) Y45, (41) Y46, (42) Y47,
(43) Y48, (44) Y49, (45) Y50

3.2. Bacillus izolatlarinin Molekiiler Tanimlanmasi
3.2.1. izolatlardan genomik DNA izolasyonu

Bolim 2.5.2'de aciklanan sekilde izole edilen genomik DNA &reklerinin
konsantrasyonlari Bolim 2.5.3’te agiklanan sekilde Qubit 2.0 Fluorometer cihazinda
(Invitrogen, Amerika) 6lculdu (Tablo 3.2).
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Tablo 3.2. izolatlara ait kromozomal DNA konsantrasyonlari

( Genomik DNA i Genomik DNA

Izolat K ¢ Izolat K t
Numaras onsantrasyonu Numaras| onsantrasyonu
(ng/pl) (ng/pl)

Y1 2,26 Y25 54,2
Y2 6,24 Y26 122
Y3 5,21 Y27 111
Y4 68,9 Y28 7,91
Y5 17,7 Y29 12,5
Y6 7,17 Y31 31,5
Y7 19,5 Y32 45
Y8 6,07 Y33 2,15
Y9 4,21 Y35 42,1
Y11 15 Y37 90,4
Y12 69 Y38 104
Y13 83 Y39 2,72
Y14 62,8 Y41 191
Y15 162 Y42 14,6
Y16 19,2 Y43 1,20
Y17 4,22 Y44 36

Y18-1 53,6 Y45 36,2

Y18-2 5,82 Y46 9,63
Y19 5.07 Y47 232
Y21 113 Y48 252
Y22 21,8 Y49 6,52
Y23 10,1 Y50 3,77
Y24 5,42

3.2.2. izolatlara ait 16S rRNA dizi analizleri

Bakterilerin siniflandiriimasinda yaygin olarak kullanilan gen bélgesi 16S rRNA’dir.
Bu bolge yaklasik 1550 b¢ uzunlugunda olup korunmus ve degisebilen bdlgelerden
olusmaktadir. Topraktan izole edilen 45 izolatin tanimlanmasinda ilk olarak 16S
rRNA gen bolgelerinin PZR ile ¢ogaltilarak nikleik asit dizilerinin ortaya c¢ikariimasi
Uzerine gidildi. Bu amagla, tim izolatlar igin Tablo 2.1’de belirtilen G¢ farkli primer
cifti ile hazirlanan dort farkh PZR karisimi kullanilarak optimizasyon calismalari

gerceklestirildi.

Y1, Y2 Y3, Y4, Y5 Y6, Y7,Y8, Y11, Y12, Y13, Y14, Y15, Y17, Y18-1, Y18-2, Y19,
Y22, Y23, Y24, Y26, Y27, Y29, Y32, Y37 (Duman ve did., 2016), Y39, Y42, Y44,
Y46, Y47 ve Y48 seklinde numaralandirilan izolatlar i¢in optimize edilen polimeraz
zincir reaksiyonu; Tablo 2.1’de belirtilen 2. primer cifti ve Tablo 2.5'te yer alan PZR
karigimi IV kullanilarak gergeklestirildi. Diger yandan Y9, Y16, Y25, Y28, Y31, Y33,
Y35, Y38, Y41, Y43 ve Y45 izolatlarindan elde edilen kromozomal DNA’larin da 16S
rRNA gen bdlgesinin amplifikasyonu icin primerler (burada 1. primer cifti kullanildi)
harig; Y21, Y49 ve Y50 izolatlari igin ise KOD Hot Start DNA polimeraz (Novagen,

Almanya) enzimi haric (burada Tag DNA polimeraz (NEB, ingiltere) enzimi
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kullanildi) ayni reaksiyon kosullari kullanildi. Tuma igin Tablo 2.6'da yer alan PZR

dongusu kullanildi.

PZR sonucu elde edilen DNA konsantrasyonlari Bolum 2.5.3’te agiklanan sekilde
Qubit 2.0 Fluorometer cihazinda (Invitrogen, Amerika) olguldu (Tablo 3.3).

Tablo 3.3. izolatlarin 16S rRNA gen bdlgelerinin PZR sonrasi
genomik DNA konsantrasyonlari

PZR Sonrasi DNA PZR Sonrasi DNA

|zolat Konsantrasyonu Izolat Konsantrasyonu
Numarasi Numarasi
(ng/pl) (ng/ul)

v1 64,5 Y25 114
Y2 106 Y26 205
Y3 86,8 Y27 63,5
v4 141 v28 44,6
Y5 187 Y29 178
Y6 172 Y31 249
Y7 255 Y32 60,3
v8 412 Y33 196
Y9 58,9 Y35 80,3
Y11 187 Y37 111
Y12 294 Y38 222
Y13 135 Y39 249
Y14 200 Y41 27,5
Y15 124 Y42 217
Y16 89,5 Y43 85
Y17 98,3 Y44 108

Y18-1 267 Y45 134

Y18-2 76,4 Y46 145
Y19 85.1 Y47 262
Y21 63,4 Y48 900
Y22 292 Y49 87.3
Y23 158 Y50 75
Y24 89,1

PZR sonrasi DNA konsantrasyonlari 27,5 ila 900 ng/ul araliginda ¢ikmis olup, Y41
izolatinin en duglk, Y48 izolatinin ise en yuksek DNA konsantrasyonuna sahip

oldugu gdzlendi (Tablo 3.3).

16S rRNA gen bdlgesi ¢ogaltilan izolatlarin PZR Urdnleri %1 (w/v)’lik agaroz jelde
(Sekil 3.2) yurataldu.
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Baz cifti Markor Y1 Y12 Y13 Y14 Y15 Y16

Baz cifti Markér Y17 Y18-1 Y18-2 Y19 Y21 Y22Y23 Y24 Y25 Y26Y27 Y28 Y29 Y31

Baz cifti Markér Y35 Y37 Y44

Y48

Sekil 3.2. izolatlara ait kromozomal DNA’larin 16S rRNA gen bélgelerinin PZR
sonrasl agaroz jel goruntdleri

Y1,Y2,Y4,Y9 Y13, Y15, Y16, Y17, Y18-1, Y18-2, Y19, Y21, Y23, Y24, Y25, Y27,
Y28, Y32, Y33, Y35, Y38, Y41, Y43, Y44, Y46, Y49 ve Y50 numarall izolatlarda
yaklasik 1500 b¢ uzunlugunda tek bant goézlenirken, Y3, Y5, Y6, Y7, Y8, Y11, Y12,
Y14, Y22, Y26, Y29, Y31, Y37, Y39, Y42, Y47 ve Y48 numarali izolatlarda ise
yaklasik 1500 b¢ uzunlugundaki bandin yaninda ekstra bantlar gézlendi (Sekil 3.2).

Sekil 3.3a'da, PZR sonrasi hedef DNA'nin yaninda ekstra bantlarin da gézlendigi
izolatlara ait jel goruntileri gosterildi. Bu tur oOrneklerden hedef DNA’larin
saflastirimasinda Bolum 2.5.11'de ayrintili olarak ifade edilen ydontem kullaniimis
olup daha sonra jel ekstraksiyonun basarili olup olmadigi %1 (w/v)'lik agaroz jelde
[5,5 ul érnek / 0,5 pl yiikleme tamponu (6X; NEB, Ingiltere)] test edildi. Agaroz jel

elektroforezi sonrasi elde edilen bantlarin gérintusu ise Sekil 3.3b’de sunuldu.
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(a)
Baz cifti Markér Y3 Y7 Y8 Y11 Y12 Y14 Y22 Y26 Y29 Y39 Y42 Y47 Y48

(b)

Baz cifti Markér Y3 Y5 Y6 Y7 Y8 Y11Y12Y14 Y22Y26 Y29 Y31 Y37 Y39 Y42 Y47 Y48

Sekil 3.3. Jelden ekstrakte edilmesi gereken izolatlara ait 16S rRNA PZR
dranlerinin (a) ve ekstrakte edilen hedef DNA’larin (b) agaroz jel goruntuleri

PZR sonrasi hedef DNA’nin yaninda ekstra bantlarin da goézlendigi 17 farkli 6érnege
ait hedef DNA’larin jelden geri kazanimlari Sekil 3.3b’de goruldugu gibi basar ile
sonuglandi (Tumunde yaklasik 1500 bg¢ uzunlugunda tek bir bant gozlenebildi).

Sekans analizi yapildiktan sonra elde edilen diziler Gen Bankasinda kayith bulunan
tirlere ait 16S rRNA gen dizileri ile karsilastirilarak izolatlarin dizi eslestirmeleri
yapildi (BLAST analizi). Karsilastirma sonucu aralarindaki benzerlik oranlari tespit
edilerek sonuglara Tablo 3.4’te yer verildi. Bu izolatlarin daha genis listede BLAST

analiz sonuglar Ek-B’de yer almaktadir.
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BLAST analiz sonuglar incelendiginde;

v Y2, Y4, Y16, Y18-1, Y21, Y24, Y26, Y27, Y28, Y29, Y32, Y33, Y39, Y41,
Y42, Y43 ve Y45 izolatlarinin Bacillus cinsine ait olmadiklari (Ek-B),

v Diger izolatlarin ise farkh Bacillus tirlerine ait olduklari (Ek B),

4 Y1, Y3, Y5, Y6, Y8, Y9, Y17 ve Y50 izolatlarinin BLAST analiz sonuglarinin
benzerlik gosterdigi (Ek-B),

v Y7, Y11, Y14, Y18-2 ve Y22 izolatlarinin BLAST analiz sonuglarinin
benzerlik gosterdigi (Ek-B),

v Y13, Y19, Y37 ve Y44 izolatlarinin BLAST analiz sonuglarinin benzerlik
g6sterdigi (Ek-B),

v Y23 ve Y46 izolatlarinin BLAST analiz sonuglarinin benzerlik gosterdigi (Ek-
B),

v Y25 ve Y35 izolatlarinin BLAST analiz sonuglarinin benzerlik gésterdigi
(Ek-B),

v Y38, Y47 ve Y48 izolatlarinin BLAST analiz sonuglarinin benzerlik gosterdigi
(Ek-B) g6zlendi.

3.2.3. Y13 ve Y37 izolatlarinin kismi gyrA gen bolgelerinin dizi analizleri

Y13 ve Y37 izolatlarinin tanimlanmalarinda 16S rRNA gen dizisi yeterli
olmadigindan bu izolatlarin bir diger korunmus gen bdlgesi olan kismi gyrA gen
bdlgeleri ¢ogaltildi. Kismi gyrA geni lzerinde elde edilen bulgular 16S rRNA BLAST
analizinden elde edilen sonuglari kanitlamak ve teyit etmek amaciyla kullaniimasi

acisindan énem teskil etmektedir.

Y37 izolati icin Tablo 2.1’de verilen 4. primer cifti, Tablo 2.7°de yer alan PZR
reaksiyon karisimi V ve Tablo 2.9’da verilen déngu 1 kullanilarak, Y13 izolati igin ise
ayni primer gifti ile Tablo 2.8’de yer alan PZR karigimi VI (Kromozomal DNA 6 ul
eklenerek) ve Tablo 2.10’da verilen PZR dénguslt 2 kullanilarak polimeraz zincir

reaksiyonlari gergeklestirildi.

Y13 ve Y37 izolatlarina ait kismi gyrA gen bdlgelerinin PZR sonrasi genomik DNA

konsantrasyonlari Tablo 3.5'te yer almaktadir.
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Tablo 3.5. Y13 ve Y37 izolatlarina ait
kismi gyrA gen bdlgelerinin PZR
sonrasi genomik DNA
konsantrasyonlari

izolat PZR Sonrasi
Numarasi DNA Konsantrasyonu
(ng/l)
Y13 90,5
Y37 53,7

Y13 ve Y37 izolatlarina ait kismi gyrA gen bdlgelerinin PZR sonrasi genomik DNA
konsantrasyonlarina bakildiginda (Tablo 3.5) Y13’n DNA konsantrasyonunun

Y37’ninkinden daha ylksek oldugu gorulda.

Kismi gyrA gen bolgeleri cogaltilan izolatlarin (Y13 ve Y37) PZR Urlnleri %1 (w/v)lik
agaroz jelde yurutuldi (Sekil 3.4a). PZR sonrasi hedef DNA’nin yaninda ekstra
bantlarin da goézlendigi Y37 izolatindan hedef DNA’nin saflastirimasinda Bolim
2.5.11de ayrintih olarak ifade edilen yontem kullanilmis olup daha sonra jel
ekstraksiyonun basarili olup olmadigi %1 (w/v)lik agaroz jelde test edildi (Sekil
3.4b).

(a) (b)

Baz cgifti Markor Y13 Y37 Baz gifti Markér Y37

Sekil 3.4. Y13 ve Y37 izolatlarina ait kismi gyrA gen bdlgelerinin
PZR sonrasi (a) ve jelden ekstrakte edilen Y37 izolatina ait hedef
DNA’nin (b) agaroz jel goéruntileri. Hedef DNA’ya ait bant, ok ile
gOsterildi

Y13 izolatinda kismi gyrA gen bolgesinin varligini gosteren yaklasik 1000 bg
uzunlugunda tek bir bant gozlenirken, Y37 izolatinda hedef DNA’nin yaninda ekstra
bantlar tespit edildi (Sekil 3.4a). Hedef DNA'nin (yaklasik 1000 bg) jelden geri

kazanimi Sekil 3.4b’de gortldigu gibi basari ile sonuglandi.
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Y13 ve Y37 izolatlarina ait kismi gyrA gen bdlgelerinin sekans analizi yapildiktan
sonra elde edilen dizileri Gen Bankasinda kayitli bulunan Bacillus turlerine ait kismi
gyrA gen dizileri ile karsilastirilarak izolatlarin dizi eglestirmeleri yapildi (BLAST
analizi). Karsilastirma sonucu aralarindaki benzerlik oranlari tespit edilerek
sonuglara Tablo 3.6'da yer verildi. Bu izolatlarin daha genis listede BLAST analiz

sonugclari Ek-B’de yer almaktadir.

Tablo 3.6. Y13 ve Y37 izolatlarinin kismi gyrA BLAST sonuglar

izolat Numarasi Benzer Oldugu Bakteriler Benzerlik(%)
Y13 B. methylotrophicus YJ11-1-4 99
(gyrA-852 bg) B. amyloliquefaciens SQR9 99
B. subtilis ATCC 19217 99
Y37 B. methylotrophicus YJ11-1-4 99
(9yrA-914 bg) B. amyloliquefaciens SQR9 99
B. subtilis ATCC 19217 99

3.2.4. Y1, Y5 ve Y6 izolatlarinda kismi gyrB gen bdlgesinin dizi analizi ve

Sau3Al ile kesimi

16S rRNA sonucuna gore B. cereus grubu i¢cinde tanimlanan Y1, Y5 ve Y6'nin bu
grupta yer alan tirler (B. cereus, B. thuringiensis ve B. mycoides) igin molekuler
ayrimlarinin yapilmasi amaciyla kismi gyrB gen bdlgelerinin ¢gogdaltiimasina gidildi.
Bu bdlge yaklasik 352 b¢ uzunlugundadir (Manzano ve dig., 2003). Amaca uygun
olarak Y1, Y5 ve Y6’ya ait kromozamal DNA’lar, Tablo 2.1’de verilen 5. primer cifti,
Tablo 2.7’de yer alan PZR karisimi V ve Tablo 2.9'da verilen PZR ddénglsu 1
kullanilarak kismi gyrB gen bolgeleri cogaltild.

PZR sonucu elde edilen DNA konsantrasyonlari Bélum 2.5.3’te agiklanan sekilde
Qubit 2.0 Fluorometer cihazinda (Invitrogen, Amerika) ol¢uldi (Tablo 3.7) ve
orneklere ait yaklasik 352 b¢ uzunlugunda bantlar %2,5 (w/v)'luk agaroz jelde
goruntulendi (Sekil 3.5).

Tablo 3.7. Y1, Y5 ve Y6 izolatlarina
ait kismi gyrB gen bdlgesinin PZR
sonrasi genomik DNA
konsantrasyonlari

izolat PZR Sonrasi
Nufnoa? s DNA Konsantrasyonu
(ng/pl)
Y1 30
Y5 26,1
Y6 7,01
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Baz cifti Markor Y1 Y5 Y6

Sekil 3.5. Y1, Y5 ve Y6 izolatlarina ait
kromozomal DNA’'nin kismi gyrB gen
bdlgesinin  PZR sonrasi agaroz jel
goruntusu

Sekil 3.5'te goruldugu gibi Y1, Y5 ve Y6'da yaklasik 352 bg¢ uzunlugunda urdn
g6zukmekte; bu da kismi gyrB geninin ¢ogaltildigina isaret etmektedir. En dusuk

urtn miktar Y6 izolatinda gézlendi (Tablo 3.7).

Y1 izolatina ait kismi gyrB gen bdlgesinin sekans analizi yapildiktan sonra elde
edilen dizisi Gen Bankasinda kayith bulunan Bacillus tirlerine ait kismi gyrB gen
dizileri ile karsilastinlarak izolatin dizi eslestirmeleri yapildi (BLAST analizi).
Karsilastirma sonucu aralarindaki benzerlik oranlari tespit edilerek sonuglara Tablo
3.8'de yer verildi. Bu izolatin daha genis listede BLAST analiz sonucu ise Ek-B’de

yer almaktadir.

Tablo 3.8. Y1 izolatina ait kismi gyrB BLAST sonuglari

izolat Numarasi Benzer Oldugu Bakteriler Benzerlik(%)
Y1 B. cereus FORC 005 100
(gyrB-288bg) B. cereus m1550 100
B. thuringiensis YC-10 99

Daha sonra bu gyrB 6rnekleri, Sau3Al enzimi ile Tablo 2.11’de yer alan reaksiyon
karisimi iginde 37°C'de 3 saat inkilbasyona birakildi. inkiibasyon sonrasi

ornekler %2,5 (w/v)'luk agaroz jelde yarGtildi (Sekil 3.6).
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Baz ¢ifti Markor Y1 Y5 Y6

1517--

1200--
1000--

308

700--
600--

500--
400--

300--

200-- 173 b

116 bg

Sekil 3.6. Y1, Y5 ve Y6 izolatlarina ait kismi gyrB PZR
ardnlerinin Sau3Al enzimi ile kesimi sonrasi agaroz jel
goOrunttsu. Oklar; Sau3Al enzimi ile kesim sonrasi
DNA bantlarini géstermektedir

Sekil 3.6’da goruldugu gibi Y1, Y5 ve Y6 izolatlarina ait kismi gyrB geninin Sau3Al

enzimi ile kesimi sonrasi iki adet bant gézlendi.
3.2.5. Y1 izolatinda cry gen analizi

B. cereus grubu iginde tanimlanan Y1 izolatinin B. cereus ya da B. thuringiensis
olup olmadiginin tespiti amaciyla “cry” geninin varligina bakildi. Bu gen plazmid
Uzerinde bulundugundan 6ncelikle Y1'e ait plazmid DNA, Bolum 2.5.8'de agiklanan
sekilde izole edilip, DNA konsantrasyonu Bolim 2.5.3'te aciklanan sekilde Qubit 2.0
Fluorometer cihazinda (Invitrogen, Amerika) olguldu (Tablo 3.9). Elde edilen plazmid

DNA konsantrasyonu, bir sonraki adim olan cry geninin ¢ogaltiimasi icin yeterlidir.

Tablo 3.9. Y1 izolatina ait plazmid
DNA konsantrasyonu

izolat Plazmid DNA
Numarasi Konsantrasyonu (ng/ul)
Y1 9,96

Y1 izolatinin plazmid DNA’sI ve Tablo 2.1’de verilen 6. primer ¢ifti, cry genini tasiyan

DNA boélgesinin amplifikasyonu icin kullanildi. Amplifikasyon c¢alismasi Bolim
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2.5.8'de anlatildigi gibi gerceklestirildi. PZR Grint daha sonra %1 (w/v)'lik agaroz
jelde yaratuldu (Sekil 3.7).

Baz ¢ifti Markor Y1

10000
8000

5000-
3000

2000
1500

1000

Sekil 3.7. Y1 izolatina
ait cry gen bdlgesinin
PZR sonrasi agaroz jel
goruntusu

Sekil 3.7°de goéruldigu gibi Y1 izolatinda cry gen varligini gosteren yaklasik 1600-
1700 bg uzunlugunda bant gézlenmedigi tespit edildi.

3.3. Bacillus izolatlarinin Biyokimyasal Analizi

izole edilen 45 izolattan hem morfolojik &zelliklerine hem de korunmus gen
bdlgelerine gére benzer olanlar ayni grup altinda toplandi ve benzer olan gruplardan

en az bir izolat segilerek biyokimyasal testler uygulandi.
3.3.1. izolatlarda gram boyama testi

izolatlarin gram boyama sonuglari Tablo 3.10’da detayli olarak yer almaktadir.
Yapilan gram boyamalarda Y4, Y16, Y25, Y27, Y29, Y31, Y32 (kokobasil), Y33,
Y39, Y42 ve Y46 izolatlarinin yuvarlak (kok) oldugu belirlendi. Y25, Y27, Y32 ve Y41
izolatlari pembe boyandidi i¢cin Gram negatif, digerleri mor boyandigi igin Gram

pozitif olarak degerlendirildi.
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Tablo 3.10. izolatlarin gram boyama sonuglari ve
hlcre sekillerinin karsilastiriimasi

izolat Gram boyama Hiicre Sekli
Numarasi
Y4 + Kok
Y16 + Kok
Y25 - Kok
Y27 - Kok
Y29 + Kok
Y31 + Kok
Y32 - Kokobasil
Y33 + Kok
Y39 + Kok
Y41l - Basil
Y42 + Kok
Y46 + Kok

3.3.2. izolatlarda IMViC testi

IMVIC testleri Bolum 2.6.2’de anlatildidi gibi Y13, Y15, Y19, Y37 izolatlar ile
laboratuvarimizda héalihazirda bulunan referans suslardan B. amyloliquefaciens
(DSM7), B. vallismortis (DSM11031) ve B. methylotrophicus (DSM28326)a
uygulandi.

indol test sonucuna gére; Y13, Y37 (Duman ve dig., 2016) ve B. methylotrophicus
(DSM28326) (Duman ve dig., 2016) hari¢ Y15, Y19, B. amyloliquefaciens (DSM7)
ve B. vallismortis (DSM11031) ortamda bulunan triptofani ayristirarak indol
meydana getiremedikleri i¢cin renk degisimi gdzlenmedi ve test negatif olarak
degerlendirildi (Sekil 3.8).

Sekil 3.8. Indol testi
sonuglari. Y15, Y19, DSM7,
DSM11031, (-) Kontrol
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Y13, Y15, Y37, B. amyloliquefaciens (DSM7), B. vallismortis (DSM11031) ve B.
methylotrophicus (DSM28326) glukoz metabolizmasi sonucu metil kirmizisi
besiyerinde renk degisimi meydana getiremedikleri igin sonug negatif, Y19 izolati ise
organik asit Uretildiginden renk degisimi godzlendidi icin sonug¢ pozitif olarak
kaydedildi (Sekil 3.9).

Sekil 3.9. Metil Kirmizisi (Red) testi
sonuglari. Y13, Y15, Y19, DSM7,
DSM11031, DSM28326, (-) Kontrol

MR-VP Broth (Merck) besiyeri ile yapilan Voges-Proskauer testi sonuglari; Y13,
Y15, Y19, Y37 (Duman ve dig., 2016), B. amyloliquefaciens (DSM7), B. vallismortis
(DSM11031) ve B. methylotrophicus (DSM28326)da pembe renk degisimi
gozlendigi icin pozitif olarak degerlendirildi (Sekil 3.10).

Sekil  3.10. Voges-Proskauer testi
sonuglari. Y13, Y15, Y19, DSM7,
DSM11031, DSM28326, (-) Kontrol
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Simmon’s Sitrat Agara (Merck) ekim yapilarak uygulanan sitrat test sonucunda;
Y13, Y15, Y37 (Duman ve dig., 2016), B. amyloliquefaciens (DSM7), B. vallismortis
(DSM11031) ve B. methylotrophicus (DSM28326) sitrati tek karbon kaynagi olarak

kullandiklari i¢in besiyerinde yesilden maviye renk degisimi gézlendi ve sonug pozitif

olarak degerlendirilirken, Y19 izolatinda renk degisimi gbzlenmedigdi icin sonug
negatif olarak degerlendirildi (Sekil 3.11).

Y")‘.' m"&- ‘Mﬂ

Sekil 3.11. Sitrat testi sonuclari. Y13, Y15, Y19,
DSM11031, DSM28326, DSM7, (-) Kontrol

IMVIC testlerinin sonuglari Tablo 3.11'de 6zetlendi. Tablo incelendiginde Y13 ve
Y37 izolatlarinin B. methylotrophicus (DSM28326) ile Y15 izolatinin ise B.
amyloliquefaciens (DSM7) ve B. vallismortis (DSM11031) ile ayni sonuglari

verdikleri gbzlendi.

Tablo 3.11. IMVIC testlerinin sonuglari

B. B. B.
Y13 Y15 Y19 Y37 methylotrophicus amyloliquefaciens  vallismortis
DSM28326 DSM7 DSM11031

indol + - - + + - -
Metil - + - - - -
Kirmizisi
Voges + + + + + + +
Proskauer
Sitrat + + - + + + +
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3.3.3. izolatlarda ii¢ sekerli demir (TSI) agar testi

Ug sekerli demir agar testi, Bolim 2.6.3'te anlatildigi gibi Y13, Y15, Y19 ve Y37
(Duman ve dig., 2016) izolatlari ile laboratuvarimizda bulunan B. amyloliquefaciens
(DSM7), B. vallismortis (DSM11031) ve B. methylotrophicus (DSM28326) suslarina
uygulandi (Sekil 3.12). Sonuglara bakildiginda; higbir izolatin hidrojen sulfur
olusturmadigi, timinin glukozdan asit Urettigi ve sadece Y37, B. amyloliquefaciens
(DSM7), B. methylotrophicus (DSM28326)’'un laktozdan ve/veya sukrozdan asit
uretebildikleri gézlendi (Tablo 3.12).

Sekil 3.12. Uc¢ sekerli demir agar test
sonuglarinin goérantileri. Y13, Y15, Y19,
DSM7, DSM11031 ve DSM28326

Tablo 3.12. Ug sekerli demir agar testi sonuglari

B. B. B.
Y13 Y15 Y19 Y37 methylotrophicus — amyldiquefaciens valismortis
DSM28326 DSM7 DSM11031
H,S Uretimi - - -
Glukoz + + + + + + +
Laktoz/Slkroz

3.3.4. izolatlarda jelatin ve nisasta hidroliz testi

Bolim 2.6.4'te anlatildidi sekilde jelatin hidroliz testi; Y13, Y15, Y19, Y35, Y37, Y38,
Y47, B. amyloliguefaciens (DSM7), B. vallismortis (DSM11031) ve B.
methylotrophicus (DSM28326)’a, nisasta hidroliz testi ise Y13, Y15, Y19, Y37, B.
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amyloliquefaciens (DSM7), B. vallismortis (DSM11031) ve B. methylotrophicus
(DSM28326)’a uygulandi.

Y35 izolati jelatini hidrolize edemezken, Y13, Y15, Y19, Y37 (Duman ve dig., 2016),
Y38, Y47, B. amyloliquefaciens (DSM7), B. vallismortis (DSM11031) ve B.
methylotrophicus (DSM28326) ise jelatini hidrolize edebilmektedir (Sekil 3.13).

Sekil 3.13. Jelatin hidroliz testi sonuglari. (-) Kontrol, Y13, Y15, Y19, DSM7,
DSM11031, DSM28326, Y35, Y47, Y38

Nisasta hidroliz testi sonuglarina gore ise; Y13, Y15, Y19, Y37 (Duman ve dig.,
2016), B. amyloliquefaciens (DSM7), B. vallismortis (DSM11031) ve B.
methylotrophicus (DSM28326) (Duman ve dig., 2016) nisastayr hidrolize
edebilmektedirler (Sekil 3.14).

7 N j
i v -

Sekil 3.14. Nisasta hidrolizasyon testi sonuglar. (1) Y13, (2)
Y15, (3) Y19, (4) DSM7, (5) DSM11031, (6) DSM28326
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3.3.5. Tirozin agar ve pH 5,6 agar besiyerlerinde buyiime yeteneklerinin analizi

B. sonorensis ve B. licheniformis tirlerinin ayrimi icin Y35, Y38 ve Y47 izolatlari;
Bolim 2.6.5'te anlatildidi gibi Tirozin ve pH 5,6 agar besiyerlerine (Ek-C) ekildi ve
inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonrasi; Y35 izolatinda her iki besiyerinde de
krem renkli koloniler gdzlenirken, Y38 ve Y47 izolatlarinda ise Tirozin agarda

kahverengi, pH 5,6 agarda ise parlak sari koloniler gézlendi (Sekil 3.15).

Sekil 3.15. Y35, Y38 ve Y47 izolatlarinin Tirozin (a) ve pH 5,6 (b)
agar besiyerlerindeki goruntuleri (1); Y35, (2); Y38, (3); Y47

3.3.6. MYP (Mannitol egg yolk polymyxine) agar besiyerinde buyiime
potansiyelleri

Ozellikle B. cereus izolatinin ayirt ediimesi amaciyla Y1, Y13, Y15, Y19, B.
amyloliquefaciens (DSM7), B. vallismortis (DSM11031) ve B. methylotrophicus
(DSM28326) Bolum 2.6.6'da anlatildigi sekilde MYP Agar (Merck) besiyerine ekildi,
30°C’de 24 saat inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonrasi morfoloji goriintilerine
Sekil 3.16’da yer verildi.

48



,

Sekil 3.16. Farkh Bacillus izolatlarina ait MYP Agar besiyerindeki
morfolojileri. (1); Y1, (2); Y13, (3); Y15, (4); Y19, (5); DSM7, (6);
DSM11031, (7); DSM28326

Sekil 3.16'da; Y13, Y15, B. amyloliquefaciens (DSM7), B. vallismortis (DSM11031)
ve B. methylotrophicus (DSM28326)’'un mannitoli kullanabildigi, Y1 ve Y19'un ise
mannitoll kullanamadidi ayrica lesitinaz aktivitesinin sadece Y 1’de meydana geldigi
g6zlendi (Tablo 3.13).

Tablo 3.13. Farkh Bacillus izolatlarinin MYP Agar besiyerindeki sonuglari

B. B. B.
vl Y13 Y15 Y1o Methyotophicus —amyloliquefaciens  valismortis
DSM28326 DSM7 DSM11031

Mannitol - + + - + + +

Lesitinaz + - - - - - -

3.3.7. Sicaklik, pH ve NaCP’nin biiyiime lizerine etkilerinin belirlenmesi

Y1,Y7,Y12, Y13, Y15, Y19, Y35, Y37, Y38 ve Y47 izolatlar ve igin sicaklik, pH ve
NaCl'nin buylime Uzerine etkilerinin sonuglarina Tablo 3.14’te yer verildi. Buna goére
asagida verilen bulgular ortaya ¢ikmaktadir:

v Y1 izolatinin; 30°C ve 45°C sicakliklarda, pH 5-10 araliginda ve %3 (w/v)
NaCl'da,

v Y7 izolatinin; 30°C, 45°C ve 50°C sicakliklarda, pH 5-10 araliginda ve %3-5
(w/v) NaCl'da,

v Y12 izolatinin; 30°C ve 45°C sicaklikta, pH 5-9 araliginda ve %3 (w/v)
NaCl'da,
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v Y13, Y37 ve B. methylotrophicus (DSM28326)'un 30°C ve 45°C sicaklikta,
pH 5-9 araliginda ve %3-10 (w/v) NaCl arali§inda,

4 Y15 izolatinin; 30°C, 45°C ve 50°C sicakliklarda, pH 5-9 araliyinda ve %3-8
(w/v) NaCl araliginda,

v Y19 izolatinin; 30°C sicaklikta, pH 6-10 araliginda ve %3 (w/v) NaCl'da,

v Y35 izolatinin; 30°C, 45°C ve 50°C sicakliklarda, pH 5-9 araliginda ve %3-12
(w/v) NaCl arahiginda,

v Y38 ve Y47 izolatlarinin ise; 30°C, 45°C ve 50°C sicakliklarda, pH 5-9
araliginda ve %3-5 (w/v) NaCl araliginda buyime gosterdigi tespit edildi.
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3.3.8. VITEK-MS (Kutle spektrometresi) analizi

Universitemiz Tip Fakiltesi Merkez Laboratuvar’nda bulunan VITEK-MS cihazi
(bioMeérieux, Fransa) ile biyokimyasal olarak karakterize edilen izolatlarin analiz

sonugclarl Tablo 3.15te listelendi.

Tablo 3.15. izolatlara ait VITEK-MS sonuglari

izolat Benzerlik izolat Benzerlik
Numaras! MS Sonuglari % Numaras)  MS Sonuglari 0%

Bacillus thuringiensis

Y1 B. mycoides 33,3 Y18-2 B. pumilus 99
B. cereus
B. thuringiensis B. thuringiensis
Y2 B. mycoides 33 Y19 B. mycoides 33
B. cereus B. cereus
B. thuringiensis
Y3 B. mycoides 333 Y22 B. pumilus 99
B. cereus
Acinetobacter Acinetobacter
Y4 baumannii 99 Y3 radioresistens 99
B. thuringiensis Staphvi
B. mvcoides aphylococcus
Y5 B. gereus 83,3 s saprophyticus 99
Y7 B. pumilus 99 Y35 B. licheniformis 99
B. subtilis
Y12 B. megaterium 99,9 Y37 B 50
amyloliquefaciens
B. subtilis . . .
Y13 B. amyloliquefaciens 50 Y38 B. licheniformis 99
B. thuringiensis
Y14 B. pumilus 99 Y50 B. mycoides 33
B. cereus
Staphylococcus
Y16 epidermidis 99

izolatlarin VITEK-MS sonuglarina bakildiginda; Y4, Y16, Y32, Y33 numarali
izolatlarin Bacillus cinsine ait olmadiklari, Y1, Y2, Y3, Y5, Y19, Y50; Y7, Y14, Y18-2,
Y22; Y13, Y37; Y35 ve Y38 numarali izolatlarin ise kendi iglerinde birbirleriyle ayni
sonuglari verdikleri tespit edildi (Tablo 3.15).

3.4. Filogenetik Analizlerin Karsilagtiriimasi

Y1, Y7, Y12, Y13, Y15, Y35, Y37, Y38 ve Y47 izolatlarin yakin iligkili oldugu
bakteriler ile filogenetik benzerlikleri belirlendi. Elde edilen dendogram'a goére Y1
izolatinin B. cereus, Y12 izolatinin B. megaterium, Y13 ve Y37 izolatlarinin B.

methylotrophicus (Duman ve dig., 2016), Y15 izolatinin B. subtilis, Y35 izolatinin B.
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licheniformis, Y38 ve Y47 izolatlarinin ise B. sonorensis ile benzerlik gdsterdigi

tespit edildi. izolatlarin filogenetik agjaglari; Sekil 3.17-3.25'de yer almaktadir.

(a)

76| B.amyloliquefaciens MPA 1034 (NR117946.1)
92’ B.vallismortis DSM 11031 (NR 024696.1)
29 B.subtilis 168 (NR 102783.1)

57 L Bpumilus c10(AY373359.1)
B.methylotrophicus CBMB205(NR 116240.1)
B.thuringiensis NBRC 101235 (NR 112780.1)
B.anthracis ATCC 14578 (NR041248.1)
59 LAY
1001 B.cereus JCM2152 (NR 113266.1)

05
(b)
| B.cereus FORC 005 (NZ CP009686.1)
1% B cereus m1 550 (NZCM000722.1)
[ 24!
B.mycoides BHP DJ93.Contig42 (NZ JMQC01000008.1)
B.thuringiensis serovar andalousiensis BGSC4AW1(NZCMO000754.1)
100 B.anthracis Larissa(NZCP012519.1)
421 B thuringiensis HD1011 (NZCP009335.1)
[

0.005

Sekil 3.17. Y1 izolatinin 16S rRNA (a) ve kismi gyrB (b) gen bdlgelerine ait
filogenetik agaclari

B.mojavensis ifo 15718 (NR 118290.1)
46| B.axarquiensis LMG 22476 (NR 115929.1)
B.malacitensis CR-95(NR 115282.1)
B.tequifensis 10b (NR. 104919.1)
B.vallismortis DSM 11031 (NR024696.1)
72t B.amyloliquefaciens subsp. plantarum FZB42 (NR075005.1)
B.atrophaeus NBRC 15539 (NR 112723 .1)
B . subtilis 168 (NR 102783.1)
B.marisflavi TF-11(NR025240.1)
B.siamensis PD-A10(NR117274.1)
o

B pumilus SAFR-032 (NRO74977.1)
99‘ B pumilus NBRC12092 (NR 112637 1)
B pumilus ATCC7061 (NR 043242 1)
| B.methylotrophicus CBMB205 (NR 116240.1)
| B licheniformis DSM 13 (NR 118996.1)

—
05

Sekil 3.18. Y7 izolatinin 16S rRNA gen bdlgesine ait filogenetik agaci
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77} B.valfismortis DSM 11031 (NR024696.1)
B.amyloliquefaciens subsp. plantarum FZB42 (NR075005.1)
u B.cereus JCM2152 (NR 113266.1)
59| B thuringiensis ATCC 10792 (NR 114581.1)
@i
| B.megaterium ATCC 14581 (NR 116873.1)
B.megaterium NBRC 15308 (NR 112636.1)

F’B.SUDUIJS 168 (NR 102783.1)

100|

—
05

Sekil 3.19. Y12 izolatinin 16S rRNA gen bolgesine ait filogenetik agaci

(a)
®vi3

B.methylotrophicus CBMB205(EU194897.1)
B.licheniformis DSM 13 (NR 118996.1)

B.mojavensis ifo 15718 (NR 118290.1)
B.vallismortis DSM 11031 (NR024696.1)
B.amyloliquefaciens BCRC 11601 (NR 116022.1)
B.subtilis 168 (NR 102783.1)
B.atrophaeus 1942 (NR075016.1)
B.nematocida F1-15(KT735205.1)
B.tequilensis VBTLMASPO01(KC442305.1)
B.aerius 24K (NR 118439.1)
96 [ B.pumilus SAFR-032(NR074977.1)

B.axarquiensis CR-119(NR115283.1)

B.thuringiensis ATCC 10792 (NR 114581.1)
= f.cereus JCM 2152 (NR 113266.1)

83| B.mycoides NBRC 101228 (NR 113990.1)
48 B pseudomycoides NBRC 101232 (NR 113991.1)

0.5

(b)

99 ® Vi3
100 B.methylotrophicus YJ11-1-4(CP011347.1)

L{ B.amyloliquefaciens (LC096073.1)
100 ! B_subtilis B-1(CP009684.1)

B.vallismortis NRRL B-14890T (AF272025.1)
10— Btequilensis NRRLB-41771(EU138625.1)
B.licheniformis MY75(EU073420.1)
1001 B.sonorensis NRRLB-23154 (EU138611.1)

I —
005

Sekil 3.20. Y13 izolatinin 16S rRNA (a) ve kismi gyrA (b) gen boélgelerine ait
filogenetik agaclari

54



76 B.oleivorans JC228 (NR134703.1)
99 [ B.aguimaris TF-12 (NR 025241 1)
80 B licheniformis NCDO 1772 ({NR 118959 1)

46 B.methylotrophicus CBMB205(NR 116240.1)

a4 @®Yi5

99 ' B subtilis JCM 1465 (NR 113265.1)
L Baenus 24K (NR 118439.1)
B.amyloliquefaciens ATCC 23350 (NR 118950.1)

B.axarquiensis CR-T19(NR 115283 1)

78

| B-puinilus ATCCT061(NR043242.1)

1001 B safensis FO-36b (NR 041794.1)

—

05

Sekil 3.21. Y15 izolatinin 16S rRNA gen bolgesine ait filogenetik agaci

a5 B.mojavensis NBRC 15718 (NR 112725.1)

B.axarquiensis LMG 22476 (NR 115929.1)
B.tequilensis 10b(NR 104919.1)

4 B.sonarensis Xmb063 (KT986188.1)

B vallismortis DSM 11031 (NR 024696.1)

B amyloliquefaciens BCRC 11601 (NR 116022.1)

B.siamensis PD-A10(NR 117274 1)

B.atrophaeus 1942 (NRO75016.1)

L B subtilis NCDO 1769 (NR 118972 1)

]

96
64

93

E nematocida B-16 (NR 115325.1)
— ®YiH

ol B icheniformis DSM 13 (NR 118996.1)

05

Sekil 3.22. Y35 izolatinin 16S rRNA gen bolgesine ait filogenetik agaci
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(a)

B.subtilis subsp. subtilis str. 168 (NZCP010052.1)
511B.amyloliquefaciens subsp. plantarum FZB42(NR075005.1)
% B.amyloliquefaciens MPA 1034 (NR117946.1)
= B.vallismortis DSM 11031 (NR024696.1)
B.methylotrophicus OR2(KP851955.1)

| @ Y37(KT890344)
3L B.methylotrophicus Mo-Bm (HQ325853.1)

__{73.cereus LCB13(FJ867919.1)
2 B.amyloliquefaciens YMNg47 (JN660085.1)

B.pumilus DSMZ27 (AY456263.1)

B.aerius 24K (AJ831843.1)

B.subtilis BAB-2867 (KF853111.1)
B.aerophilus 28K (AJ831844.2)
B.marisflavi TF-11(AF483624.1)

t

(b)

a4 B.tequilensis NRRLB-41771(EU138625.1)
50 B.vallismortis NRRL B-14890T (AF272025.1)
82| L B.licheniformis MY75 (EU073420.1)
» B.sonorensis NRRLB-23154 (EU138611.1)
B.cereus NC7401 (AP007209.1)
| Bacillus sp.NRRL B-23964 (AY663699.1)
100L Bacillus sp. NRRL B-23980 (AY663705.1)
| @ Y37 (KT957913)
1001 B.methylotrophicus NCCB 100236 (KJ459873.1)

|
05

Sekil 3.23. Y37 izolatinin 16S rRNA (a) ve kismi gyrA (b) gen bodlgelerine
ait filogenetik agaglari (Duman ve dig., 2016)

99| ® 33
65 L B.sonorensis NRRL B-23154 (NR025130.1)
51 B.licheniformis BL43(EF601577.1)

B.vallismortis DSM 11031 (NR 024696 1)
95 497‘ B_subtilis DSM 10 (NR 027552 1)
44l B amyloliqguefaciens subsp. plantarum FZB42 (NR075005.1)
B.safensis NBRC 100820 (NR 113945.1)
96| B altitudinis 41KF2b (NR 042337 1)

B .methylotrophicus CBMB205 (NR 116240.1)
E axarquiensis CR-T19(NR 115283.1)

H
ns

Sekil 3.24. Y38 izolatinin 16S rRNA gen bolgesine ait filogenetik agaci
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18| B.vallismortis DSM 11031 (NR 024696.1)
7| B.amyloliquefaciens subsp. plantarum FZB42 (NR(075005.1)
% | | B.mojavensis IFO15718 (NR024693.1)
51 B_subtilis DSM 10 {NR 027552.1)
B licheniformis BL43 (EF601577.1)
49 78 |. Y47
99 | B sonorensis NRRL B-23154 (NR025130.1)
B safensis NBRC 100820 (NR 113945.1)
641 B altituchinis 41TKF2b (NR 042337 1)
B.tequilensis 10b{NR 104919 1)
8ol B.methylotrophicus CBMB205 (NR 116240.1)
B.axarquiensis CR-119(NR 115283.1)
95 B.acidicola 105-2 (NR 041942 1)

"

Sekil 3.25. Y47 izolatinin 16S rRNA gen bolgesine ait filogenetik agaci
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4. TARTISMA

Bu calismada, topraktan izole edilen 45 izolatin morfolojik, molekuler ve
biyokimyasal analizleri sonucunda 20 tanesinin Bacillus cinsine ait olmadigi (16S
rRNA BLAST ve VITEK-MS sonuglarina gore) gozlenirken, geriye kalan 25 izolattan
birbirine benzer olanlar ayni grup altinda toplanarak her bir gruptan en az bir izolat
secilerek 9 farkll izolatta (Y1, Y7, Y12, Y13, Y15, Y35, Y37, Y38 ve Y47) tir
tanimlamasina qidildi. 9 farkli izolata ait yapilan analizler ve degerlendirmeler

asagida ayrintil olarak verildi.

Y1 izolatinin 16S rRNA dizi sonuglari incelendiginde (Ek-B); bes farkli Bacillus
tirine %99'luk benzerlik gosterdigi tespit edildi. Bu turlerden hangisine yuksek
oranda benzedigini bulmak Uzere ilave molekiler ve biyokimyasal analizler
gerceklestirildi. Buna gore Y1 6ncelikle VITEK-MS ile analiz edildi (Tablo 3.15) ve
protein spektrumlarina gore karsilastirma sonucu benzedigi Bacillus tur sayisi ikiye
indi. VITEK-MS sonucuna gore %33 oraninda B. cereus, B. mycoides veya B.
thuringiensis c¢ikti fakat Y1 izolatinin koloni morfolojisi karakteristik bir koloni
gorinimune sahip olan B. mycoides’e benzememektedir (URL-7). Ayrica Y1
izolatina ait kismi gyrB gen bolgesine ait BLAST analiz sonucu da bu izolatin iki tire
benzedigini (%100 B. cereus ya da %99 B. thuringiensis) gosterdi (Ek-B). Y1
izolatinin bu iki turden hangisi oldugunu belilemek amaciyla B. cereus ve B.
thuringiensisin molekiler ayriminda kullanilan kismi gyrB geninin Sau3Al ile
kesilmesi sonucu olusan fragman sayisina ve “cry’’ gen varlijina dayanan analizler
uygulandi. Restriksiyon kesim analizine goére tanimlamak istenen izolat B.
thuringiensis ise PZR drinuni (kismi gyrB) tek yerden kesmesi beklenirken, B.
cereus ise iki yerden kesmesi beklenmekteydi (Manzano ve dig., 2003). Ayrica B.
thuringiensis ise “cry” geninin varligini gosteren yaklagik 1600-1700 b¢ uzunluguna
sahip bantla ayirt edilebilecekti (Chen ve Tsen, 2002). Restriksiyon kesim sonrasi iki
adet bant gézlenmesinin yaninda cry gen varligina isaret eden bandin bulunmamasi
bu izolatin B. cereus olabilecedini destekler niteliktedir. Molekller analizlerin
yaninda B. cereus oldugunun dogrulanmasinda oldukga basit bir ydbntem olan MYP
testi uygulandi. Buna goére B. cereus mannitoli kullanamadigindan pembe renkKili
koloni olusturmasi beklenirken, lesitinaz pozitif olmasi sebebiyle de koloni etrafinda

beyaz presipitasyon varligi beklenmekteydi (Kalkan ve Halkman, 2006b).
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Sonuglar ise molekuler testleri dogrular niteliktedir. Ayrica B. cereus olarak
tanimlanan Y1 izolatina uygulanan farkli sicaklik, pH ve NaCl'nin buylme Utzerine
etki sonuglarinin (Tablo 3.14) Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology’in
belirttigi biyokimyasal test sonuglar ile uyumlu oldugu tespit edildi (Logan ve dig.,
2009). Yapilan tim morfolojik, molekuler ve biyokimyasal test sonuglari Y1 izolatinin

B. cereus olarak tanimlanmasini sagladi.

Y7 izolati; 16S rRNA BLAST (Ek-B) ve VITEK-MS sonuglarina (Tablo 3.15) goére
%100-99 oraninda B. pumilus’a benzemektedir. Buyume sicakliklarinin
karsilastirimasi sonuclarininda Hindistan’in kiyi c¢evresinden izole edilen B.
pumilus’un sicaklik potansiyelleri ile benzer oldugu gortldia (Parvathi ve dig., 2009).

Molekuler ve biyokimyasal sonuclara gore Y7 izolati B. pumilus olarak tanimlandi.

Y12 izolati; 16S rRNA BLAST (Ek-B) ve VITEK-MS sonucuna (Tablo 3.15) gore
%100-99,9 oraninda B. megaterium’a benzerlik gostermektedir. Bu sonucu
desteklemek adina yapilan biyokimyasal test bulgularina goére; Y12 izolati; 30°C ve
45°C sicaklikta, pH 5-9 araliginda ve %3 (w/v) NaCl'de blylime gostermektedir
(Tablo 3.14). Literatirde daha Onceden rapor edilen B. megaterium buylime
potansiyelleri ile karsilastinldiginda B. megaterium’'un pH 5,7 ila 7’de, %7 (w/v)
NaCl'de buyudagu, buyume sicakliginin ise 3-20°C’den 35-45°C’e kadar oldugu
bildirilmigtir (URL-8). Elde edilen bulgular literattr ile uyumlu olup Y12 izolatinin B.

megaterium olarak tanimlanmasini sagladi.

Y13 ve Y37 izolatlarinin koloni morfolojilerinin birbirleriyle ayni dzellikler tasidiklar
g6zlendi (Tablo 3.1). 16S rRNA BLAST analiz sonuglarina gore de; %100-99
oraninda farkli Bacillus turlerine benzerlik gésterdikleri tespit edildi (Ek-B). Y13 ve
Y37 izolatlarinin tanimlanmasinda 16S rRNA dizi analizi tek basina yeterli
olmadigindan dolayr korunmus bagka bir gen bdlgesi olan kismi gyrA gen bdlgeleri
cogaltildi ve dizi analiz sonuglarina gére %99 oraninda u¢ farkh Bacillus turtne (B.
methylotrophicus, B. amyloliquefaciens, B. subtilis) benzerlik gdsterdikleri tespit
edildi (Ek-B). izolatlarin VITEK-MS analizlerine gére ise %50 oraninda B.
amyloliquefaciens’e, %50 oraninda ise B. subtilis’e benzerlik gdsterdigi goruldu
(Tablo 3.15). VITEK-MS sonuglarinda B. methylotrophicus ¢ikmamasinin nedeni
cihazin panelinde bu tartin tanimli olmamasindan ileri gelmektedir. Diger yandan
yapilan biyokimyasal analizlerde Y13 ve Y37’nin indol olusumu (+), metil kirmizisi

testi (), voges-proskauer testi (+), sitrat kullanimi (+), glukozdan asit tretimi (+), H,S
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olusumu (-), jelatin (+) ve nisasta hidroliz (+) &zelliklerinin referans sus olan B.
methylotrophicus (DSM28326) ile uyumlu olmasi bu ki izolatin B.
methylotrophicus’a blylk oranda benzedigine isaret etmektedir. Ayrica; Y13
izolatinin mannitol kullanimi ve lesitinaz aktivite sonuclari, Y13 ve Y37 (Duman ve
dig., 2016) izolatlarinin ise sicaklik, pH ve NaCl toleranslarinin (Tablo 3.14) B.
methylotrophicus (DSM28326) ile benzer oldugu tespit edildi. Morfolojik, molekuler
ve biyokimyasal test sonuclari Y13 ve Y37 izolatlarinin B. methylotrophicus olarak

tanimlanmalarini destekledi.

Y15 izolati; 16S rRNA BLAST analiz sonucuna gére %100 B. subtilis’e benzerlik
g6stermektedir (Ek-B). Y15'de yapilan biyokimyasal analiz sonuglarinin farkli
kaynaklardan izole edilen B. subtilis 6rnekleri ile uyumlu oldugu gorildi. Ornegin,
indol olusumu (-), metil kirmizisi testi (-), voges-proskauer testi ve sitrat kullanimi
(+), jelatin ve nisasta hidrolizi (+) bakimindan B. subtilis F-2-01 ile benzerdir (Kubota
ve dig., 1993). Ayrica Zheng ve dig. (2008) tarafindan yapilan ¢alismada topraktan
izole edilen nitril ¢dzucl 6zellikte olan B. subtilis ZJB-063’'Un Y15 izolati gibi H,S
Uretmedigi ancak glukozdan asit olusturdugu ve mannitoli kullandigr rapor
edilmistir. Topgal ve dig. (2014) tarafindan yapilan baska bir galismada ise, B.
subtilis olarak tanimlanan izolatin Y15 gibi lesitinaz aktivitesinin olmadidi rapor
edilmistir. Ayni sekilde laktozdan asit Uretim sonucunun B. subtilis NCDO 1769"de
gOzlenen laktozdan asit Uretimi ile benzerlik gosterdigi (Huang ve dig., 2005), farkli
sicaklik, pH ve NaCl toleranslarinin da (Tablo 3.14) B. subtilis ile uyumlu oldugu
sonucuna varildi (URL-9). Tim sonuglar degerlendirildiginde Y15 izolati B. subtilis

olarak tanimlandi.

Y35 izolati, 16S rRNA gen dizi (Ek-B) ve VITEK-MS (Tablo 3.15) analiz sonuglarina
gore %99 oraninda B. licheniformis’e benzerlik gostermektedir. Biyokimyasal test
sonuglari degerlendirildiginde; jelatin hidroliz testi (-), blyuime goésterdigi pH (pH 5-9
araliginda) ve NaCl tolerans sonuclarinin (%12 (w/v) NaCl) B. licheniformis MTCC
429" ile (Shivaji ve dig., 2006) ve bilyliime gdsterdigi sicaklik (Tablo 3.14)
bakimindan ise B. licheniformis NRRL NRS-1264" ile uyumlu oldugu gorildi
(Palmisano ve digd., 2001). Ayrica farkl besiyerlerinde (Tirozin agar ile pH 5,6 agar)
buyuatilduginde Sekil 3.15'te goéruldigu Uzere her iki besiyerinde krem renkli
kolonilerin olugsmasini desteklemesi ile B. licheniformis ozelliklerini tasidigi tespit
edildi (Palmisano ve dig., 2001). Molekiler ve biyokimyasal sonuglara gore Y35

izolatl B. licheniformis olarak tanimlandi.
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Y38 ve Y47 izolatlarinin koloni morfolojilerinin  birbirleriyle benzer &zellikler
tasidiklan gézlendi (Tablo 3.1). 16S rRNA BLAST analiz sonuglarina gore; %100-99
oraninda B. sonorensis ve B. licheniformis’e benzerlik gostermektedirler (Ek-B). Y38
numaralh izolat, VITEK-MS (Tablo 3.15) analiz sonucuna gére %99 oraninda B.
licheniformis’e benzemektedir. Ancak bu dogru olmayabilir, ¢linkl cihazin panelinde
B. sonorensis kayith degildir. Bu nedenle ilave testler yapildi. Y38 ve Y47 izolatlari
ile yapilan biyokimyasal testlere gore de jelatin hidroliz testi (+) ve NaCl tolerans
sonuglarinin (%5 (w/v) NaCl) B. licheniformis MTCC 429" ile uyumlu olmayip, B.
sonorensis DSM 13779" ile uyumlu oldudu tespit edildi (Shivaji ve dig., 2006).
Ayrica blyume gdsterdikleri sicaklik (Tablo 3.14) ve tirozin agarda kahverengi, pH
5,6 agarda ise parlak sari renkte koloniler seklinde gelismeleri (Sekil 3.15)
bakimindan B. licheniformis NRRL NRS-1264" ile uyumlu olmayip, Arizona,
Sonoran c¢oliindeki topraktan izole edilen B. sonorensis NRRL B-23154" (DSM
13779") ile uyumlu sonuglar verdikleri gézlendi (Palmisano ve dig., 2001). Bdylece

Y38 ve Y47 numarall izolatlar B. sonorensis olarak tanimlandi.
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5. SONUGLAR VE ONERILER

Bu calismada, éncelikle izmit ve cevresindeki topraklardan Bacillus cinsi bakterilerin
izolasyon iglemi gerceklestirildi. Elde edilen saf kultirler Gram boyama ile
boyandiktan sonra morfolojik olarak Gram pozitif, gubuk gekilli olan bakteriler deney
materyali olarak segildi ve her bir izolat Y1, Y2, Y3 seklinde sirasiyla
numaralandirildi. Deney materyali olarak secilen 45 izolatin stok kdltlrleri
hazirlandiktan sonra koloni morfolojileri  karsilastirildi  ve benzer olanlar
gruplandirildi. Daha sonra, molekiler dizeyde tanimlanmalar amaciyla 16S rRNA
gen dizi analizleri gerceklestirildi. 16S rRNA gen dizi analizleri ile tanimlanamayan,
yakin akraba olan tlrleri birbirinden ayirmak icin ilave molekiler (kismi gyrB gen
boélgesinin Sau3Al enzimi ile muamele edilmesi, kismi gyrA gen bolgesi dizi analizi,
“cry” gen varligi) ve biyokimyasal analizler yapildi. Filogenetik analizler ise NJ
(neighbour-joining) metodu ile gergeklestirildi. Sonug¢ olarak morfolojik, molekuler,
biyokimyasal ve filogenetik analiz sonuglari birlikte degerlendirildiginde; toplam 45
izolattan 20 tanesinin Bacillus cinsine ait olmadigi gozlenirken, geriye kalan 25
izolattan birbirine benzer olanlar ayni grup altinda toplanarak her bir gruptan en az
bir izolat secilerek 9 farkli izolatin [Y1; B. cereus, Y7; B. pumilus, Y12; B.
megaterium; Y13 ve Y37 (Duman ve dig., 2016); B. methylotrophicus, Y15; B.
subtilis, Y35; B. licheniformis, Y38 ve Y47; B. sonorensis] tur dizeyinde
tanimlanmalari yapildi (Tablo 5.1).

Tablo 5.1. Bakteriyel izolatlarin tar tayini

sonuglari
izolat Numarasi Tur

Y1 Bacillus cereus
Y7 B. pumilus
Y12 B. megaterium
Y13 B. methylotrophicus
Y15 B. subtilis
Y35 B. licheniformis
Y37 B. methylotrophicus
Y38 B.sonorensis
Y47 B. sonorensis
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Morfolojik, molekiler ve biyokimyasal tanimlamasi yapilan izolatlarin 16S rRNA,
kismi gyrA/gyrB gen bodlgelerine ait dizileri (Ek-A) NCBI gen bankasina yuklenerek

her biri icin GenBank numarasi alindi (Tablo 5.2).

Tablo 5.2. Tanimlanan izolatlara ait GenBank numaralari

izolat Numarasi GenBank Numarasi
Y1- 16S rRNA KX549260
Y1-gyrB KX592164
Y7- 16S rRNA KX592605
Y12- 16S rRNA KX592602
Y13-16S rRNA KX588227
Y13-gyrA KX592163
Y15-16S rRNA KX592604
Y35-16S rRNA KX592606
Y37-16S rRNA (Duman ve dig., 2016) KT890344
Y37-gyrA (Duman ve dig., 2016) KT957913
Y38-16S rRNA KX592603
Y47-16Sr RNA KX592601

Topraktan izole edilerek morfolojik, biyokimyasal ve molekller ydntemlerle
tanimlanmalari yapilan Bacillus tirlerinden, endustriyel biyoteknoloji alanina (6zgln
enzim, antibiyotik, toksin Uretimi, ilag ham maddelerinin sentezi vb.) yonelik

calismalar yapilabilir.
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EK-A
Projede tanimlanan 9 farkli izolata ait kismi 16S rRNA, gyrA ve gyrB gen dizileri

Y1 Numaral izolatin 16S rRNA Geninin Baz Dizilimi:

Baz Sayisi: 990

Gen Bankasi No: KX549260
TCCTAAACATGCAAGTCGAGCGAATGGATTAAGAGCTTGCTCTTATGAAGTTAG
CGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATAAGACTGGGATAAC
TCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAACATTTTGAACCGCATGGTTCGAAA
TTGAAAGGCGGCTTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTA
GTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGG
GTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAG
CAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTG
AGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGC
TAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAAC
TACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTAT
TGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACG
GCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGA
AAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCA
GTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTG
GGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGC
TAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTC
CGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAGGAATTGACGGGGGCCC
GCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTTATTTCGAAGCAACGCGAAGAACCCTTA
CCAGGTCTTGACATCCTCTGAAAACCCTAGAGATAGGGCTTT

Y1 Numarali izolatin gyrB Geninin Baz Dizilimi

Baz Sayisi: 288

Gen Bankasi No: KX592164
ACAGAATTAGAAGTATTTGTACATCGTGAAGGTAAAATCCATTACCAAAAATATG
AAAGAGGTATTCCGGTTGCGGATTTAAAAGTCATTGGTGACACAGATCAAACAG
GAACAATAACTCGATTTAAACCAGATCCGGAAATTTTCCAAGAAACAACAGTAT
ACGATTTTGATACGCTAGCAACTCGTATGCGTGAATTAGCGTTTTTAAATCGTAA
TATTAAATTAACAATTGAAGATAAACGTGAACATAAGCAAAAGAAAGAATTCCAT
TACGAAGGTGGAATT
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EK-A (Devam)

Y7 Numaral izolatin 16S rRNA Geninin Baz Dizilimi

Baz Sayisi: 1244

Gen Bankasi No: KX592605
GGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGAGCTAATACCG
GATAGTTCCTTGAACCGCATGGTTCAAGGATGAAAGACGGTTTCGGCTGTCAC
TTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCTCACCAA
GGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAG
ACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGA
CGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAA
AGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCGAGAGTAACTGCTCGCACCTTGACG
GTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACG
TAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGT
TTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAA
CTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGA
AATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTG
TAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCT
GGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCT
TAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGA
CTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGT
TTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAACC
CTAGAGATAGGGCTTTCCCTTCGGGGACAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGT
CGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCT
TGATCTTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACA
AACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGG
CTACACACGTGCTACAATGGACAGAACAAAGGGCTGCGAGACCGCAAGGTTTA
GCCAATCCCATAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGC
GTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATC
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Y12 Numarali izolatin 16S rRNA Geninin Baz Dizilimi

Baz Sayisi: 1246

Gen Bankasi No: KX592602
GTGGGCAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTTCGGGAAACCGAAGCTAATAC
CGGATAGGATCTTCTCCTTCATGGGAGATGATTGAAAGATGGTTTCGGCTATCA
CTTACAGATGGGCCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCA
AGGCAACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGA
GACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGG
ACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGT
AAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACAAGAGTAACTGCTTGTACCTTGAC
GGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATAC
GTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGG
TTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAA
ACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGAAAAGCGGAATTCCACGTGTAGCGGTG
AAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTTTTGGTCTG
TAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCT
GGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTT
TAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGA
CTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGT
TTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAACT
CTAGAGATAGAGCGTTCCCCTTCGGGGGACAGAGTGACAGGTGGTGCATGGT
TGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAAC
CCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTG
ACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCT
GGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAAAGGGCTGCAAGACCGCGAGG
TCAAGCCAATCCCATAAAACCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCC
TACATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGA

Y13 Numarali izolatin 16S rRNA Geninin Baz Dizilimi

Baz Sayisi: 1037

Gen Bankasi No: KX588227
GTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGA
GTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGG
GCTAATACCGGATGGTTGTTTGAACCGCATGGTTCAGACATAAAAGGTGGCTT
CGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAC
GGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACAC
TGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTT
CCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTT
TCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCCGTTCAAATAGGGC
GGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAG
CCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGG
GCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCCGGG
GAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTC
CACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGG
CGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAAC
AGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAG
GGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGG
GAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAG
CGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTT
GACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGTCCCCTTCGGGGGCAGAGTGAC
AGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGG
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Y13 Numarali izolatin gyrA Geninin Baz Dizilimi

Baz Sayisi: 852

Gen Bankasi No: KX592163
CACAGGCGGATTCTGTACGCAATGAATGATTTAGGCATGACCAGTGACAAACC
ATATAAAAAATCTGCCCGTATCGTCGGTGAAGTTATCGGTAAGTACCACCCGCA
CGGTGACTCAGCGGTTTACGAATCAATGGTCAGAATGGCGCAGGATTTTAACT
ACCGCTACATGCTTGTTGACGGACACGGCAACTTCGGTTCGGTTGACGGCGAC
TCAGCGGCCGCGATGCGTTACACAGAAGCGAGAATGTCAAAAATTGCAATGGA
AATCCTCCGGGACATTACGAAAGATACGATTGATTATCAAGATAACTATGACGG
CGCAGAAAGAGAACCTGTCGTCATGCCTTCGAGATTTCCGAATCTGCTCGTAA
ACGGAGCTGCCGGTATTGCGGTCGGAATGGCGACAAATATTCCTCCGCATCAG
CTTGGGGAAGTCATTGAAGGCGTGCTTGCCGTAAGCGAGAATCCTGAAATTAC
AAACCAGGAGCTGATGGAGTACATCCCGGGCCCGGATTTTCCGACTGCAGGT
CAGATTTTGGGCCGGAGCGGCATCCGCAAGGCATATGAATCCGGACGGGGAT
CCATTACGATCCGGGCTAAGGCTGAAATCGAAGAGACATCATCGGGAAAAGAA
AGAATTATTGTCACAGAACTTCCTTATCAGGTGAACAAAGCGAGATTAATTGAA
AAAATCGCAGATCTTGTCCGGGACAAAAAAATCGAAAGAATTACCGATCTGCGT
GACGAATCCGACCGTAACGGAATGAGAATCGTCATTGAGATCCGCCGTGACGC
CCATGCTCACGTCATTTTGAATAACCTGTACAAACAAACGGCCCTGCAGACGTC
T

Y15 Numarali izolatin 16S rRNA Geninin Baz Dizilimi

Baz Sayisi: 988

Gen Bankasi No: KX592604
TGCAAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGACG
GGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAAC
CGGGGCTAATACCGGATGGTTGTTTGAACCGCATGGTTCAAACATAAAAGGTG
GCTTCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGG
TAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCC
ACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAA
TCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAG
GTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAG
GGCGGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAG
CAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAA
GGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGG
GGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATT
CCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAG
GCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAA
CAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTA
GGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGG
GGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAA
GCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCT
TGACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGTCCCCTTCGGGG
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Y35 Numarali izolatin 16S rRNA Geninin Baz Dizilimi

Baz Sayisi: 1031

Gen Bankasi No: KX592606
AGTCGAGCGGACCGACGGGAGCTTGCTCCCTTAGGTCAGCGGCGGACGGGT
GAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCG
GGGCTAATACCGGATGCTTGATTGAACCGCATGGTTCAATCATAAAAGGTGGC
TTTTAGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGT
AACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCCACCTGAGAGGGTGATCGGCCA
CACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAAT
CTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGG
TTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGG
GCGGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCA
GCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGC
GCGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGG
AGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCA
CGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCG
ACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAAGCGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAG
GATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAG
GGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGCAGCAAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAG
TACGTCGCAAGACTGAAACTCAAGGAATTGACGGGGCCCGCACAAGCGGTGG
AGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAGAACTTACCAGGTCTTGACATCTCT
GACAACCCTAGAGATAGGGCTTCCCCTCGGGGCAGAGTGACAGTGGTGCATT
GATGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGT

Y37 Numarali izolatin 16S rRNA Geninin Baz Dizilimi

Baz Sayisi: 1312

Gen Bankasi No: KT890344
TAATACATGCAAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGG
CGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCC
GGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGGTTGTTTGAACCGCATGGTTCAGACATA
AAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTT
GGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTG
ATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAG
TAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGT
GATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCCGT
TCAAATAGGGCGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTAC
GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTG
GGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGC
TCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGA
GTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGT
GGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGG
GAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTA
AGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCC
GCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCC
GCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACC
AGGTCTTGACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGTCCCCTTCGGGGGCA
GAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTT
AAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGC
ACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAATGGTGGGGGATGACGTC
AAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAGAA
CAAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGTTAAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCAGT
TCGGATCGCAGTCTGCACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATC
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Y37 Numarali izolatin gyrA Geninin Baz Dizilimi

Baz Sayisi: 914

Gen Bankasi No: KT957913
CCGTGACGGTCTGAAGCCGGTTCACAGGCGGATTTTGTACGCAATGAATGATT
TAGGCATGACCAGTGACAAACCATATAAAAAATCTGCCCGTATCGTCGGTGAA
GTTATCGGTAAGTACCACCCGCACGGTGACTCAGCGGTTTACGAATCAATGGT
CAGAATGGCGCAGGATTTTAACTACCGCTACATGCTTGTTGACGGACACGGCA
ACTTCGGTTCGGTTGACGGCGACTCAGCGGCCGCGATGCGTTACACAGAAGC
GAGAATGTCAAAAATCGCAATGGAAATCCTCCGGGACATTACGAAAGATACGAT
TGATTATCAAGATAACTATGACGGCGCAGAAAGAGAACCTGTCGTCATGCCTTC
GAGATTTCCGAATCTGCTCGTAAACGGAGCTGCCGGTATTGCGGTCGGAATGG
CGACAAATATTCCTCCGCATCAGCTTGGGGAAGTCATTGAAGGCGTGCTTGCC
GTAAGTGAGAATCCTGAGATTACAAACCAGGAGCTGATGGAATACATCCCGGG
CCCGGATTTTCCGACTGCAGGTCAGATTTTGGGCCGGAGCGGCATCCGCAAG
GCATATGAATCCGGACGGGGATCCATTACGATCCGGGCTAAGGCTGAAATCGA
AGAGACATCATCGGGAAAAGAAAGAATTATTGTCACAGAACTTCCTTATCAGGT
GAACAAAGCGAGATTAATTGAAAAAATCGCAGATCTTGTCCGGGACAAAAAAAT
CGAAGGAATTACCGATCTGCGTGACGAATCCGACCGTAACGGAATGAGAATCG
TCATTGAGATCCGCCGTGACGCCAATGCTCACGTCATTTTGAATAACCTGTACA
AACAAACGGCCCTGCAGACGTCTTTCGGAATCAATCTGCTGGCGCTCGTTGAC
GGACAGCCGA

Y38 Numarali izolatin 16S rRNA Geninin Baz Dizilimi

Baz Sayisi: 1057

Gen Bankasi No: KX592603
ATACATGCAAGTCGAGCGAACCGACGGGAGCTTGCTCCCTTAGGTTAGCGGC
GGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCG
GGAAACCGGGGCTAATACCGGATGCTTGATTGAACCGCATGGTTCAATTATAA
AAGGTGGCTTTTAGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTT
GGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTG
ATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAG
TAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGT
GATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTT
CGAACAGGGCGGTGCCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTAC
GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTG
GGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGC
TCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGA
GTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGT
GGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGG
GAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTA
AGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGCAGCAAACGCATTAAGCACTCC
GCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCC
GCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTAC
CAAGTCTTGACATCCTCTGACACCCCTAGAGATAGGGCTTCCCCTTCGGGGGC
AGAGTGACAGTGGTTGCATGGTTGTTCGTCAGCTTCGTGTCGTGAGATGTTGG
GTTAAGT
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Y47 Numarali izolatin 16S rRNA Geninin Baz Dizilimi

Baz Sayisi: 1062

Gen Bankasi No: KX592601
CATGCAAGTCGAGCGAACCGACGGGAGCTTGCTCCCTTAGGTTAGCGGCGGA
CGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGA
AACCGGGGCTAATACCGGATGCTTGATTGAACCGCATGGTTCAATTATAAAAG
GTGGCTTTTAGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGT
GAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATC
GGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAG
GGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAT
GAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGA
ACAGGGCGGTGCCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTG
CCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGC
GTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAA
CCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGG
AATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGC
GAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAG
CGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGT
GTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGCAGCAAACGCATTAAGCACTCCGCC
TGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCA
CAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGG
TCTTGACATCCTCTGACACCCCTAGAGATAGGGCTTCCCCTTCGGGGGCAGAG
TGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAG
TCCCGCAACGAG
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EK-B

Tdm izolatlarin BLAST analiz sonuglari

Description Max [ Total [Query | E
score score cover value
Bacillus cereus ATCC 14579 168 RNA (rrnA) gene, complete 1797 1797 99% 00
) Bacillus cereus strain JCM 2152 168 ribosomal RNA gene. partial 1797 1797 99% 0.0
) Bacillus cereus strain CCM 2010 16S ribosomal RNA gene, complete sequence 1797 1797 99% 0.0
Bacillus cereus sfrain NBRC 15305 16S ribosomal RNA gene. partial sequence 1797 1797 99% 0O
Bacillus cereus strain ATCC 14579 168 ribosomal RNA gene. partial sequence 1797 1797 99% 00
) Bacillus cereus strain I1AM 12605 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 1797 1797 99% 00
() Bacillus anthracis str Ames strain Ames 168 ribosomal RNA, complete sequence 1792 1792 99% 0.0
Bacillus toyonensis strain BCT-7112 16S ribosomal RNA gene. complete sequence 1775 1775 99% 0.0
) Bacillus psev ycoides strain NBRC 101232 16S BNA gene, partial sequence 1775 1775 99% 00
) Bacillus thuringiensis strain ATCC 10792 168 ribosomal RNA gene. partial sequence 1776 1776 99% 00

Ident Accession

99% NR 0745401
99% NR 1132661
99% NR 1157141
99% NR 112630.1
99% NR 1145821
99% NR 1155261
99% NR 0744531
99% NR 1217611
99% NR 113991.1
99% NR 1145811

Sekil B.1. Y1 (16S rRNA-990 bg) izolatinin BLAST analiz sonucu

Description e AL ) AL
score | score cover value

[0) Bacillus cereus strain FORC 005, complete genome 532 532 100% 4e-147 100%
£} Bacillus cereus m1550 chromosome. whole genome shotaun seguence 532 532 100% 4e-147 100%
[ Bacillus strain YC-10, complete genome 627 527 100% 2e-145 99%
[ Bacillus i serovar kurstaki strain HD 1, complete genome 527 8527 100% 2e-145 99%
O Bacillus i serovar galleriae strain HD-29, complete genome 527 527 100% 2e-145 99%
O Bacillus serovar kurstaki sti. HD-1, complete genome 527 1054 100% 2e-145 93%
O Bacillus serovar kurstaki str. YBT-1520, complete genome 527 527 100% 2e-145 93%
[J Bacillus thuringiensis serovar kurstaki str. YBT-1520. complete genome 527 527 100% 2e-145 99%
[CJ Bacillus cereus VD133 genomic scaffold acgTw-supercont1.2, whole genome shotgun sequence 527 527 100% 2e-14% 99%
[ Bacillus serovar kurstaki st HD73. complete genome 627 527 100% 2e-145 99%

Accession

CP009686.1
CMO00722.1
CP011349.1
CP010005.1

CP004870.1

CP004858.1
CP007607.1

NZ
NZ
NZ
NZ
NZ CP010089.1
NZ
NZ
NZ
NZ

KB976184.1
NC 0202381

Sekil B.2. Y1 (gyrB-288 bg) izolatinin BLAST analiz sonucu

Description Max  Total |Query E
score score cover value

[ Acinetobacter calcoaceticus strain ATCC 23055 168 ribosomal RNA gene, complete sequence 534 534 T1% 3e-151
Acinetobacter calcoaceticus strain JCM 6842 165 RNA gene, partial 534 534 T1% 3e-151
Acinetobacter calcoaceticus sirain ATCC 23055 165 RNA gene, pariial sequence 53¢ 534 T71% 3e-151
Acinetobacter calcoaceticus strain CIP 81.8 165 RNA gene. complete 534 534 T1% 3e-151

IZ) Acinetobacter calcoaceticus strain LMG 1046 165 ribosomal RNA gene. complete 534 B34 T1% 3e181
[ Acinetobacter calcoaceticus strain DSM 30006 168 RNA gene. complete 534 534 T71% 3e-151
) Acinetobacter calcoaceticus PHEA-2 strain PHEA-2 168 RNA, complete sequence 532 532 T71% 1e-150
) Acinetobacter oleivorans strain DR1 165 RNA gene, complete sequence 532 532 68% 1e-150
Acinetobacter fiernbergiae strain DSM 14971 16S ribosomal RNA gene. complete sequence 532 532 69% 1e-150
Acinetobacter pittii strain ATCC 19004 16S RNA gene. complete 532 532 68% 1e-150

Ident  Accession

78% NR 117619.1
78% NR 1133431
78% NR 1140581
78% NR 1149221
78% NR 1149211
78% NR 1191131
78% NR 102826.1
79% NR 1028141
78% NR 1176201
79% NR 117621.1

Sekil B.3. Y2 (16S rRNA-1227 bg) izolatinin BLAST analiz sonucu

Desription Max | Total | Query E

score score cover value

Bacillus sp. DBT2TS4 168 ribosomal RNA gene. partial sequence 412 412 60% GBe-111
Uncultured gene for 165 RNA, partial isolate: 5-9 375 375 45%  Te-100

() Bacillus sp. $Q-1 168 ribosomal RNA gene. partial sequence 342 342 39% Te90
[2) Bacillus cereus strain TS242 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 339 339 40% 1e88
Uncultured Bacillus sp. clone FAC168 165 il RNA gene, partial 333 333 4%% e d7
Bacillus sp. S3-R6TC-BA1 clone 1 168 RMA gene, partial 313 313 59% 6Ge81

) Bacillus sp. thd 165 RNA gene. partial sequence 303 303 45% 3eT8
) Lysinibacillus fusiformis strain KUDC1021 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 300 300 45% Be77
Bacillus anthracis strain AIMST 11.0z.14 165 RNA gene, partial sequen 294 294 30% Ze75

U strepf s strain MIML2001 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 251 291 5%% 3eT4

Ident Accession

78% GU1220511
80% AB331854.1
80% KF453960.1
B0% KF5253441
78% JN092833.1
T6% GU325802.1
T7% EUB14517.1
T7% FJ944647.1
82% HQE70485.1
75% KF542656.1

Sekil B.4. Y3 (16S rRNA-1211 bg) izolatinin BLAST analiz sonucu
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Description ;:2’:2 !fi ?D“fg V;:us ldent | Accession
(= il pittii strain ATCC 19004 16S ribosomal RNA gene. complete sequen 1349 1349 100% 0.0 100% NR 1176211
(W) il pittii strain L MG 1035 168 ribosomal RNA gene. partial 1349 1349 100% 0.0 100% NR 1179301
= il pittii strain CIP 70.29 16S ribosomal RNA gene. partial sequence 1349 1349 100% 0.0 100% NR 1167741
= il i strain NCCB 22016 168 ribosomal RNA gene. partial seguen: 1349 1349 100% 0.0 100% NR 0423871
= PHEA-2 strain PHEA-2 16S ribosomal RNA, complete sequen 1343 1343 100% 0.0 99% NR 102826.1
(=) oleivorans strain DR1 16S ribosomal RNA gene. complete seguen: 1343 1343 100% 0.0 99% NR 102814.1
(S5 oleivorans strain DR1 16S ribosomal RNA gene, partial sequen 1343 1343 100% 0.0 99% NR 1160391
(58] nosocomialis strain RUH 2376 16S ribosomal RNA gene, partial 1332 1332 100% 0.0 99% NR 1179311
(58] strain ATCC 23055 16S ribosomal RNA gene. complete sequent 1327 1327 100% 0.0 99% NR 1176191
(58] strain JCM 6842 16S ribosomal RNA gene, partial 1327 1327 100% 0.0 99% NR 1133431

Sekil B.5. Y4 (16S rRNA-730 bg) izolatinin BLAST analiz sonucu

Descripticn g ol Querv BE Ident = Accession
score | score | cover | value

| Bacillus toyonensis strain BCT-7112 168 ribosomal RNA gene, complete sequence 1860 1860 100% 0O 100% MR 1217611
[ Bacillus thuringiensis Bt407 163 rihosomal RNA, complete sequence 1860 1860 100% 0.0 100% NR 1025061
() Bacillus cereus ATCC 14579 168 ribosomal RNA (rmA) gene. complete sequence 1860 1860 100% 0O 100% NR 0745401
| Bacillus cereus strain JCM 2152 168 ribosomal RNA gene, partial 1860 1860 100% 0O 100% MR 1132661
[ Bacillus thuringiensis strain NBRC 101235 16S rihosomal RNA gene. partial sequence 1860 1860 100% 0.0 100% NR 1127801
[ Bacillus cereus strain CCM 2010 168 ribosomal RNA gene. complete sequence 1860 1860 100% 0O 100% NR 1157141
[ Bacillus cereus sirain NBRC 15305 168 ribosomal RNA gene. partial 1860 1860 100% 0O 100% MR 1126301
[ Bacillus cereus sirain ATCC 14578 165 ribosomal RNA gene, partial 1860 1860 100% 0.0 100% NR 1145821
([ Bacillus thuringiensis strain ATCC 10732 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 1860 1860 100% 0O 100% NR 1145811
| Bacillus thuringiensis strain 1AM 12077 168 ribosomal RNA gene, partial 1860 1860 100% 0O 100% MR 0434031

Sekil B.6. Y5 (16S rRNA-1007 bg) izolatinin BLAST analiz sonucu

Description ::re STED;L ?::g vaE\ue Ident  Accession
) Bagillus toyonensis strain BCT-7112 165 ril RNA gene, complete 21B7 2187 100% 0.0 99% NR 1217611
) Bacillus thuringiensis strain ATCC 10792 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 2187 2187 100% 00 99% NR 1145811
0 Bacillus thuringiensis strain 1AM 12077 165 RNA gene. partial sequence 2187 2187 100% 00 99% NR 0434031
O Bacillus thuringiensis strain NBRC 101235 16S RNA gene. partial sequen 2183 2183 100% 00 99% NR 1127801
) Bacillus thuringiensis Bt407 165 RNA, complete 2182 2182 100% 00 99% NR 102506.1
U Bacillus anthracis str. Ames strain Ames 16S ribosomal RNA. complete sequence 2182 2182 100% 00 99% NR 0744531
U Bacillus cereus ATCC 14579 168 ribosomal RNA (rrmA) gene. complete 2182 2182 100% 0.0 99% NR 074540.1
) Bacillus cereus strain JCM 2152 168 ribosomal ENA gene, partial 2182 2182 100% 0.0 99% NR 113266.1
) Bagillus cereus strain CCM 2010 16S ribosomal RNA gene, complete 2182 2182 100% 0.0 99% NR 115714.1
U Bacillus cereus strain NBRC 15305 165 RNA gene, partial sequence 2182 2182 100% 00 99% NR 1126301

Sekil B.7. Y6 (16S rRNA-1229 bg) izolatinin BLAST analiz sonucu

Description e RS St i i) i
) Bacillus pumilus SAFR-032 strain SAFR-032 16S ribosomal RNA complete sequence 2298 2298 100% 0.0 100% NR 074977.1
) Bacillus pumilus strain NBRC 12092 16S ribosomal RNA gene. partial sequence 2298 2298 100% 0.0 100% NR 112637.1
) Bacillus pumilus strain ATCC 7061 16S RNA gene, partial 2298 2298 100% 0.0 100% NR 0432421
1) Bacillus safensis strain NBRC 100820 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 2287 2287 100% 0.0 99% NR 1139451
) Bacillus safensis strain FO-36b 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 2287 2287 100% 0.0 99% NR 0417941
L Bacillus strain 41KF2a 168 ribosomal RNA gene, partial 2270 2270 100% 0.0 99% NR 1184411
) Bacillus aerius strain 24K 16S ribosomal RNA gene, partial 2265 2265 100% 0.0 9%% NR 1184391
1 Bacillus. strain 41KF2a 16S ribosomal RNA gene, partial 2265 2265 100% 0.0 99% NR 0423361
1) Bacillus altitudinis strain 41KF2b 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 2265 2265 100% 0.0 99% NR 0423371
) Bacillus pumilus strain SBMP2 16S ribosomal RNA gene. partial sequence 2243 2243 100% 00 99% NR 1183811

Sekil B.8. Y7 (16S rRNA-1244 bg) izolatinin BLAST analiz sonucu

79



EK-B (Devam)

Descripticn Bl i3l Querviigt Ident  Accession
score score cover value
L Bacillus cereus ATCC 14570 168 ribosomal RNA (rrnA) gene. complete sequence 2374 2374 100% 00 100% NR 0745401
) Bacillus cereus strain JCIW 2152 165 ribosomal RNA gene. partial sequence 2374 2374 100% 00 100% NR 1132661
) Bacillus cereus strain CCM 2010 16S ribosomal RNA gene, complete sequence 2374 2374 100% 0.0 100% NR 1157141
) Bacillus cereus strain NBRC 15305 165 ribosomal RMA gene, partial sequence 2374 2374 100% 00 100% NR 1128301
1) Bacillus cereus sirain ATCC 14579 16S ribosomal RNA gene. partial sequence 2374 2374 100% 00 100% MR 1145821
) Bacillus cereus strain 1AM 12605 16S ribosomal RNA gene, partial 2374 2374 100% 0.0 100% NR 1155261
J Bacillus tovonensis strain BCT-7112 168 ribosomal RNA gene, complete sequence 2368 2368 100% 00 99% NR 1217611
) Bacillus thuringiensis strain ATCC 10792 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 2368 2368 100% OO0 99% NR 1145811
) Bacillus thuringiensis strain 1AM 12077 16S ribosomal RNA gene, partial 2368 2368 100% 0.0 99% NR 0434031
L) Bacillus thuringiensis strain NBRC 101235 163 ribosomal RNA gene. partial sequence 2364 2364 100% 00 99% NR 1127801
Sekil B.9. Y8 (16S rRNA-1285 bg) izolatinin BLAST analiz sonucu
Description :fz; ::;1 f;z"’ Vaie Ident| Accession
|7 Bacillus cereus ATCC 14579 16S ribosomal RNA (rnA) gene. complete sequence 1784 1784 100% 0.0 99% NR 0745401
|7 Bacillus cereus sirain JCIM 2152 168 ribosomal RNA gene. partial sequence 1784 1784 100% 0.0 99% NR 1132661
|-/ Bacillus cereus strain CCM 2010 16S ribosomal RNA gene, complete seguence 1784 1784 100% 00 99% MNR 1167141
|-/ Bacillus cereus strain NBRC 15305 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1784 1784 100% 0.0 99% MNR 1126301
|- Bacillus cereus strain ATCC 14579 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 1784 1784 100% 0.0 99% MNR 1145821
|- Bacillus cereus strain IAM 12605 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 1784 1784 100% 0.0 99% NR 115526.1
|-/ Bacillus anthracis str. Ames strain Ames 168 ribosomal BNA, complete sequence 1779 1779 100% 0.0 99% NR 074453.1
|-/ Bacillus toyonensis strain BCT-7112 168 ribosomal RNA gene. complete sequence 1762 1762 100% 0.0 99% NR 121761.1
| Bacillus the strain ATCC 10792 16S ribosomal RNA gene. partial sequen: 1762 1762 100% 0.0 99% NR 114581.1
|- Bacillus the strain IAM 12077 16S ribosomal RNA gene. partial 1762 1762 100% 0.0 99% NR 0434031
Sekil B.10. Y9 (16S rRNA-990 bg) izolatinin BLAST analiz sonucu
Description s“:;l ;:’;1 ?;Ifg v:ue Ident | Accession
1 Bacillus pumilus SAFR-032 strain SAFR-032 165 ribosomal RNA, complete sequence 2368 2368 100% 00 100% NR 0749771
[ Bacillus pumilus strain NBRC 12082 168 rihosomal RNA gene partial sequence 2368 2368 100% 0.0 100% MR 1126371
([J Bacillus pumilus strain ATCC 7061 168 ribosomal RNA gene. partial sequence 2368 2368 100% 0.0 100% MR 0432421
L Bacillus safensis strain NBRC 100820 16S ribosomal RNA gene. partial 2357 2357 100% 00 99% NR 1139451
1 Bacillus safensis strain FO-36b 165 1l BNA gene, partial sequence 2357 2357 100% 00 99% NR 0417941
[ Bacillus str: icus strain 41KF2a 1635 ril RNA gene, partial sequen 2340 2340 100% 0.0 99% NR 1184411
[ Bacillus aerius strain 24K 168 ribosomal RNA gene. partial sequence 2335 2335 100% 0.0 99% NR 1184391
) Bacillus str: strain 41KF2a 165 RNA gene, partial sequence 2335 2335 100% 0.0 99% NR 0423361
1 Bacillus altitudinis strain 41KF2b 165 il BNA gene, partial sequence 2335 2335 100% 00 99% NR 0423371
[ Bacillus pumilus strain SBMP2 168 rihosomal RNA gene, partial sequence 2318 2318 100% 0.0 99% NR 1183811
Sekil B.11. Y11 (16S rRNA-1282 bg) izolatinin BLAST analiz sonucu
Description ‘::2; :‘01 f;:g v;ue Ident | Accession
([ Bacillus megaterium strain ATCC 14581 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 2302 2302 100% 00 100% NR 1168731
[0 Bacillus meqaterium sirain NBRC 15308 165 ribosomal RNA gene. partial sequence 2302 2302 100% 0.0 100% NR 112636.1
[ Bacillus megaterium strain ATCC 14581 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 2298 2298 100% 0.0 99% NR 1174731
([J Bacillus arvabhattai strain B8W22 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 2290 2250 100% 00 99% NR 1184421
[0 Bacillus meqaterium strain LAM 13416 165 ribosomal RNA gene, partial seguence 2290 2290 100% 0.0 99% NR 0434011
[ Bacillus aryabhattai strain B8W22 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 2290 2290 100% 0.0 99% NR 1150531
[0 Bacillus simplex strain DSM 1321 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 2276 2276 100% 00 99% NR 1156031
[0 Bacillus megaterium QM B1551 strain QM B1551 165 ribosomal RNA, complete sequence 2274 2274 100% 0.0 99% NR 0742901
[ Bacillus flexus strain SBMP3 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 2246 2246 100% 0.0 99% NR 1183821
[0 Bacillus fiexus strain NBRC 15715 168 rinosomal RNA gene, partial sequence 2241 2241 100% 00 99% NR 1138001

Sekil B.12. Y12 (16S rRNA-1246 bg) izolatinin BLAST analiz sonucu
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EK-B (Devam)

Description ::2; ST:;L ?D“VE;’ v;ue Ident  Accession
[ Bacillus meth strain CBMB205 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 1916 1916 100% 0.0 100% NR 1162401
[ Bacillus strain MPA 1034 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 1903 1903 100% 00 99% NR 1179461
) Bacillus strain NBRC 15535 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 1903 1903 100% 00 99% NR 0414551
) Bacillus strain NBRC 15535 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 1899 1899 100% 00 99% NR 1126851
O Bacillus. subsp. plantarum strain FZB42 168 ribosomal RNA gene. complete sequence 1897 1897 100% 00 99% NR 0750051
O Bacillus strain BCRC 11601 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1897 1897 100% 00 99% NR 1160221
[ Bacillus subtilis strain 168 16S ribosomal RNA gene, complete sequence 1892 1892 100% 00 99% NR 1027831
[ Bacillus siamensis sirain PD-A10 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1892 1892 100% 00 99% NR 1172741
[0 Bacillus vallismortis strain DSM 11031 165 ribosomal RNA gene. partial sequence 1886 1886 100% 0.0 99% NR 024696.1
() Bacillus vallismortis strain NBRC 101236 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 1882 1882 100% 0.0 99% NR 1139941
Sekil B.13. Y13 (16S rRNA-1037bg) izolatinin BLAST analiz sonucu
Description :!:a SICD;?; S;:g v;ue Ident Accession
[ Bacillus methylotrophicus strain Y.J11-1-4, complete genome 1153 1153 100% 0.0 99% NZ CPO11347.1
|2 Bacillus amy SQRY. complete genome 1163 1153 100% 00 99% NZ CPO0SS90.1
| Bacillus subtilis strain ATCC 18217, complete genome 1153 1153 100% 0.0 99% NZ CPO09749.1
) Bacillus amyloliguefaciens strain X1 Bamy X1 contig000021, whole genome sholgun sequence 1153 1153 100% 0.0 99% NZ JONZ01000021.1
() Bacillus methylotrophicus strain FKM10 Scaffold1, whole genome shotgun sequence 1163 1153 100% 00 99% NZ LNTG01000001.1
) Bacillus methylotrophicus strain KACC 13105 contiq 5. whole genome shotqun 1183 1153 100% 0.0 99% NZ JTKJ02000014.1
U Bacillus amy Lx-11 contig00003. whole genome shotgun seguence 1163 1153 100% 00 99% NZ AUNG01000003.1
) Bacillus sp. 5B6 586, whole genome shotgun sequence 1142 1142 100% 0.0 98% NZ AJST01000001.1
|2 Bacillus amy subsp. plantarum AS43.3, complete genome 1142 1142 100% 00 98% NC 0198421
[ Bacillus strain G341, complete genome 1142 1142 100% 0.0 98% NZ CPO11686.1
Sekil B.14. Y13 (gyrA-852 bg) izolatinin BLAST analiz sonucu
Description sh::; ST:DE:‘Q ?Du:g vaE\ue Ident | Accession
) Bacillus pumilus SAFR-032 strain SAFR-032 16S ribosomal RNA, complete sequence 1276 12756 100% 00 100% MR 0749771
[ Bacillus safensis strain NBRC 100820 168 rihosomal RNA gene, partial sequence 1275 1275 100% 0.0 100% MR 1139451
[2) Bacillus pumilus strain NBRC 12092 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 1275 1275 100% 0.0 100% MR 1126371
1) Bacillus safensis strain FO-36b 165 RNA gene, partial sequence 1275 1275 100% 00 100% MR 0417941
[2) Bacillus pumilus strain ATCC 7061 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 1275 1275 100% 0.0 100% MR 0432421
L) Bacillus pumilus strain CIP 52.67 165 ribosomal RNA gene, partial 1275 1275 100% 00 100% MR 1153341
[ Bacillus aerius strain 24K 168 rihosomal RNA gene, partial sequence 1253 1253 100% 0.0 99% NR 1184391
) Bacillus stratosphericus strain 41KF2a 18S ribosomal RNA gene. partial sequence 1253 1253 100% 00 99% NR 0423361
[ Bacillus stratosphericus strain 41KF2a 16S ribosomal RNA gene. partial sequence 1253 1253 100% 0.0 99% NR 1184411
) Bacillus altitudinis strain 41KF2b 165 RNA gene, partial sequence 1253 1253 100% 00 99% NR 0423371
Sekil B.15. Y14 (16S rRNA-690 bg) izolatinin BLAST analiz sonucu
Description sh::e ST:;L ?D“VE;’ V;UE Ident | Accession
[J Bacillus subtilis subsp. spizizenii strain ATCC 6633 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 1825 1825 100% 0.0 100% NR 1184861
[ Bacillus subtilis strain JCM 1465 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 1825 1825 100% 0.0 100% NR 1132651
() Bacillus subtilis strain NBRC 13719 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1825 1825 100% OO0 100% NR 1126201
() Bacillus subtilis strain BCRC 10255 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1825 1825 100% OO0 100% NR 1160171
) Bacillus subtilis subsp. subtilis strain ©5-105 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1825 1825 100% OO0 100% NR 1150011
() Bacillus subtilis subsp. subtilis strain ©5-6 2 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1825 1825 100% OO0 100% NR 1149961
() Bacillus subtilis strain 1AM 12118 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1825 1825 100% 0.0 100% NR 1121161
() Bacillus subtilis strain DSM 10 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1825 1825 100% 0.0 100% NR 0275521
[ZJ Bacillus subtilis subsp. subtilis strain ©S-44 a 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 1821 1821 100% 0D 99% NR 1149971
[ZJ Bacillus subtilis subsp. inaguosorum strain BGSC 3A28 168S ribosomal RNA gene, partial sequence 1820 1820 100% OO0 99% NR 1048731

Sekil B.16. Y15 (16S rRNA-998 bg) izolatinin BLAST analiz sonucu
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Description ;‘;‘:’r‘e :;1 ?;\z‘r’ V;UE ident  Accession
) Staphyl u: Js strain ATCC 15305 16S ribosomal RNA gene, complete sequence 1312 1312 100% 0.0 100% NR 0749991
) Staphyl u: us subsp. bovis strain GTC 843 16S ribosomal RNA gene, partial 1306 1306 100% 0.0 99% NR 0413241
) Staphyl u: Js strain ATCC 15305 16S ribosomal RNA gene, partial 1306 1306 100% 0.0 99% NR 1156071
) Staphyl u: is strain NBRC 102446 163 ribosomal RNA gene, partial sequen: 1304 1304 100% 0.0 99% NR 1140901
|0 smonviococeu s strain JOM 2427 16S ribosomal RNA gene. partial sequen: 1304 1304 100% 00 99% NR 1133491
I Stapnviococcus xyiosus strain Jc 2418 165 rbosomal RNA gene_partial sequence 1301 1301 100% 00 99% NR 1133501
) Staphylococcus xylosus strain KL 162 165 ribosomal RNA gene._partial sequence 1301 1301 100% 00 99% NR 0358071
) Stapnylococcus connii subsp_urealyticus strain CKIT 168 ribosomal RNA qene, partial sequence 1262 1262 100% 00 99% NR 0370461
I stapnylococcus anietiae strain ATCC 43857 165 ribosomal RNA gene, partial 1262 1262 100% 00 99% NR 0246641
I stapnylococcus equorum stain PA 231 165 ibosomal RNA gene_partial sequence 1256 1256 100% 00 99% NR 0275201

Sekil B.17. Y16 (16S rRNA-710 bg) izolatinin BLAST analiz sonucu

Description s’\::fe STED;?; ?:jg vaT:ue Ident  Accession
) Bacillus cereus ATCC 14579 16S ribosomal RNA (nA) gene, complete seguence 1755 1755 100% 00 100% NR 0745401
L) Bacillus cereus strain JCM 2152 168 ribosomal RNA gene. partial sequence 1765 1756 100% 00 100% NR 1132661
() Bacillus cereus strain CCM 2010 16S ribosomal RNA gene. complete sequence 1755 1755 100% 00 100% NR 1157141
[ Bacillus cereus strain NBRC 15305 168 ribosomal RNA gene. partial sequence 1755 1755 100% 0.0 100% NR 112630.1
) Bacillus cereus strain ATCC 14579 165 ribosomal RNA gene. parfial sequence 1755 1755 100% 00 100% NR 1145821
L) Bacillus cereus strain 1AM 12605 168 ribosomal RNA gene. partial sequence 1755 1755 100% 00 100% NR 1155261
() Bacillus anthracis str Ames strain Ames 168 ribosomal RNA, complete sequence 1749 1749 100% 0.0 99% NR 0744531
) Bacillus anthracis strain ATCC 14575 163 RNA gene, partial sequen 1749 1743 100% 0.0 99% NR 0412481
L) Bacillus toyonensis strain BCT-7112 16S ribosomal RNA gene. complete sequence 1744 1744 99% 00 99% NR 1217611
[2) Bacillus thuringiensis strain ATCC 10792 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 1744 1744 99% 00 99% NR 1145811

Sekil B.18. Y17 (16S rRNA-950 bg) izolatinin BLAST analiz sonucu

Description s“::fe ::;1 S;Ifg v;ue Ident Accession
] Staphylococcus hominis subsp. novobiosepticus strain GTC 1228 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1269 1269 100% 00 99% NR 0413231
) Staphylococcus hominis strain DM 122 168 ribosomal RNA gene. complete sequence 1264 1264 100% 00 99% NR 0368561
(L) staphylococeus haemolyticus JCSC1435 strain JCSC1435 168 ribosomal RNA, complete sequence 1242 1242 100% 00 99% NR 0749941
(L) staphylococcus haemolyticus strain JCM 2416 168 ribosomal RNA gene, partial 1242 1242 100% 0.0 99% NR 1133451
() Staphylococcus devriesei strain KS-SP_60 16S ribasomal RNA gene. partial 1236 1236 100% 0.0 99% NR 116627.1
() Staphyiococcus hasmolyticus strain SM 131 168 rihosomal RNA gene. complete sequence 1230 1230 100% 0.0 99% NR 036955.1
() Staphvlococeus jeftensis strain SEQ110 16S ribosomal RNA gene. partial sequence 1227 1227 100% OO0 99% NR 1182481
| Staph 1s petrasii strain CCM 8418 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 1225 1225 100% 00 99% NR 1184501
() Staphylococcus lugdunensis HKUD9-01 strain HKUD9-01 16S ribosomal RNA, complete sequence 1219 1219 100% 00 99% NR 0748681
) Staphylococcus lugdunensis sirain ATCC 43809 163 ribosomal RNA gene. partial sequence 1219 1219 100% 00 99% NR 0246681

Sekil B.19. Y18-1 (16S rRNA-690 bg) izolatinin BLAST analiz sonucu

Description SI\S:E STEO::L ?;’T: val]:ue Ident | Accession
) Bacillus pumilus SAFR-032 strain SAFR-032 168 ril RNA, complete sequence 1367 1367 100% 0.0 100% NR 0749771
) Bacillus safensis strain NBRC 100820 168 RMNA gene, partial sequence 1367 1367 100% 0.0 100% NR 113945.1
|2 Bacillus pumilus strain NBRC 12092 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 1367 1367 100% 0.0 100% MR 112637.1
) Bacillus safensis strain FO-36b 168 RMNA gene, partial 1367 1367 100% 0.0 100% NR 041794.1
[ Bacillus pumilus strain ATCC 7061 16 ribosomal RNA gene. partial sequence 1367 1367 100% 0.0 100% MR 0432421
[ Bacillus pumilus strain CIP 62,67 168 ribosomal RNA gene. partial sequence 1367 1367 100% 0.0 100% NR 115334.1
) Bacillus aerius strain 24K 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1345 1345 100% D00 99% NR 1184301
[ Bacillus icus strain 41KF2a 16S RNA gene, partial 1345 1345 100% 0.0 99% NR 042336.1
U Bacillus icus strain 41KF2a 165 RNA gene, partial 1345 1345 100% D00 99% NR 1184411
) Bacillus altitudinis strain 41KF2b 168 RMNA gene, partial 1345 1345 100% 0.0 99% NR 0423371

Sekil B.20. Y18-2 (16S rRNA-740 bg) izolatinin BLAST analiz sonucu
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Description sh::e :f;‘le ?::g vaE\ue Ident Accession
[ Bacillus amyloliguefaciens strain MPA 1034 16S ribosomal RNA gene. partial 1325 1325 100% 0.0 99% NR 1179461
|2 Bacillus methylotrophicus strain CBMB205 165 ril ENA gene, partial sequence 1325 1325 100% 00 99% NR 1162401
[ Bacillus amvloliquefaciens strain NBRC 15535 16S ribosomal RNA gene. partial sequence 1325 1325 100% 0.0 99% NR 0414551
) Bacillus amyloliguefaciens strain NBRC 15535 168 ribosomal RNA gene. partial 1321 1321 100% 0.0 99% NR 1126851
[ Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum strain FZB42 16S ribosomal RNA gene. complete sequence 1319 1318 100% 00 99% NR 0750051
O Bacillus strain PD-A10 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 1319 1318 100% 00 99% NR 1172741
) Bacillus amyloliguefaciens strain BCRC 11601 168 ribosomal RNA gene, partial 1319 1319 100% 0.0 99% NR 1180221
) Bacillus subtilis strain 168 168 RNA gene. complete sequen: 1314 1314 100% 0.0 99% NR 102783.1
) Bacillus atrophaeus 1942 strain 1942 165 RNA, complete sequence 1314 1314 100% 00 99% NR 0750161
| Bacillus atrophaeus strain NBRC 15539 165 RNA gene, partial sequence 1314 1314 100% 00 99% NR 1127231
Sekil B.21. Y19 (16S rRNA-720 bg) izolatinin BLAST analiz sonucu
Description SNEI?:B ::;‘IE ?;_E;f vaE\ue Ident  Accession
) Buchnera aphidicola str. Sa (Schizaphis graminum) strain Sq 16S ribosomal RNA, complate 279 279 B1% 2e-74 T4% NR 0745121
] Buchnera aphidicola str. APS (Acyrthosiphon pisum) strain APS 168 ribosomal RNA, complete sequence 246 246 61% 2eB4 73% NR 0741591
Sekil B.22. Y21 (16S rRNA-1171 bg) izolatinin BLAST analiz sonucu
Description sh::;(e ;:’;1 ?Efg v:ue Ident | Accession
) Bacillus pumilus SAFR-032 strain SAFR-032 16S ribosomal RNA, complete sequence 1276 1275 100% 0.0 100% MR D74077.1
[ Bacillus safensis strain NBRC 100820 168 ribosomal RNA gene. partial sequence 1275 12756 100% 00 100% MR 1139451
| Bacillus pumilus strain NBRC 12092 165 ribosomal RNA gene, partial 1275 1275 100% 00 100% NR 112637.1
| Bacillus safensis strain FO-36b 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 1275 1275 100% 0.0 100% MR D41794.1
| Bacillus pumilus strain ATCC 7061 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1275 1275 100% 0.0 100% MR 0432421
) Bacillus pumilus strain CIP 52.67 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 1275 1275 100% 0.0 100% MR 115334.1
1) Bacillus aerius strain 24K 168 ribosomal RNA gene, partial 1253 1253 100% 0.0 99% NR 1184391
() Bacillus stratosphericus strain 41KF2a 168 ribosomal RNA gene. partial 1253 1253 100% 0.0 99% NR 042336.1
) Bacillus stratosphericus strain 41KF2a 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 1253 1253 100% 0.0 99% NR 1184411
) Bacillus altitudinis strain 41KF2b 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 1253 1253 100% 0.0 99% MR 0423371
Sekil B.23. Y22 (16S rRNA-690 bg) izolatinin BLAST analiz sonucu
Description :f:e :?;1 a‘:fg v:ue Ident | Accession
| Bacillus anthracis sir. Ames sirain Ames 165 ribosomal RNA, complete sequence 1182 1182 100% 0.0 100% NR 0744531
) Bacillus cereus ATCC 14579 165 RNA (rrnA) gene, complete sequence 1182 1182 100% 0.0 100% NR 0745401
) Bacillus cereus strain JCM 2152 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 1182 1182 100% 0.0 100% NR 113266.1
| Bacillus cereus strain CCM 2010 165 ribosomal RNA gene, complete sequence 1182 1182 100% 00 100% NR 1157141
) Bacillus cereus strain NBRC 15305 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1182 1182 100% 00 100% NR 1126301
L Bacillus cereus strain ATCC 14579 168 RNA gene. partial sequen: 1182 1182 100% 0.0 100% NR 1145821
| Bacillus anthracis strain ATCC 14578 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1182 1182 100% 0.0 100% NR 0412481
[ Bacillus cereus strain 1AM 12605 165 ribosomal RNA gene. partial sequence 1182 1182 100% 00 100% WNR 115526.1
L Bacillus toyonensis strain BCT-7112 168 ribosomal RNA gene. complete sequence 1166 1166 100% 0.0 99% NR 1217614
| Bacillus pseudomycoides strain NBRC 101232 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1166 11866 100% 00 99% NR 1139911
U Bacillusth strain ATCC 10792 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 1166 1166 100% 00 99% NR 1145811
) Bacillus th strain IAM 12077 168 ribosomal RNA gene, partial 1166 1166 100% 0.0 99% NR 0434031
() Bacillus thuringiensis strain NBRC 101235 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 1162 1162 100% 0.0 99% NR 1127801
|2 Bacillus thuringiensis Bt407 16S ribosomal RNA, complete sequence 1160 1160 100% 00 99% NR 102506.1
Sekil B.24. Y23 (16S rRNA-640 bg) izolatinin BLAST analiz sonucu
Description ::2; lf;?; ?[fg vaia Ident  Accession
1= 1y strain NBRC 100911 168 ENA gene, partial sequence 1275 1275 100% 0.0 100% NR 1138571
(] strain Fussel 168 ribosomal RNA gene. partial sequen 1275 1275 100% 0.0 100% NR 036904.1
o is RPB2A sfrain RPG2A 165 BNA_complete sequence 1269 1269 100% 0.0 99% NR 0749951
o caprae strain DSM 20608 168 ribosomal RNA gene. partial sequence 12563 1253 100% OO0 99% NR 1192521
(=] 1y capitis subsp. urealyticus strain MAW 8436 165 RNA gene, partial sequence 1253 1253 100% D00 99% NR 0275191
o capitis strain ATCC 27540 163 ribosomal RNA gene. partial sequen 1247 1247 100% 0.0 99% NR 117006.1
o capitis strain JCM 2420 165 RNA gene, partial sequence 1247 1247 100% OO0 99% NR 1133481
) Staphylococcus caprae strain ATCC 35538 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 1247 1247 100% OO0 99% NR 0246651
(=] capitis strain LK 408 168 ribosomal RNA gene. partial 1247 1247 100% 0.0 99% NR 0367751
(8] saccharolvticus strain JCM 1768 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 1242 1242 100% 0.0 99% NR 1134051

Sekil B.25. Y24 (16S rRNA-690 bg) izolatinin BLAST analiz sonucu

83




EK-B (Devam)

Description Max |Tolal | Query| E | ident| Accessian
) Bacillus strain ATCC 14580 16S ribosomal RNA gene. complete 1251 1251 100% 0.0 99% NR 0748231
[ Bacillus strain DSM 13 165 RNA gene, complete sequence 1245 1245 100% 0.0 99% NR 118996.1
) Bacillus li i strain BCRC 11702 165 ril ENA gene, partial sequence 1245 1245 100% 0.0 99% NR 116023.1
) Bacillus li i strain NBRC 12200 165 il ENA gene, partial sequence 1243 1243 100% OO0 99% NR 113588.1
[2) Bacillus sonorensis strain NBRC 101234 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1229 1229 100% 00 99% NR 1138931
[2) Bacillus sonorensis strain NRRL B-23154 168 RNA gene, partial sequence 1223 1223 100% 0.0 99% NR 0251301
1) Bacillus aerius strain 24K 168 RMA gene, partial sequence 1201 1201 100% 0.0 99% NR 0423381
1) Bacillus subtilis subsp. inaquosorum strain BGSC 3A28 165 RNA gene, partial 1181 1181 98% 0.0 98% NR 104873.1
) Bacillus ar strain BCRC 11601 16S ribosomal RNA gene, partial sequen 1181 1181 98% 00 98% NR 116022.1
U Bacillus amyloliguefaciens strain NBRC 15535 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1177 1177 98% 00 98% NR 1126851

Sekil B.26. Y25 (16S rRNA-680 bg) izolatinin BLAST analiz sonucu

Description :!:e -Sr:é?; ?;Z!’f va?ue Ident  Accession
) staphylococcus pasteuri 168 ribosomal RNA, complete sequence 1238 1238 100% 0.0 100% NR 1217491
) Staphylococcus warneri SG1 strain 8G1 165 RNA, complete sequence 1232 1232 100% 0.0 99% NR 102499.1
| Staphylococcus wamneri sirain AW 25 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1232 1232 100% OO0 99% NR 0258221
[J Staphylococeus pasteuri strain ATCC 51129 165 RNA gene, partial sequence 1199 1199 100% D00 99% NR 1144361
L) staphylococcus pasteuri strain ATCC 51129 168 RNA gene, partial sequence 1199 1199 100% D00 99% NR 0246691
) Staphylococcus epidermidis RP62A strain RP62A 168 ribosomal RNA, complete 1182 1182 100% 0.0 99% NR 074995.1
[ staphylococcus epidermidis strain NBRC 100911 165 ribosomal RNA gene, partial 1182 1182 100% OO0 99% NR 1138571
[ staphylococcus epidermidis strain Fussel 168 ribosomal RNA gene. partial sequence 1182 1182 100% D00 99% NR 0368041
) staphylococcus caprae strain DSM 20608 168 RMA gene, partial sequence 1171 1171 100% 0.0 98% NR 1192521
() staphylococcus capitis subsp_urealyticus strain MAW 8436 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 1171 1171 100% 0.0 98% NR 0275191

Sekil B.27. Y26 (16S rRNA-670 bg) izolatinin BLAST analiz sonucu

Description SN::B ::;1 ?;53 va?ue Ident  Accession
) Acinetobacter radioresistens strain NBRC 102413 168 ribosomal RNA gene. partial sequence 1212 1212 100% 00 99% NR 1140741
L) Acinetobacter radioresistens strain FO-1 168 ribosomal RNA gene. complete sequence 1208 1208 100% 00 99% NR 0262101
L) Acinetobacter venetianus strain ATCC 31012 168 ribosomal RMA gene. complete sequence 1147 1147 100% 00 98% NR 0420481
) Acinetobacter Iwoffii strain JCM 6840 168 ribosomal RNA gene. partial sequence 1131 1131 100% 00 98% NR 1133461
L Prolinoborus fasciculus strain CIP 103579 16S ribosomal RNA gene. complete sequence 1131 1131 100% 00 98% NR 1049481
L) Acinetobacter Iwoffii strain DSM 2403 168 ribosomal RNA gene. parfial sequence 1131 1131 100% 00 98% NR 0262091
) Acinetobacter beijerinckii strain 58a 16S ribosomal RNA gene. partial sequence 1120 1120 100% 00 97% NR 0422341
) Acinetobacter puyangensis strain BQ4-1 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 1105 1105 100% 00 97% NR 109507.1
) Acinetobacter junii strain ATCC 17908 168 ribosomal RNA gene. complete sequence 1103 1103 100% 00 97% NR 1176231
) Acinetobacter junii strain DS 6964 168 ribosomal RNA gene. partial sequence 1103 1103 100% 00 97% NR 0262081

Sekil B.28. Y27 (16S rRNA-660 bg) izolatinin BLAST analiz sonucu

Description sl‘nge SIED;?‘E Suufg vaTue Ident  Accession
) Acinetobacter ns strain FO-1 16S ribosomal RNA gene, complete sequence 854 B854 88% 00 80% NR 0262101
) Acinetobacter radioresistens strain NBRC 102413 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 852 852 98% 00 90% NR 1140741
[ Acinetobacter venetianus strain ATCC 31012 168 ribosomal RNA gene, complete sequence 798 798 98% 00 B9% NR 0420481
[ Acinetobacter lwoffii strain JCM 6840 168 ribosomal RNA gene. partial sequence 793 793 98% 0.0 B88% NR 1133461
) Prolinoborus fasciculus strain CIP 103578 165 RNA gene, complete sequence 793 793 98% 0.0 B88% NR 1040481
[ Acinetobacter lwoffii sirain DSM 2403 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 793 793 98% 0.0 B8% NR 0262001
[ Acinetobacter bei i strain 58a 165 RNA gene, partial sequence 787 787 98% 00 B8% NR 0422341
2 Acinetobacter tiernbergiae strain DSW 14971 168 ribosomal RNA gene, complete seguence 765 765 98% 00 B8% NR 1176281
|2 Acinetobacter junii strain ATCC 17908 168 ribosomal RNA gene, complete 765 765 98% 00 B8% NR 1176231
[ Acinetobacter haemolyticus strain ATCC 17906 168 ribosomal RWA gene. complete sequence 765 765 98% 00 B8% NR 1176221

Sekil B.29. Y28 (16S rRNA-670 bg) izolatinin BLAST analiz sonucu
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EK-B (Devam)

Description Co e ety Ident| Accession
score score cover value
) Staphylococcus warneri SG1 strain SG1 165 RNA _complete 1149 1149 99% 0.0 35% NR 1024991
) Staphylococcus warneri strain AW 25 16S ribosomal RNA gene, partial 1145 1145 89% 00 85% NR 0259221
L staphylococcus pasteuri 16S ribosomal RNA, complete sequence 1144 1144 89% 00 85% NR 1217491
) staphylococcus pasteuri strain ATCC 51129 165 RNA gene. partial sequence 127 1127 89% 00 85% MR 0246601
[ staphylococcus pasteuri strain ATCC 51129 168 RNA gene. partial sequence 1112 1112 98% 0.0 B85% NR 1144351
[ staphylococcus auricularis strain WK 811M 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 1110 1110 99% 00 B85% NR 0368971
1) staphylocaccu! i strain ATCC 33753 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 1107 1107 99% 0.0 85% NR 1186831
[J staphylocaccus epidermidis strain NBRC 100911 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 1105 1105 99% 0.0 85% NR 1139571
[J staphylococcu is sirain Fussel 165 RNA gene_ partial sequence 1105 1105 99% 0.0 85% NR 0369041
[ staphylococeu RPE2A strain RPE2A 16S ribosomal RNA, complete seguence 1089 1098 99% 00 84% NR 0749951
Max | Total | Qi El
Description o Pkl i Ident| Accession
score score cover value
) Bacillus litoralis strain SW-211 16S ribosomal RNA gene, partial sequentce 237 237 59% leB1 73% NR 0430151
() Bacillus aerius sfrain 24K 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 220 220 59% leb56 73% NR 1184301
) Bacillus stratosphericus sirain 41KF2a 165 RNA gene. partial sequence 220 220 59% 1eb56 73% NR 0423361
) Bacillus stratosphericus sirain 41KF2a 165 RNA gene. partial sequence 220 220 59% leb6 73% NR 1184411
) Bacillus niabensis strain 4719 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 220 220 59% 1eb56 73% NR 0433341
) Bacillus alfitudinis sirain 41KF2b 165 RNA gene. partial sequence 220 220 59% 1eb56 73% NR 0423371
1) Bacillus halosaccharovorans strain E33 165 RNA gene. partial 217 217 59% lebb 73% NR 1001161
) Bacillus idriensis strain SMC 4352-2 16S ribosomal RNA gene. partial sequence 217 217 68% lebb 72% NR 0432681
L) Bacillus herbersteinensis strain B-1.5 168 ribosomal RNA gene. complete sequence 215 215 45% 5e55 T4% NR 0422861
) Bacillus pumilus SAFR-032 strain SAFR-032 168 ribosomal RNA, complete sequence 209 209 59% 2e53 73% NR 0749771
Description e R APl et
score score cover value
() Acinetobacter ns strain NBRC 102413 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1249 1249 100% 0.0 99% NR 1140741
L Acinetobacter radioresistens strain FO-1 168 ribosomal RNA gene. complete sequence 1245 1245 100% 00 99% NR 0262101
) Acinetobacter venetianus strain ATCC 31012 168 RNA gene, complete sequence 1184 1184 100% 00 98% NR 0420491
) Acinetobacter lwoffii strain JCM 6840 16S ribosomal RNA gene. partial sequence 1168 1168 100% 0.0 98% NR 1133461
U Prolinoborus fascit strain CIP 103578 16S ribosomal RNA gene, complete sequence 1168 1168 100% 00 98% NR 1040481
U Acinetobacter Iwoffii strain DSM 2403 165 RNA gene, partial sequence 1168 1168 100% 00 98% NR 0262091
) Acinetobacter beijerinckii strain 58a 16S ribosomal RNA gene. partial sequence 1157 1157 100% 0.0 97% NR 0422341
[J Acinetobacter junii strain ATCC 17908 168 ribosomal RNA gene, complete sequence 1140 1140 100% 0.0 97% NR 1176231
[ Acinetobacter junii strain DSM 6864 16S ribosomal RNA gene. partial sequence 1140 1140 100% 0.0 97% NR 0262081
1 Acinetobacter puyangensis strain BQ4-1 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 1136 1136 100% 00 97% NR 109507.1
™ Total | =
Description et Ident| Accession
score |score | cover | value
[ Staphylococcus hominis subsp. novobiosepticus strain GTC 1228 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 1626 1626 99% 00 99% NR 0413231
[ staphylococcus hominis strain DM 122 168 ribosomal RNA gene, complete sequence 1626 1626 99% 0.0 99% NR 0369561
) Staphylocaccus haemolyticus JCSC1435 strain JCSC1435 168 ribosomal RNA, complete sequence 1598 1598 99% 0.0 99% NR 0749941
a p haemolyticus strain JCM 2416 165 ribosomal RNA gene, partial 1598 1598 99% 0.0 99% NR 1133451
a p iettensis strain SEQ110 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1589 1589 99% 0.0 99% NR 1182481
a p petrasii strain CCM 8418 165 ribosomal RNA gene. partial sequence 1887 1587 99% 0.0 99% NR 1184501
O sta devriesei strain KS-SP_60 16S ribosomal RNA gene, partial 1587 1587 99% 0.0 99% NR 1166271
U sta haemolyticus strain SM 131 165 RNA gene, complete sequence 1587 1587 99% 00 99% MNR 0369551
1 Stap lugdunensis HKU09-01 strain HKUD9-01 165 ribasomal RNA, complete segquence 1670 1570 99% 00 99% NR 0748681
) Staphylococcus lugdunensis strain ATCC 43809 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 1570 1570 99% 00 99% NR 0246681

Sekil B.33. Y33 (16S rRNA-890 bg) izolatinin BLAST analiz sonucu
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EK-B (Devam)

Description SN:E;E ST?:"'E ?o“f;‘: Va‘EUE Ident  Accession
(J Bagillus licheniformis strain DSM 13 165 ribosomal RNA gene, complete sequence 1840 1840 100% 0.0 99% NR 1189951
[ Bacillus licheniformis strain BCRC 11702 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 1840 1840 100% 0.0 99% NR 116023.1
O Bacillus. strain ATCC 14580 16S ribosomal RNA gene, complete sequence 1829 1829 100% 0.0 99% NR 0749231
[0 Bacillus licheniformis strain NBRC 12200 165 ribosomal RNA gene. partial sequence 1829 1829 100% 0.0 98% NR 113588.1
[J Bacillus sonorensis strain NBRC 101234 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1812 1812 100% 0.0 98% NR 1139931
O Bacillus. strain NRRL B-23154 168 ribosomal RNA gene. partial sequence 1807 1807 100% 0.0 98% NR 0251301
() Bacillus aerius strain 24K 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 1797 1797 100% 0.0 98% NR 0423381
[ Batillus subtilis subsp strain BGSC 3A28 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 1724 1724 100% 00 57% MR 1048731
[ Baeillus atrophaeus strain NBRC 15539 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 1720 1720 100% 0.0 97% NR 1127231
[0 Bacillus subtilis subsp. subtilis strain 0S-44.a 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1720 1720 100% 0.0 97% NR 114997.1

Sekil B.34. Y35 (16S rRNA-1031 bg) izolatinin BLAST analiz sonucu

Description sh::fe ;r:;i ?;fg v;ue Ident Accession
) Bacillus ar subsp. plantarum strain FZB42 165 ribosomal RNA gene, complete sequence 2394 2384 100% 0.0 99% NR 0750051
) Bacillus ar strain MPA 1034 168 RNA gene, partial sequence 2394 2394 100% 00 99% NR 1179461
L) Bacillus ar strain NBRC 15535 165 RNA gene, partial 2384 2384 100% 00 99% NR 0414551
() Bacillus methylotrophicus strain CBMB205 168 ribosomal RNA gene. partial sequence 2390 2390 99% 0.0 99% NR 1162401
L) Bacillus ar strain NBRC 15535 165 RNA gene, partial 2330 2350 100% 00 99% NR 1126851
() Bacillus subtilis strain 168 168 ribosomal RNA gene. complete 2388 2388 100% 0.0 99% NR 1027831
U Bacillus ar sirain BCRC 11601 165 RNA gene, partial 2388 2388 100% 00 99% NR 1160221
) Bacillus vallismortis strain DSM 11031 165 RMA gene, partial sequence 2383 2383 100% 0.0 99% NR 024696.1
L) Bacillus vallismortis strain NBRC 101236 18S ribosomal RNA gene. partial sequence 2379 2379 100% 00 99% NR 1139941
[ Bacillus siamensis strain PD-A10 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 2379 2379 100% 0.0 99% NR 1172741

Sekil B.35. Y37 (16S rRNA-1312 bg) izolatinin BLAST analiz sonucu

Description SN::B ::;1 ?;2“: v;ue Ident Accession

L) Bacillus methylotrophicus sirain YJ11-1-4, complete genome 1227 1227 99% 00 99% NZ CPO11347.1

(L) Bacillus amyloliguefaciens SQRY. complete genome 1227 1227 99% 00 99% NZ CPODGBS0.1

(L) Bacillus subtilis strain ATCC 19217, complete genome 1227 1227 99% 0.0 99% NZ CPO09749.1

() Bacillus amylo strain X1 Bamy X1 contigd00021, whole genome shatgun 1227 1227 99% 0.0 99% NZ JONZ01000021.1
L) Bacillus sp. 586 5B6. whole genome shotgun sequence 1210 1210 99% 00 99% NZ AJST01000001.1
(L) Bacillus amyloliquefaciens CC178. complete genome 1210 1210 99% 00 99% NC 0226531

(L) Bacillus amylo subsp AS43 3 _complete genome 1210 1210 99% 0.0 99% NC 0198421

L) Bacillus amyl: subsp. plantarum str. FZ842, complete genome 1210 1210 99% 00 99% NC 0097251

L) Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum TrigoCor1448, complete genome 1199 1199 99% oo 98% NZ CPOO72441

L] Bacillus sp. Pe3. complete genome 1199 1199 99% 0.0 98% NZ CPO10406.1

Sekil B.36. Y37 (gyrA-914 bg) izolatinin BLAST analiz sonucu

Description ::z:e ST;)(;IE ?:fg Va\Eue Ident | Accession
() Bacillus sonorensis strain NRRL B-23154 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 1916 1916 100% 0.0 99% NR 0251301
() Bacillus sonorensis strain NBRC 101234 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1910 1910 100% D00 99% NR 1130031
() Bacillus licheniformis strain DSM 13 168 ribosomal RNA gene. complete sequence 1882 1882 100% D00 99% NR 1180061
[J Bacillus licheniformis strain BCRC 11702 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 1882 1882 100% 00 99% NR 1160231
[ Bacillus licheniformis strain ATCC 14580 16S ribosomal RNA gene, complete sequence 1871 1871 100% 00 99% NR 0740231
[ Bacillus licheniformis strain NBRC 12200 168 ribasomal RNA gene, partial sequence 1871 1871 100% 00 99% NR 1135881
[J Bacillus aerius strain 24K 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 1840 1840 100% 00 598% NR 0423381
() Bacillus atrophaeus 1942 strain 1942 168 ribosomal RNA, complete sequence 1783 1783 100% 00 87% NR 0750161
) Bacillus atrophaeus strain JCM 9070 163 ribosomal RNA gene. partial sequence 1783 1783 100% 00 97% NR 0246891
[ Bacillus atrophaeus strain NBRC 15538 16S ribosomal RNA gene. partial sequence 1779 1779 100% 00 97% NR 1127231

Sekil B.37. Y38 (16S rRNA-1057 bg) izolatinin BLAST analiz sonucu
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EK-B (Devam)

Description Cerdfuaze ey s Ident  Accessicn
score | score | cover | value
U stap hominis sirain DM 122 165 BNA gene, complete sequence 1356 1356 100% 00 89% NR 03689561
L st hominis subsp. novobiosepticus strain GTC 1228 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1351 1351 100% OO0 99% NR 0413231
O st h icus JCSC1435 strain JCSC1435 165 ribosomal RNA complete 1334 1334 100% 0.0 99% NR 0749941
(=] p h yticus strain JCM 2416 165 RNA gene. partial 1334 1334 100% 0.0 99% NR 1133451
) staph jettensis strain SEQ110 168 RNA gene, partial 1330 1330 100% 00 99% NR 1182481
st Delrasii strain CCM 8418 165 ribosomal RNA gene. partial sequence 1328 1328 100% 00 99% NR 1184501
O st devriesei strain KS-SP_60 165 RNA gene, partial 1328 1328 100% 0.0 99% NR 1166271
) staphylococcus haemalyticus strain SM 131 168 RMNA gene, complete sequence 1323 1323 100% 0.0 99% NR 0369551
1) sStaphylococcus lugdunensis HKUOS-01 sirain HKU0S-01 16S ribosomal RNA, complete sequence 1312 1312 100% 00 99% NR 0748681
1 stap lugdunensis strain ATCC 43809 165 RNA gene, partial 1312 1312 100% 00 89% NR 0246681
Description CEARE TGS Ident| Accession
score score cover value
) Acinetobacter pitfii strain ATCC 19004 168 ribosomal RNA gene, complete sequence 1851 1851 100% 0.0 99% NR 1176211
(=] pittii strain LMG 1035 168 ribosomal RNA gene. partial 1851 1851 100% 0.0 99% NR 1179301
[ Acil calcoaceticus strain NCCB 22016 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 1851 1851 100% 0.0 99% NR 0423871
(=] calcoaceticus PHEA-D strain PHEA-2 185 RNA, complete 1847 1847 100% 00 99% NR 1028261
1= oleivorans strain DR1 16§ ribosomal RNA gene, complete sequence 1845 1845 100% 00 99% NR 1028141
() Acinetobacter oleivorans strain DR1 168 ribosomal RNA gene. partial sequence 1845 1845 100% 00 99% NR 1160391
o i pittii strain CIP 70.29 168 ribosomal RNA gene. partial sequence 1842 1842 100% 0.0 99% NR 1167741
[ Acil nosocomialis strain RUH 2376 165 RNA gene_ partial sequence 1805 1805 100% 0.0 99% NR 1179311
(=] calcoaceticus strain ATCC 23055 165 RNA gene, complete 1790 1780 100% OO0 98% NR 1176191
) Acinetobacter calcoaceticus strain JCM 6842 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1790 1790 100% 0.0 98% NR 1133431
Description e ctal Cu=nv R ey e
score score cover value
|-} Staph hominis subsp_novobiosepticus strain GTC 1228 16S ribosomal RNA gene. partial sequence 1312 1312 100% 0.0 100% NR 0413231
|-} Staphylococcus hominis strain DM 122 168 ribosomal RNA gene, complete sequence 1306 1306 100% 0.0 99% NR 0369561
|- Staph haemolyticus JCSC1435 strain JCSC1435 165 ribosomal RNA. complete sequence 1284 1284 100% 00 99% NR 0749041
|} Staphvlococcus haemolvticus strain JCM 2416 163 ribosomal RNA gene, partial sequence 1284 1284 100% 00 99% NR 1133451
|-} Staph devriesei strain K§-SP 60 168 ribosomal RNA gene, partial 1279 1279 100% 0.0 99% NR 1166271
|-} Staphviococcus petrasii sirain CCM 8418 16S ribosomal RNA gene. partial sequence 1273 1273 100% 00 98% NR 1184501
|- Staph jettensis strain SEQ110 16S ribosomal RNA gene. partial sequence 1273 1273 100% 00 99% NR 1182481
|} Staphyiococcus haemolyticus strain SM 131 168 ribosomal RNA gene. complete sequence 1273 1273 100% 00 99% NR 0369551
|| Staphylococcus lugdunensis HKUDS-01 strain HKUD9-01 168 ribosomal RNA, complete sequence 1262 1262 100% 0.0 99% NR 0748681
|- Staph lugdunensis strain ATCC 43808 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 1262 1262 100% 00 99% NR 0246681
Description LR IS Ident = Accession
score score cover value
|2 Staphvylococcus cohnii subsp. urealyticus strain CK27 165 RNA gene, partial sequence 1210 1210 100% 00 100% NR 0370461
) Staphylococcus cohnii strain GH 137 168 RNA gene, partial sequen: 1205 1205 100% 0.0 99% NR 0369021
| Staphylococcu: strain CW1 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 1178 1179 100% 00 99% NR 0289961
() staphylococcus arlettae strain ATCC 43857 16S ribosomal RNA gene. partial 177 1177 100% 0.0 99% NR 0246641
| Staphylococcu: s strain ATCC 15305 168 ribosomal RNA gene, complete sequence 1160 1160 100% 0.0 99% NR 0740991
L) Staphylococcus xylosus strain JCM 2418 165 RNA gene, partial sequen: 1160 1160 100% 0.0 99% NR 1133501
[ staphylococeus equorum strain PA 231 168 ribosomal RNA gene. partial sequence 1160 1160 100% 00 99% NR 0275201
[ staphylococcus equorum subsp. linens strain 05-84 168 ribosomal RNA gene. partial sequence 1160 1160 100% 0.0 99% NR 115000.1
[ Staphylococeus equorum subsp. linens strain RP29 168 ribosomal RNA gene. partial sequence 1160 1160 100% 00 99% NR 0419261
[ staphylococcus xylosus strain KL 162 16S ribosomal RNA gene. partial sequence 1160 1160 100% 0.0 99% NR 036907.1

Sekil B.41. Y43 (16S rRNA-655 bg) izolatinin BLAST analiz sonucu
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EK-B (Devam)

Description sh::e ::;1 ?;53 va?ue Ident  Accession
U Bacillus amy strain MPA 1034 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 1380 1380 100% OO0 99% NR 1179461
|2 Bacillus methylotrophicus strain CBMB205 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1380 1380 100% 0.0 99% NR 116240.1
) Bacillus amy strain NBRC 15535 168 ribosomal RNA gene. partial 1380 1380 100% 0.0 99% NR 041455.1
) Bacillus amyloliguefaciens strain NBRC 15535 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 1376 1376 100% 0.0 99% NR 1126851
) Bacillus subsp. plantarum sirain FZB42 165 ribosomal RNA gene, complete 1375 1375 100% 0.0 99% NR 075005.1
[ Bacillus siamensis strain PD-A10 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1375 1375 100% 0.0 99% NR 117274.1
) Bacillus amy strain BCRC 11601 168 ribosomal RNA gene. partial 1375 1375 100% 0.0 99% NR 116022.1
|2 Bacillus subtilis strain 168 165 RMNA gene, complete sequence 1368 1369 100% 0.0 99% NR 1027831
|2 Bacillus atrophaeus 1942 strain 1942 165 BNA, complete sequence 1369 1369 100% 0.0 99% NR 0750161
() Bacillus atrophaeus strain NBRC 15539 16 ribosomal RNA gene partial sequence 1369 1369 100% 0.0 99% NR 1127231
Sekil B.42. Y44 (16S rRNA-750 bg) izolatinin BLAST analiz sonucu
Description shg:-:s ;’:;1 ?5:3 va::ue Ident | Accession
1= pittii strain ATCC 19004 168 ribosomal RNA gene, complete sequence 1478 1478 100% 00 100% NR 1176211
[ Acinetobacter pittii strain LMG 1035 168 ribosomal RNA gene. partial sequence 1478 1478 100% 00 100% NR 1179301
) Acinetobacter pittii strain CIP 70.29 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 1478 1478 100% 00 100% MR 1167741
[ Acinetobacter calcoaceticus strain NCCB 22016 16S ribosomal RNA gene. partial sequence 1478 1478 100% 00 100% NR 0423871
a calcoaceticus PHEA-2 strain PHEA-2 168 ribosomal RNA,_complete sequence 1472 1472 100% 0.0 99% NR 102826.1
U Aci oleivorans strain DR1 168 ribosomal RNA gene. complete sequence 1472 1472 100% 0.0 99% NR 102814.1
U Acil oleivorans strain DR1 16S ribosomal RNA aene. partial 1472 1472 100% 0.0 99% NR 116039.1
O Aci nosocomialis strain RUH 2376 168 rihosomal RNA gene, partial sequen 1445 1445 100% 0.0 99% NR 1179311
[ Aci calcoaceficus strain ATCC 23055 16S ribosomal RNA gene, complete sequence 1432 1432 99% 0.0 99% NR 1176191
@ calcoaceficus strain JCM 6842 165 ribosomal RNA gene. partial seguence 1432 1432 99% 00 99% NR 1133431
Sekil B.43. Y45 (16S rRNA-800 bg) izolatinin BLAST analiz sonucu
Description :!:a ;r:;?lg S;:g va\Eue Ident | Accession
)" Bacillus anthracis sir. Ames strain Ames 168 ribosomal RNA, complete 1386 1386 100% 0.0 100% NR 0744531
1) Bacillus cereus ATCC 14579 16S ribosomal RNA (rrA) gene. complete sequence 1386 1386 100% 0O 100% NR 0745401
1) Bacillus cereus strain JCW 2152 16S ribosomal RNA gene. partial sequence 1386 1386 100% 00 100% NR 1132661
1) Bacillus cereus strain CCM 2010 168 ribosomal RNA gene. complete sequence 1386 1386 100% 00 100% NR 1157141
1 Bacillus cereus strain NBRC 15305 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 1386 1386 100% 00 100% NR 1126301
L Bacillus cereus strain ATCC 14579 168 RNA gene, partial 1386 1386 100% 00 100% NR 1145821
1) Bacillus anthracis strain ATCC 14578 168 ribosomal RNA gene. partial sequence 1386 1386 100% 00 100% NR 0412481
) Bacillus cereus strain IAM 12605 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 1386 1386 100% 00 100% NR 1155261
U Bacillus tovonensis strain BCT-7112 168 ribosomal RNA gene. complete sequence 1371 1371 99% 00 99% NR 1217611
1) Bacillus thuringiensis strain ATCC 10792 168 ribosomal RNA gene. partial sequence 1371 1371 99% 00 99% NR 1145811
Sekil B.44. Y46 (16S rRNA-750 bg) izolatinin BLAST analiz sonucu
Deseription ::2; ;r?t;L ?:jg vjue Ident  Accession
() Bacillus sonorensis strain NRRL B-23154 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 1962 1962 100% 0.0 100% NR 0251301
() Bacillus sonorensis strain NBRC 101234 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 1956 1956 100% 00 99% NR 1138931
() Bacillus licheniformis strain DSM 13 16S ribosomal RNA gene. complete sequence 1929 1929 100% 0.0 99% NR 118996.1
() Bacillus licheniformis strain BCRC 11702 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1929 1929 100% 0.0 99% NR 116023.1
() Bacillus licheniformis strain ATCC 14580 16S ribosomal RNA gene. complete sequence 1917 1917 100% 0.0 99% NR 0749231
(J Bacillus. i strain NBRC 12200 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 1917 1917 100% 00 99% NR 1135881
(J Bacillus aerius strain 24K 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 1884 1834 100% D00 99% NR 0423381
(J Bacillus atrophaeus 1942 strain 1942 16S ribosomal RNA, complete sequence 1827 1827 100% 00 98% NR 0750161
(J Bacillus atrophaeus strain JCM 9070 16S ribosomal RMA gene, partial sequence 1827 1827 100% 0.0 98% NR 0246801
() Bacillus atrophaeus strain NBRC 15530 168 ribasomal RNA gene, partial sequence 1823 1823 100% 00 98% NR 1127231

Sekil B.45. Y47 (16S rRNA-1062 bg) izolatinin BLAST analiz sonucu
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Description e Sucy = Ident  Accession
score score cover value
1) Bacillus sonorensis strain NRRL B-23154 168 RNA gene partial 1275 1275 100% 0.0 100% NR 0251301
[ Bacillus sonorensis strain NBRC 101234 168 ribosomal RNA gene. partial sequence 1269 1269 100% 0.0 99% NR 1139931
U Bacillus sirain DSM 13 165 ENA gene, complete 1253 1253 100% 00 99% NR 118996.1
) Bacillus strain BCRC 11702 168 RNA gene. partial 1253 1253 100% 00 99% NR 1160231
[ Bacillus li strain ATCC 14580 165 ribosomal RNA gene, complete sequen: 1247 1247 100% 0.0 99% NR 0749231
U Bacillus sirain NBRC 12200 165 BNA gene, partial 1245 1245 100% 00 99% NR 1136881
() Bacillus aerius strain 24K 168 ribosomal RNA gene. partial sequence 1208 1208 100% 0.0 98% NR 0423381
L) Bacillus subtilis subsp. inaguosorum strain BGSC 3428 165 ribosomal RNA gene. partial 1192 1192 99% 0.0 98% NR 1048731
[2) Bacillus subtilis subsp. subtilis strain 0S-44.a 165 RNA gene, partial sequence 1188 1188 99% 00 98% NR 1149971
[ Bacillus subtilis strain 168 16S ribosomal RNA gene. complete 1186 1186 99% 0.0 98% NR 102783.1
Description e fiotall Guety = Ident Accession
score score cover value
[ Bacillus atrophaeus 1942 strain 1942 165 ribosomal RNA,_complete sequence 745 745 100% 0.0 90% NR 0750161
) Bacillus strain MPA 1034 168 ribosomal RNA gene, partial 745 745 100% 0.0 90% NR 1179461
[ Bacillus siamensis strain PD-A10 165 BMNA gene, partial sequence 745 745 100% 00 80% NR 1172741
) Bacillus meth s strain CBMB205 165 RNA gene, partial sequen 745 745 100% 0.0 90% NR 1152401
[2) Bacillus atrophaeus strain NRRL NRS-213 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 745 745 100% 0.0 90% NR 1161901
1) Bacillus atrophaeus strain NBRC 15539 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 745 745 100% 00 80% NR 1127231
) Bacillus strain NBRC 15535 168 ribosomal RNA aene. partial 745 745 100% 0.0 90% NR 0414551
[ Bacillus atrophaeus strain JCI 9070 165 RMNA gene, partial sequence 745 745 100% 00 80% NR 0246881
) Bacillus I iens strain NBRC 15535 168 ribosomal RNA gene, partial 741 741 100% 0.0 90% NR 1126851
) Bacillus subsp. plantarum strain FZB42 16S ribosomal RNA gene, complete sequence 738 739 100% 0.0 90% NR 0750051
Description AU LA e Ident  Accession
score score cover value
() Bacillus toyonensis strain BCT-7112 16S ribosomal RNA gene, complete sequence 1386 1386 100% 00 100% MR 1217611
) Bacillus thurinaiensis strain ATCC 10782 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 1386 1386 100% 0.0 100% NR 114581.1
I Bacillus thuringiensis strain 1AM 12077 165 il RNA gene, partial 1386 1386 100% 0.0 100% MR 0434031
U Bacillus thuringiensis strain NBRC 101235 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 1382 1382 100% 0.0 99% NR 1127801
[ Bacillus thurinaiensis Bt407 16S ribosomal RNA,_complete sequence 1380 1380 100% 0.0 99% NR 102506.1
U Bacillus anthracis sir. Ames strain Ames 168 ribosomal RNA, complete sequence 1373 1373 89% 00 99% NR 0744531
) Bacillus cereus ATCC 14579 168 ribosomal RNA (rrnA) gene. complete sequence 1373 1373 99% 0.0 99% NR 074540.1
& Bacillus cereus strain JCM 2152 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 1373 1373 89% 00 99% NR 113266.1
() Bacillus cereus strain CCM 2010 168 ribosomal RNA gene, complete sequence 1373 1373 99% 0.0 99% NR 115714.1
| Bacillus cereus strain NBRC 15305 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1373 1373 99% 00 99% NR 1126301

Sekil B.48. Y50 (16S rRNA-750 bg) izolatinin BLAST analiz sonucu

89




EK-C

Besiyeri, Tampon ve Sollsyonlarin Hazirlanmasi

50X Tris-Asetat-EDTA (TAE) Kosturma Tamponu (11) (Agaroz Jel) : 242 g Tris base
600 ml distile su igerisinde ¢ézduralur. 57 ml glasiyal asetik asit ve 100 ml 0,5 M
EDTA (pH 8) ilave edilerek son konsantrasyonl I'ye tamamlanir.

EDTA (0,5 M, pH 8, 100 ml): 7,3 g EDTA tartiir, 30 ml distile su igerisinde
¢Ozduralir. Karistincida pH 8 olana kadar 1 M NaOH eklenir ve son hacim 100
ml’'ye tamamlanir. Daha sonra filtreden gegirilir.

NaOH (1M, 100 ml): 4 g NaOH tartilir, 80 ml distile su igerisinde ¢ozdurtlir. Uzerine
100 ml'ye tamamlayacak sekilde distile su eklenir ve oda sicakliginda saklanir.

Kullanilan Besiyerleri:

Nutrient Agar (Merck)

Nutrient Broth (Biolife)

Pepton Water (Merck)

MR-VP (Methyl Red-Voges Proskauer) Broth (Merck)

Simmon’s Sitrat Agar (Merck)

Uc Sekerli Demir (TSI) Agar (Merck)

MYP (Mannitol Egg Yolk Polymyxine) Agar (Merck)

Luria-Bertani Broth

Gelatin Broth

Nisasta Agar

Tirozin (Tyrosine) Agar ve pH 5,6 Agar

Nutrient Agar, Nutrient Broth, Pepton Water, MR-VP (Methyl Red-Voges Proskauer)
Broth, Simmon’s Sitrat Agar, U¢c Sekerli Demir (TSI) Agar besiyerleri ticari olarak
temin edildi.

Luria-Bertani Broth Besiyeri (g/l): 10 g Tripton, 5 g Yeast ekstrakt, 10 g NaCl distile
su igerisinde ¢dzdurllur. pH 6,8-7,2’ye ayarlanir ve son hacim 1 I'ye tamamlanir.
121°C’de 15 dk. sterilize edilir.

Gelatin Broth Besiyeri (g/l): 120 g Jelatin, 5 g Pepton, 3 g Beef ekstrakt distile suda

¢Ozduralir. pH 6,8+0,2’ye ayarlanir ve son hacim 1 I'ye tamamlanir. 121°C’de 15 dk.
sterilize edilir.
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Nisasta Agar Besiyeri (g/1): 3 g Beef ekstrakt, 10 g Soluble starch, 12 g Agar distile
suda ¢oézduralir. pH 7,5+0,2’ye ayarlanir ve son hacim 1 I'ye tamamlanir. 121°C’de
15 dk. sterilize edilir.

Tirozin (Tyrosine) Agar Besiyeri (g/l): 5 g Pepton, 5 g Tirozin, 3 g Beef ekstrakt, 15 g
Agar distile suda ¢oézdurulur. pH 7+0,2’ye ayarlanir ve son hacim 1 I'ye tamamlanir.
121°C’de 15 dk. sterilize edilir.

pH 5,6 Agar Besiyeri: Ticari olarak temin edilen Nutrient Agar besiyeri hazirlanirken
pH’sI 5,6’ya ayarlanir.

Kullanilan boyalar:

Safranin: 0,25 g Safranin, 10 ml %95'lik etil alkolde eritilip 100 ml distile su ile
karistirilir.

Lugol: 2 g Potasyum iyodit 30 ml distile su igerisinde ¢ézilldikten sonra iyice ezilmis
1 g iyot ¢cozeltiye eklenir ve ¢dzelti hacmi 300 ml‘ye tamamlanir.

Kristal viyole: 0,5 g Kristal viyole 100 ml distile su i¢cinde ¢dzduralir.
Kullanilan ayiraglar:

Metil kirmizisi: 0,2 g metil kirmizisi, 50 ml %95’lik etil alkol iginde ¢oézdurllir ve
Uzerine yavas yavas 50 ml damitik su eklenir.

a-Naftol ayiraci (% 5 (w/v)’lik): 5 g a-Naftol 80 ml %95’lik etil alkol iginde ¢ézdurular
ve hacmi 100 ml'ye tamamlanir.

Kovaks ayiraci: 10 g p-dimetil aminobenzaldehit, 150 ml amil / isoamil ya da buitil
alkol icinde manyetik karistiricida ¢ozdurGlir. Bu c¢dzeltiye azar azar 50 ml
konsantre HCI eklenir.

Kullanilan ¢ozeltiler

KOH Cozeltisi (% 40 (w/v)'lik): 40 g Potasyum hidroksit yaklasik 50 ml damitik su
icinde ¢ozdurulir ve hacim 100 mI’'ye tamamlanir.
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Tablo C.1. Deneylerde kullanilan cihazlar

Cihaz

Marka ve model

ProFlex™ 3 x 32-well PCR System

-80°C Ultra Derin Dondurucu
Buzdolabi

Saf Su Cihazi

Hassas Terazi

Vorteks

Otoklav

Yatay Elektroforez
Elektroforez Gi¢ Kaynagi
UV Kabin

UV TransilUminator

UV Visible Spektrofotometre
Ultra Santrifdj

Mini Santrifd

Isiticih Manyetik Karistirici
Sivi azot tanki
Mikrodalga Firin
Calkalamali inklibator

pH metre

Etav

Buz Makinasi

Qubit 2.0 Fluorometer
Mikroskop

VITEK-MS

Thermo Fisher Scientific
WiseCryo

Arcelik,5243 NEB No-Frost
Milipore,Direct-Q UV
Scaltec SPB31

IKA, GENIUS3

HMC Hiclave HG-80
Cleaver, MSMINI10
Cleaver, CS-300

Biosan UVC/T-AR
UVP-GelDoc-It 310 imaging system
Agilent Cary-60

Sigma 4-17K

Eppendorf 5418

Heidolph, MR-HeiStandart
MVE

Arcelik

New Brunswick Scientific Excella E24
Inolab WTW cond 3401
Nidve FN500

Scotsman AF80

Invitrogen

Olympus CX21FS1
Biomerieux-50126
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