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OZET

FINDIKTAN iZOLE EDILEN Bacillussp. SISLARINDA ENZiM URETME
YETENEKLERININ ARASTIRILMASI VE TANIMLANMASI

AKAYD IN, Burak
Giresun Universitesi

Fen Bilimleri Enstitiist

Biyoloji Anabilim Dali, Yuksek Lisans Tezi
Dansman: Dog. Dr. Hatice KATI

Ekim 2014, 59 Sayfa

Bacillus cinsi bakteriler endustriyel alanda kullanilan bk¢ enzimin
kaynadir. Bacillus’lar tarafindan sentezlenen enzimler ekmek uretinaa, tekstil,
cesitli icecekler, deterjan, derkletmeleri, yenilenebilir enerji kaynaklarindan dlko
uretimi, kozmetik, bilgiklerin sentezi gibi kimya alaninin da dahil ofgducok gery
kullanim alani bulmglardir. Bu sebepldacilluslar endustriyel enzim Uretiminde

yogun sekilde kullaniimaktadir.

Bu calsmada Trabzon ve Giresun illerinden toplanan fingikeklerinden
izole edilen, enzim Uretme yetgimee sahip bgBacillus suisu morfolojik, fizyolojik,
biyokimyasal ve molekuler testler kullanilarak tafanmstir. Bu izolatlardan F2,
F16, F30 ve F36’da yuksek selllaz, F16 ve F28'desglki amilaz aktivitesi tespit
edilmistir. Bu alti izolat Bacillus altitudinis F2, Bacillus safensisF16, Bacillus
safensid=28,Bacillus firmusF30 veBacillus aerophilug=36 olarak tanimlanmtir.

Anahtar Kelimeler: Findik,Bacillus Enzim



ABSTRACT

IDENTIFICATION AND INVESITIGATION OF ENZYME PRODUCTON
CAPABILITIES IN Bacillussp. STRAINS ISOLATED FROM HAZELNUT
AKAYD iN, Burak
Giresun University

Graduate School of Natural and Applied Sciences

Deparment of Biology, Master Thesis

Supervisor: Assoc. Prof. Hatice KATI
October 2014, 59 Pages

Members of the genuBacillus are source of many enzymes used in the
industrial field.Enzymes synthesized [Bacillus were widely used many industrial
applications, for example bread making, food, tegfibeverages, detergents, leather
prosessing, alcohol production from renewable gneoyrces, cosmetics, synthesis
of compounds in the chemical field@herefore, it is extensively used in the

production of industrial enzymes.

In this study, fiveBacillus strains producing several enzymes and isolated
from hazelnut samples collected from Trabzon amésbin were idendified based on
morphological, physiological, biochemical and malec tests. According to test
results; F2, F16, F30, and F36 isolates exhibiigt bellulose activities. Also, F28
and F16 isolates detected high amylase activityes€hisolates were identified as
Bacillus altitudinisF2, Bacillus safensi$16, Bacillus safensi$28, Bacillus firmus
F30 andBacillus aerophilug-36.

Key Words: HazelnutBacillus Enzyme
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1. GIRIS

Hucrelerdeki metabolik faaliyetleri yoneten oOzeltdtadrlere enzim adi
verilmistir. Kimyasal metotlar ile gercekdgriimesi ¢cok zor olan birgok reaksiyonun
uygun ve spesifik enzimlerle kolaylikla gercekieesi, enzimlerin canli hiicrelerden
izole edilerek cgtli amaclar icin kullaniimasi fikrini dgurmutur. Enzimatik
islemlerin, gelenekselsiemlere oranla daha az miktarda atik stlwvarak daha az
cevre Kkirliligine yol acmasi, uygun ve ekonomglartlarda gercekligirilebilmesi
enzim kullanimini daha cazip hale getirmektedir. kidorganizma kokenli
enzimlerin biyoteknolojik slemlerle daha ekonomik bicimde dretimi ve suda
cb6zinmeyen matrikslerle immobilize edilerek dahauruzstire kullanilabilmesi,
mikrobiyal enzimlerin endustriyel alanlarda kullamasindaki arty nedenleridir
(Gumdisel, 2002).

Gunumuzde endustriyel alanda kullanilan enzimléingogu Bacillus cinsi
bakterilerden elde edilmektedir. Bununla birliktek¢caz bir kismi da bitkisel ve
hayvansal kaynakl olarak @anmaktadir. Enzim kayga olarak Bacilluslarin
tercih edilmesinin nedenleri; yan Urin glurmalarinin az olmasi, aktivitelerinin
yuksek olmasi, daha ekonomik olmasi, stabiliteyepsalmasi, yiksek oranlarda ve
saflikta tretilebilmeleridir (Wiseman, 1987; Horgto, 1999).

Mikroorganizmalardan elde edilen enzimlerin tim yhirgenelinde yillik
kullanim oranlarina bakilginda %25 alkalin proteaz, %21gdr proteazlar, %18
amilaz, %10 renin, %3 tripsin, %3 lipaz ve %1@adi karbonhidrat parcalayan
enzimler (selulaz ve ksilanaz gibi), %10 kadarasalitik ve farmasotik enzimlerin
oldugu seklinde bir dgilhm belirlenmitir (Rao ve ark., 1998; Kiran ve Coémlekgiio
2006).



1.1.Bacillus’'lar Hakkinda Genel Bilgi

Bacillaceae familyasinin bir Gyesidir. Hucreler @kgekilli, diiz veya hemen
hemen diize yakin, go olumsuz ortam kallari i¢in ¢ok direncli, endospora sahip,
aclk havada spor afturmasi engellenmeyen, Gram pozitif, peritrik kameerobik
veya fakultatif anaerob bir bakteridir. Birgok tade hicre duvari capraz gharla
bagli mezo-diamino pimelik asitten ajur (Ozcelik, 1995). Cgunlukla mezofilik
olmakla birlikte psikrofilik ve termofilik tirlerde vardir (Ayhan, 2000).

Bacillus cinsi ekstrensartlarda spor okiurma yetengindedir. Olyturdusu
endospor ise; silindirik, oval, yuvarlak veya bdbgeklinde olabilir. Buna ilaveten
sporlar hicre igerisinde sentral ya da subtermwolalak yerlgebilir (Bonwart,
1989).

1.1.1.Bacillus'larin Habitati

Bacilluslar, sporlari nedeniyle bircok farkli cevredewl edilebilirler (Zinn
ve ark., 2001). Cok edli topraklar asil habitatini okurur (Nicholson ve ark.,
1999). Toprak mikroflorasinda yer alaBacilluslar besin maddeleri acgisindan
zengin topraklarda bulunabildikleri gibi, besincakif topraklardan da izole
edilebilirler. Orngin, B. subtilis B. licheniformisve B. cereuskompleks besin
maddelerine ihtiya¢c duymazkeB, polymyxave B. azotofixangibi gelistirmek icin
bitki rizosferine ihtiya¢ duyan turlerde bulunur$dvitz ve ark., 1998). Bircok
mikroorganizma cadi gibi Bacilluslar icinde 6nemli bir habitat olan topraktaki
farkli ortamsartlari, mikroorganizma galinin de artmasina yol acar. Genel olarak
iyi havalanmg, nemli ve ylksek organik materyal iceren toprakl@ecen
mikroorganizmalar, topgan ilk 10 cm'lik Gst kisminda yiksek sayida buldaur
Topraktaki populasyon yonlugunun buydk bir kismini  bakteriler ahurur
(Yilmaz, 2003).

Bacillusturleri topraktan bgka bitki rizosferi, gida ve bazi canlilaringmesak
sistemlerinde bulunabilir. Ayrica Mosquito, Lepidema, Diptera ve Coleoptera



bdceklerinin larvalarindan da izole ediktm. Bacillus turleri toprakta geni bir
yayllima sahip olduklar gibi deniz ve tath sulaydouralarin sedimentlerinde de
bulunabilirler.  Bazi Bacilluslar ise ekstrem sartlarda buylyebilme
kapasitesindedirler ve Ure iceren, u¢ phgeteolan, asitli veya yiksek sicakliktaki

ortamlardan izole edilebilirler (Rosovitz ve ark998).

1.1.2. Koloni Morfolojisi

Bacillus tdrlerinin  koloni  6zellikleri cevresel sartlara bg&lh olarak
desismektedir. Besiyeri gidi, koloninin yai gibi 6zeliklere goére, yageffaf, opak,
dizguin ya da purizli koloniler gorilebilir. Kolomnkleri, kreme yakin beyazdan
sariya d@ru olabilir. Cgu Bacillustirt pigment olgturmaz, ancak bazi turler farkl
besi yerlerinde sari, y# mavi-siyah, kirmizimsi pigmentler tretebilirlgfRosovitz
ve ark., 1998).

1.1.3.Bacillus Turlerinde Spor Olusumu

Bacillus turlerinin en 6nemli 6zelliklerinden biri buoyimeresinin durgun
fazinda besin maddelerinin azalmasinglibalarak endospor ofgurmalaridir.
Endospor olgumu, spor olgturan hticrelerigekli ve sporangiyumlaBacillus tirleri
icin karakteristiktir (Ustacelebi, 1999).

Spor olgmasi sirasinda bakteri hicresi icinde bircokidklikler meydana
gelir. Vejetatif hucrede aktif olan bazi genler iakelerini kaybederken sporlarin
olusmasinda etkili olan genler aktivite kazanirldik olarak cekirdek sporun
olusaca bolgeye yerlgir. Bunun etrafini cepecevre ¢okuntl gilumak suretiyle
katlanan sitoplazmik zar cevreler ve onu baktegriggnde ayri bir bélimde ayirir.
Olusan bu cift zarin sentezlenmesi ile spora agedibélimler olgur. Bu sekilde
olusan sporlardasu bolumler vardir: Birincisi ¢ekirdek kismi olup ®pn
protoplastini olsturur. icinde tam bir nukleus, protein sentezi igin gerdiitin
bilesikler ve bir enerji yapici sistem bulunur. Sitokrobulunmaz, fakat cli

enzimler bulunur. Sporlarin sicakh direncli olmalari yapilarinda bol kalsiyum



dipikolinat bulunmasindandir. Sporlarda bulunamdkikisim spor duvaridir. Spor
protoplastini ¢evreler, yapisinda peptidoglikarubul ve olgacak bakterinin hiicre

ceperi buradan gelr. Sporlarda bulunan tcgtincl kisim kabuk, yaniékstkismidir.

Sporun en kalin tabakasidir. gk yapida peptidoglikan tabakasi vardir.
Kabuk kisminin dunda keratine benzer, proteinden yapglrir kilif bulunur. En
dista da karbonhidrath bir protein zar (ekzosporiyum)lunur (Bilgehan, 1992;
Errington, 2003).

Bacillus sporlar sicakfia vejetatif hiicrelerden 5-10 kez, U¥maya 7-50
kez daha dayaniklidirlar. Sporu cevreleyen memhrakbrteks ve spor paltosu gibi
yapllarla ceitli kimyasal ajanlara kar diren¢ de gedtirilmi stir (Rosovitz ve ark.,
1998).

1.1.4 Bacillus'larin Metabolizmasi

Genelde prototrof olduklari halde, oksotrof turlete rastlanirBacilluslar
cok caitli metabolik 6zelliklerinin yani sira, genifizyolojik yetenekleri ile de
psikrofilikten termofilige; asidofilikten alkalifilge; halotoleranttan halofge gens
bir yelpazeye sahiptir ve bu nedenle endustriyegulgmalarda kullaniima
potansiyelleri yiksektir.Bacillus sp. dgada geni capta yayillmaktadir. Cunku
bunlarin sporlari olumsuz koallara dayanikhdirBacillus sp. laboratuvar kultiriinde

de yaygin kontaminantlardir (Ediz ve Beyatli, 2005)

Aerobik ya da fakulltatif anaerobik olaBacilluslar genelde Embden-
Meyerhof izyolunu kullanirlar. Bunun yanisira helaektik (fosfoketolaz) iz yolunu

kullananlari Bacillus subtili§ da vardir (Mignone ve Avignone-Rossa, 1996).

Terminal elektron alicilari genelde oksijendir, akdazi tirlerin elektron
alicist NQ de olabilir, denitrifikasyon yapan turleri d&dcillus azotoformans,
Bacillus licheniformi} vardir. Bazi turlerBacillus polmyxa, Bacillus macergnise
azotu fiske ederler. 8COx-H2 veya Q-CO ortamlarinda ototrofik wayan turlere
(Bacillus schlegel)i de rastlanabilir (Rosovitz ve ark., 1998; Snea®86). Aerobik



ortamlarda karbon kaygiaolarak organik asitleri (asetik asit, suksiniktdsaktik asit
veya pirdvik asit) kullanarak heterotrofik olarak asgyabilirler.
Kemoorganotrofiktirler. Sadece bir tur fakulltatiferkolitotroftur. Bazi tarler
aromatik veya hidroksi aromatik bglenleri metabolize edebilirler ve bu nedenle

benzin gibi meddelerin bioremediasyonunda kulldmlitder.

Bazi Bacillus turlerinin (deoksi) nikleozidleri veya (deoksipozlari karbon

ve enerji kayngi olarak kullandgl da bildiriimektedir (Sgarrella ve ark., 1997).

1.1.5.Bacillus'larin Genetik Yapisi

Bacillus cinsi icindeki DNA baz kompozisyonunun gbmi, cinsin genetik
dagihmi acgisindan ilging sonuclar vermektedir. gab bir cinste en fazla % 10-15
aralginda olmasi gereken % mol G+C or@acillus cinsi icinde % 32-69 arasinda
desismektedir. Bu oranin ayni turdeki glgik swlarda % 40-50 arasinda olabgdi
bildiriimektedir. Bu bilgiler belki de cinsin yenicinslere bolinebilegni

gOstermektedir (Rosovitz ve ark., 1998).

Plazmitler bazi prokaryotik organizmalarda hicrekendi buyik halkasal
kromozomlarindan ayri olarak bulunan, konukcu hder&endilginden replike
olabilen, c¢ift zincirli, halkasal DNA molekulleridi Plazmitler bakterilerin
sitoplazmalari icinde bulunabilecekleri gibi, kromoonla da birlgebilirler.
Plazmitler bir bakterinin y@ami icin gerekli dgildir, ama bakterilere bazi 6zel
yetenekler kazandirabilirler. Bazi durumlarda pldalen ve kromozom arasinda
biyokimyasal yonden birsibirligi gelisebildigi gibi bu isbirligi ters veya olumsuz
yonde de gedebilmektedir.Bacillustirlerine ait plazmitleB. subtilis B. pumilis B.
cereus B. thuringiensisB. sphaericusB. licheniformis B. megateriumB. brevis B.
larvag B. stearothermophilus, B. amyloliquefacieves B. anthracisgibi bircok
turde aratirilmistir (Chang, 2003).



1.2.Bacillus Turlerinin Tanimlanmalari

1.2.1. Morfolojik Tanimlama

Bacillus tirlerinin tanimlanmalari ve siniflandiriimalapos morfolojilerine
gore de yapilabilmektedir. Sporun hiicre igcindekileggmi ve sekli turler arasinda
farklhilik gostermektedir. Spor morfolojilerine ga olarak Bacillus turleri Gi¢ gruba
ayrilir. B. cereus B. megateriumB. anthracis B. thuringiensisve B. cereusvar.
mycoides buyuk hucreli birinci grupta yer alir. Bu gruburposogoniumlari
sismemegtir. Gram pozitif cubuksekilli hiicrelerin gengligi 21 pm’dir ve merkezde
ya da ug¢ kisimda elipsoit ya da silindirik sportdustururlar. Polig-hidroksibutirat
ve parasporal kristaller gibi protoplazmik inklimar biylk hicreli turlerde
bulunur. Klinik olarak dnemliBacillus izolatlarinin ¢gu birinci grupta yer alir.
ikinci grup turleri Gram dgskendir ve merkezde ya da ug kisimda elipsoit sporla
ile siskin bir sporangiyuma sahiptirler. Bu gruptashea B. circulans B. macerans
B. polymyxaB. popillag B. larvae B. lentimorbusB. alvei, B. stearothermophilus
ve B. brevisyer alir. Ugiincii grupta yer aléacillus tirlerinde de sporogonium
sismistir. Sporlar kiresel, subterminal ve terminal kohwuchur. B. sphaericusbu

gruba drnektir (Kolayli ve Beyatli, 2003).

1.2.2. Yg Asit Profillerine Gore Bacillus’larin Tanimlanmasi

Mikroorganizmalarin ~ hicre  yapilarinda  (sitoplazmae  hcresel
membranlarda) fosfolipid, glikolipid veya lipopddikkarit olarak bulunan ya
asitlerini, sayisina, g@line ve yizde olarak miktarlarina gore tanimlayastem
1985 yilinda gedtirilmistir (Miller ve Berger, 1985). Mikrobiyalidentifikasyon
Sistemi (MIS) olarak isimlendirilen bu yontem, bdgyar kontroliinde c¢amakta
olup, gaz kromotografiyi besleyen gaz tanklari fbjen, azot ve hava), bilgisayar
Unitesi, bilgisayar Unitesiyle uyumlu ¢an katiphaneler ve yazici olmak lzere 5
kisimdan meydana gelmektedir (Lelliott ve Stead87)9 Anaerobik ve aerobik
bakteriler, actinomycetes, maya ve gailis funguslar bu sistem sayesinde kolaylikla
ve cok kisa surede tanimlanabilmektedir (Miller Berger, 1985; Sasser, 1990;
Dunfield ve ark., 1999; Buyer, 2002).



Yag asitleri; icerdikleri karbon atomlarinin sayisinkarbon atomlari
arasindaki ¢ift ba sayisina, hangi karbon atomlari arasinda c¢if dlausuna ve
karbonlarin hidrojen atomlar tarafindan doyurunolup olmamalarina goére farkl

isimler alirlar §ahin, 2003).

Genetik olarak ayni olan mikroorganizmalarin lelerindeki y& asitlerinin
sayisi, cgtlili gi ve ylzde olarak miktarlari (gaasitleri profili) aynidir ve cevre
sartlari ayni oldgu surece dasmez. Y& asidi profillerindeki farkliliklar ise dolayl
olarak mikroorganizmalar arasindaki genetiksel Ifhgt ifade etmektedir. Bu
nedenle kultir ortaminda galabilen mikroorganizmalarin gerek tanisi gerekse
taksonomik siniflarinin saptanmasi icingyasitleri profillerinin kullanilabilecgi

bircok bilimsel cama ile ispatlanngtir (Sahin, 2003).

1.2.3. Metabolik Enzim Profilleri ve Biyokimyasal Qzelliklerine Gore

Bakterilerin Tanimlanmasi

Karbonhidratlar yapr ve depo molekili olup, enekaynagsidirlar.
Bakterilerin, ¢eitli karbon kaynaklarini enerji kaygiaolarak kullanma ihtiyacinda
gosterdgi farklihklar, tani ve karakterizasyonda kullarninektedir. Bakteriler
biyokimyasal, fizyolojik ve hayatsal faaliyetlerirsrdirmek icin biyoenerjiye
ihtiyagc duymakta ve daridan aldiklari karbon kaynaklarini metabolik emerle

parcalayarak biyolojik enerjiye dogtiirmektedirler.

Bakterilerin farkli karbon kaynaklarini (basékerler, alkoller, aminoasitler,
deterjanlar, aminoasit benzeri molekiller) kullamdan go6sterdikleri farkhliklar
metabolik profil olarak adlandirimaktadir ve pidéki bu farklilik sahip olduklari
metabolik enzim ggtlili gine balh olarak de&iskenlik gostermektedir (Black ve
Sweermore, 1994). Mikroorganizmalarinsithgl bu enzim farkllg ise onlarin
familya duzeyinden ladayip alt tir seviyesine kadar devam etmektedirinlgrin
metabolik aktivitesi pH indikatorleri aragiliile olusan renk dgisimi ile belirlenir
(Konopka ve ark., 1998; Yilmaz, 2004).



Bakteriler arasindaki metabolik farkliliklari samak icin farkh teknikler
kullaniimaktadir. Son 20 yildir otomatik bakterintamlama ve duyarllik test
sistemleri geltirildi ve ticari olarak piyasada yer almaktadimaak bu sistemlerden
yalnizca birka¢ tanesinden vyararlaniimaktadir. @bide, APl ve VITEK
teknikleri kullanilarak tanimlama yapilabilmektedBu sistemlerin temeli, sistemde
kayith referans organizmalar ile gl organizmanin biyokimyasal 6zellikleri
bakimindan katlastirilmasi esasina dayanmaktadir. Ureme temellietelst son
arinin Olculebilmesi icin 18-24 saatlik inklibasysiiresi gerekir. Son drlnlerin

metabolik aktivitesi pH indikatorleri aragilile olusan renk dgisimi ile belirlenir.

1.2.4.Bacillus Turlerinde Toplam Huicre Protein Profili

Bacilluslarin tanimlanmasinda morfolojik, fizyolojik ve ymkimyasal
testlerden yararlaniimaktadir. Ancak yapilan tesslenucunda yarglitanimlamalar
yapilarak, orijinalBacilluslardan bir veya birka¢ yoénden ayr 6zellikte farkiir
altinda dgerlendiriimektedir. Bu durumda tar ayriminin gigohesine neden
olmaktadir (Priest, 1993).

Protein jel elektorforezi mikrobiyal sistematiktezedlikle tir ve alt tir
dizeylerinin belirlenmesinde en givenilir teknilamak yillardir kullaniimaktadir. Bu
teknik ile tur ve alt turlere ait slarin hicresel proteinleri katastirilarak
taksonomik akrabalik sinirlari belirlenmektedir ¢klive ark., 1999).

Tek bir toprak ornginden izole edilen 1@acillus thuringiensisizolati 3
antijenik sero gruba ayrilsive sivrisineklere kar ilimh larvasidal aktiviteler
gostermgtir. SDS-PAGE analizi sonucunda ise izolatlar ardaiprotein profilleri
bakimindan c¢ok yuksek benzgm oldugu ve gucli bir immunolojik akraban
bulundwgu goralmigtar (Ishii ve Ohba, 1993).

Hastalik etmeni olamBacillus cereusbakteri tiriintiin toplam hicre protein
profili ve alt tiplendirilmesinin yapildy calsmada, 58acillus cereuszolatinin bir
biyotip varliginda 3 antibiyogram ve 22 toplam hicre protein ipnaf ulastiklar

gorulmistir. SDS-PAGE analizi ild8. cereusizolatlari arasinda % 38 oraninda bir



benzerlik bulundgu icin heterojen bir yapi belirlengtir. Predominant 0Ozellik
gosteren 13B. cereuszolati ile birlikte B. cereusATCC 14579 sgunun polimeraz
zincir reaksiyonuyla (PCR) yapilan alt tiplendirdsinde yaklgtk % 89 benzerlik
gorulmistir. Toplam hicre protein profiline gor8acillus cinsi bakterilerin
tiplendiriimesi yapilabilmekte ve pilot epidemiyglo calismalar icin PCR’In yani
sira toplam hucre protein profillerinin yardimiylda tiplendirmenin yapilaga
belirtiimistir (Matar ve ark., 1996).

Diger bir calsmadaB. sphaericusularinin gruplandirilmasinda bakteriyosin
aktivitelerinden de yararlaniigh ve DNA homoloji gruplarindaki slar arasinda
bakteriyosin profillerinin benzerlik gostegiibelirtiimistir. Buna goreB. sphaericus
H5a5b sgunun benzer bakteriyosin aktivitesi gostgrdve poliakrilamid jeldeki

bakteriyosin bandinin benzer offugorialmigtur (Cokmig ve Yousten, 1993).

Cokmis ve arkadglari 1993 yilinda yaptiklari bir canada ise UV ile
muamele edilng toksik B. sphaericus sularinin  larvasidal aktivitesini
belirlemilerdir. SDS-PAGE analizi ile molekuleg@liklar bilinen toksik protein
bantlarin varliklar arduriimis ve bazi maddelerin gostegdkoruyucu etkiler tespit

edilmigtir.

B. cereusTZ415 sgyunun toplam hicre protein profillerine gore farkl
pH’larda ve farkli buyiime evrelerinde elurdugu aside dayaniklilik cevaplari tespit
edilmistir. Bu swun gec durgun fazda aside gatolerans dizeyinin en yuksek
seviyeye ulgtigi ve bu toplam hicre protein profillerindeki gigklikler ile
belirlenmstir (Jobin, 2002).

1.2.5. Molekiler Yontemlerle Tanimlanmalari

Molekuler yodntemler, bakterilerin meydana getirenakromolekullerin
iceriklerine, ceitlerine ve oranlarina Igh olarak elde edilen farkliliklardan hareket
edilerek olgturulmustur. Bu yontemler, karbonhidratlari, lipitleri, peinleri ve
genetik materyali (DNA ve RNA) cama materyali olarak kabul etmekte ve

bunlardan birinin veya kombinasyonlarinin kullaninbe bakterilerin tani ve



karakterizasyonlarinin yapiimasinigkanaktadir (Manceau ve Horvais, 1997). Bu
yontemlerden birggu tek baina, alternatifsiz olarak kullanilabilmekte ve kisa
zamanda c¢ok sayida ornek tir ve alttlir seviyestadanlama yapilabilmektedir.
Elde edilen sonucglar oldukca hassas ve giveniliigistemlerin pahali ofu ve
yetismis elemanlarca yapilmasinin gerelgilimolekiler yontemlerin dezavantajini

olusturmaktadir.

16S rRNA Dizin Analizi, mikrobiyal tanimlama ydrhlerinin en
onemlilerinden biri haline gelstir. Bu yontemde her turiin ribozomlarinin 16S’lik
kiguk alt birimini kodlayan DNA sirasinin oldukcazeflesmis olmasindan
faydalanihlir. Bakteri genomundaki 16S rRNA gereéndevamli ayni olan yani
desismeyen ve dgisken olan bolgeler bulunmaktadir. Bakterilerirghisinde bu
degsisken bolgeler kullaniimaktadir. Gray ve arkglda (1984), 16S rRNA geninde 8
adet dgismeyen ve 9 adet g@mken bolgenin oldgunu ortaya c¢ikarmngive bazi
argstirictlar bu 6zellikleri kullanarak kultir edilmemi bakterilerin  bile 16S
rRNA’larini polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yardyla 6zel primerler kullanarak
arttirmslardir (Relman ve ark., 1992). PCR veygatibazi izolasyon yontemleri ile
elde edilen 16S rRNA'nin baz dizin analizi, ressnjon fragmenti uzunluk
polimorfizmi (RFLP) ve hibridizasyon 06zellikleri Kanilarak tirler arasinda

karsilastirma yapilmaktadir.

Molekduler biyolojik yontemlerle yapilan tur tayigalismalarinda DNA-DNA
homolojisi, Tm (DNA'nin cift sarmalinin ¢ozulglu sicakhk dgeri) ve 16S
rRNA'y1 kodlayan DNA fragmentinin sekans dizisinibelirlenmesi oldukca

onemlidir.

Ozellikle mikroorganizmalarda molekiler yapilarire \DNA dizilerinin,
klasik fenotipik 0Ozelliklere gore evrimsel gkileri daha iyi ortaya cikardi
gorulmistir. Bundan dolayl taksonlarin tanimlanmasinda teatman hicresel
seviyedeki cabmalar molekiler diizeye (16S ve 18S rRNA diziskagtirmalari)
indirilmistir (Temizkan, 1999).
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DNA-DNA hibridizasyonu nikleik asit dizileri araslaki benzerfin ortaya
ctkarilmasi prokaryotlarin sistemgtin yapilmasinda dnemli bir yer tutmaktadir.
Bodylece genomlar arasindaki benzerlikler gercekcsdkilde ortaya ¢ikariimaktadir.
Nukleik asit siralarinin  ortaya cikarilmasi esasidayanan karlastirma
calismalarinda daha ¢ok in vitro nikleik asit hibridigasunu esas alan cahalar
yapilmaktadir.

Yeni bakteri turlerinin ortaya cikariimasinda gk kabul edilen parametre
genomlar arasindaki DNA benzgidir. DNA'nin iki zincirinin birbirinden ayriima
sicaklgl degerindeki benzerfiin orani olarak ifade edilen bu gk
mikroorganizmalar arasindaki uzakligostermektedir. Bu dgerler primer yapl
seviyesinde genomik dizi benzgrhin dolayh bir yansimasidir (Goodfellow ve
O’Donnell, 1993). Bu yiizden de DNA'nin ayrilip ygen birlsmesini konu edinen
yaklasimlar birbirleriyle ¢cok yakin olan prokaryotlarikrabalginin goésterilmesinde
cok kullangh yontemlerdir (Wayne ve ark., 1987). Yapilan bkgcalsmada, DNA
benzerlgi ile kemotaksonomik, genomik, serolojik ve fendtipenzerlikler arasinda
iliski oldugu bulunmgtur ve bundan dolayi, DNA'nin iki zincirinin yenide
birlesmesi, tdrlerin ayrilmasinda standart bir ydntem raka kullaniimaktadir
(Stackebrandt ve Goebel, 1994). Yapilan bircoksgal sonucunda tam olarak
tanimlanmg bircok turin sglari arasinda optimum hibridizasyonartlari
uygulandginda %70’den fazla benzefin oldugu gortlmektedir. Yapilan buttin bu
calismalar bakteriyel sistematik komitesinin ttr tanidanDNA-DNA bglanma
derecesine vergi 6neme gik tutmaktadir. Bu komitenin bir karari, bir bakter
thriinin sylari arasindakATm derecesinin % altindaki bir dgerdeki DNA-DNA
benzerlginin % 70 veya daha fazla olmasi gane ortaya koymaktadir (Wayne ve
ark., 1987).

1.3.Bacillus'larin Onemi

Bacillus cinsi bakteriler, antibiyotik, enzim ve toksin tinei gibi metabolik
Ozellikleri ile endustriyel 6neme sahip olmalar k@ay Uretilebilmeleri sebebiyle,
bakteriler arasinda dikkat cekmektedir. Ayrica, ripuna Kkabiliyetleri ve

metabolizma faaliyetlerinin g#lili ginin, genk bir cevreye yayllmalarinda énemli
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avantajlar sgladigi da belirtiimektedir (Kim ve ark., 2005; Annamalae ark.,
2011).

Gunumuzde bilinen 8000 antibiygitn kayitlarda var oldgu belirtilmis ve
buna her yil yuzlercesinin eklergdi ilave edilmektedir. Buna gmen yeni
antibiyotiklerin arayy ve kefinin beklenildigi belirtilmistir. Bu agidan bakilganda
Bacillus genusu antibiyotik Uretici kaynak olarak gostergfin (Eltem ve Ucar,
1998). Yapilan bir camadaBacillus susu sarimsgin rizosferinden elde edilmtir.
Swun sarimsakta curimeye yol acdfusarium oxysporumduzerine etkisi
arastirlimistir. izole edilerBacillus polymyxaT-8 swsu tarafindan tretilen maddeye
fusarisidin A adi verilmiti. Madde funguslara kgr onemli O&lclide aktif,
Micrococcus luteusre Staphylococcus aureugibi Gram pozitif bakterilere kar
aktif oldugu, bununla birlikte Gram negatif bakterilere karantimikrobial
aktivitesinin olmadii belirtilmistir (Kajimura ve Kaneda, 1996). Bir¢coRacillus
turinun sahip oldgu biyokontrol aktivitesi de ilagc endustrisi iciném tgimaktadir.
Bazi Bacillus turleri bacitracin B. licheniformi3, polymyxin @. polymyxa
gramicidin 8. brevig, tyrocidine B. brevig, subtilin B. subtili§ ve bacilycin B.
subtilis gibi peptit antibiyotikler Uretmektedirler. Bumia yani sira siklik
lipoproteinlerden olan iturinB. subtilig bircok mantar ve mayanin neden @du

hastaliklarla micadelede kullaniimaktadir (Rosovézark., 1998).

Gunumizde Ozellikle galnis Ulkelerde kimyasal ilaglarin  yerini
biyoinsektisitler almgtir. Biyoinsektisitler Uretim teknolojilerinin kojave surekli
olmasi, sadece hedef canliya etki etmesi, zamarkontroliinde guvenilir olmasi,
cevre Kkirliligi ile ilgili problemler yaratmamasi ve endospoman d@gzada uzun sire
kalmasi nedeniyle tercih edilmektedir (WHO, 19®iyoinsektisit olarak bakteriler,
virisler, mantarlar, nematodlar ve protozoa grupkar ait organizmalar
kullaniimaktadir. Bunlar arasinda, toprak grubutbaler en cok gelecek vaat eden
biyolojik kontrol ajanlaridir. OzelliklBacillus grubu bakteriler dnemli bir yer deil
etmekte olup Lepidoptera (kelebekler), Dipterandkler, sivisinekler) ve Coleoptera
(kin  kanathlar)'lart hedef almaktadir. Biyolojik imadele de kullanilan
mikroorganizmalarin ~ %90’ninI Bacillus  thuringiensis olusturmaktadir. B.

thuringiensis delta endotoksin olarak isimlendirilen protein yp ve biyolojik
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olarak kolayca parcgalanabilen ve bdylece lgoteorta ba&irsaginda kisa bir

yarilanma 0mri olan insektisidal toksinler tretifl€hattopadhyay ve ark., 2004).

Gelisen dinyasartlari beraberindesal plastik kullanimini da getirrgir.
Kullanilan bu plasgiin miktari giinimiizde korkun¢ boyutlara grfastir. Plastiklerin
blyuk bir cgunlugu kullanimdan sonra ortama atik plastik olarak atkmektedir.
Bu da beraberinde sau bir cevre Kirliligini getirmektedir. GUnimuzde halen
kullaniimakta olan plastik petrolden elde edilen ligiden maddesinden
yapllmaktadir ki bunun tabiatta parcalanmasi yieleyil almaktadir.iste bu
sebeplerden dolayr bilim adamlarinin dikkatini gdda Bacilluslar tarafindan
parcalanabilen biyoplastik maddesi cektini(Kalayli ve Beyatli, 2003). Dave ve
arkadalari 1996 yilinda yapmgiolduklari bir calimada petrokimyasal atiklarda
Bacillus cinsinin Uretilmesi ve Urettikleri polihidroksibiikasit (PHB) miktarini
arggtirmiglardir. 12 sy tizerinde yapilan ¢gmada 10Bacillus suisu PHB Uretmytir.
Ortama glukoz ilavesi ile Gretim 13 kat argtm. Karbon kayng olarak ortama

asetat ve laktoz ilave edifgihnde PHB Uretiminde azalma bulungtuwr.

1.4. Enzimler ve Endustriyel Kullanim Alanlari

Enzimler canli organizmalarda substratlarin kimyaegisimini katalizleyen
kompleks molekdllerdir. Enzimler in vitro kollarda da katalitik aktivite
gosterdiklerinden, mikroorganizmalarin bu enzimhesl miktarda tretmeleri sonucu
izole edilerek cgtli endustriyel alanlarda kullanilabilirler. Bir&obiyoteknolojik
calismada kullanilanBacilluslar, urettikleri enzimler nedeniyle ticari 6nemes d
sahiptirler.Bacilluslarin urettigi endstriyel enzimlere dérnek verecek olursak selul
ve amilazlar deterjan endustrisinde; proteazlar esidustrisinde; farkli amilaz ve
pullulanazlar besin ve meyve suyu endustrisinddakumaktadir (Kim ve ark.,
2005; Annamalai ve ark., 2011).

Amilazlar, biracillik ve damitma, k#&, fermantasyon, gida, tekstil ve
nisastaninsekerlatirme uygulamalarinda (Rezaei ve ark., 2010; Kumwerark.,
2010; Annamalai ve ark., 2011b; Asgher ve ark., 720Qaygin bir kullanim

gostermekle birlikte, klinik, medikal ve analitiknkya gibi diger bazi alanlarda da
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kullaniimaktadirlar (Reddy, 2003). Deterjanlardadmnzimler, daha verimli bir
yikamanin olgabilmesi icin Kkirlilikleri kigUk parcalara ayirir ev onlarin
uzaklgtinimasini  arttinr.  Bu amacla amilazlar sasta ve tdrevlerinin
uzaklgtirimasi icin kullanilir (Tanaka ve Hoshino, 199R%aulo ve Gubitz, 2003;
Souza ve Magalhaes, 2010)amilazlar 1970’lerin bdangicindan beri deterjanlarda
kullaniimaktadirlar. Amilazlar biracilikta arpadamalt eldesi sirasinda arpanin
nisasta iceren endosperminin parcalanmasinda kullgnibiup, olwan purelerin
filtrasyonlari hem daha hizli hem de daha kolaggdsstiriimektedir (Aehle, 2007).
Tekstil drunlerinin  dokuma slemlerinde daha gam olmasi igin uygulanan
hasillama sleminden sonra gastanin uzakkriimasi icin kullaniimgtir (Paulo ve
Gubitz, 2003; Aiyer, 2005; Aehle, 2007; Souza ve gilhaes, 2010). Bazi
argtirmacilar tarafindan amilaz aktivitesi gostem@acillus subtilis(Matsuzaki ve
ark., 1974), Bacillus amyloliuefaciens(Borgia ve Campell, 1978)Bacillus
caldolytcus(Grootegoed ve ark., 1973acillus coagulangBliesmer ve Hartman.,
1973),Bacillus licheniformigMeer, 1972; Saito, 1973Bacillus MacerangLane ve
Pirt, 1973), Bacillus stearothermophilugOgasahara ve ark., 1970) Racillus
subtilis var. amylosacchariticugMatsuzaki ve ark., 1974jirleri Uzerinde ¢agmalar

yapiimstir.

Selllazlar biracilik, gida, k& ve kait hamuru ile tekstil endistrilerinde
gens uygulama alani bulngtur (Das ve ark., 2010). Gunumuzde seltlazlarin
kullanildigi cok farkl alanlar vardir. Seltlazlar gida endgstde, zeytinyglarinin
ayrilmasinda, meyve nektar ve purelerinin Uretimintieyve ve sebze iceceklerinin
berraklgtiriimasi gibi alanlarda ygun sekilde kullaniimaktadirlar (Sukumaran ve
ark., 2005). Kullanilny kagitlar, gazete katlari ve ambalaj katlar geri dongim
icin  6nemli bir kaynaktir. Kgatlardaki mirekkeplerin enzimatik yolla
uzaklgtiriimasi, guniamizde kimyasal uygulamanin yerinmigl durumdadir
(Schafer ve ark., 2007). Yemlerin besirgederini artirmak amaciyla tek mideli ve
gevis getiren hayvan yemlerinin tretimi icin kullanitardir (Kiran ve ark, 2006).
Selulazlara ek olarak pektinaz ve hemiselllazldéi gnzim kargimlari yemlerin
besin dgerlerini artirmak icin gunlik yemlerine ilave ediklerdir (Sukumaran ve
ark., 2005). Selulaz aktivitesi goster@acillus subtilis (Soutschek-Bauer ve

Staudenbauer, 1987), Bacillus  stearothermophilus (Soutschek-Bauer ve
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Staudenbauer, 1987) \EBacillus sphaericugSingh ve ark., 2004) turleri Uzerinde
calismalar yapilmgtir.

Lipazlarin balica ticari kullanim alani deterjanlardir. Toplapaz saginin
%32’si deterjan endustrisinde kullaniimaktadir. Mgk olarak 13 milyar ton
deterjana 1000 ton kadar lipaz eklemesi yapiimaktdd miktarda lipaz gida, Iat,
sut, kozmetik, pestisit, insektisit, ilac ve sig kimya endustrilerinde
kullaniimaktadir. Son zamanlarda, farkli kullanimagli (endustriyel kullanim, ev
ici kullanimlar, camgir, bulaik, toz temizleyiciler vb.) deterjanlarda temizlegigcl
artinmi hedeflenerek enzim katkilari kullaniimagaslanmstir (Sharma ve ark.,
2009). Baz! argirmacilar tarafindan lipaz aktivitesi gostei@acillus pumilugKim
ve ark., 2002),Bacillus alcalophilus (Ghanem ve ark., 2000ye Bacillus
thermoleovorans (Castro-Ochoa ve ark., 2005) turleri Uzerinde sgadiar

yapiimstir.

Proteazlar; protein molekullerini parcalayarak canterdaki lekeleri
cikarabilecek veya deterjan igandeki diger maddelerle c¢6zunebilecek hale
getirmektedir.ideal deterjan proteazlari, yiyecek, kan vgediviicut salgilarindan
dolayi lekelerin buylk bir kisminin uzakiaasini kolaylstirmak icin, geni substrat
Ozgulligiine sahip olmalidir. Deterjan icinde bir proteaegmiyi performansi icin
anahtar parametre onun izoelektrik noktasidir. fpetecozeltisinin pH'1 ile pl'si
birbirine uyumlu ise proteazin bu uygulama igin goygun oldgu kabul edilir.
Ayrica bir proteazin izo elektirik nokta gleri ne kadar yiksekse, o proteaz o kadar
yuksek pH’larda etki gosterebilmektedir (Celik, B)OProteazlar, hayvan postlarini
deriye dongtirmede islatma, kirecleme, kildan arindirma, yiandendirma ve
ayirma aamalarinda siklikla kullaniimakta ve yapilansaranalara gére kimyasal
maddelere gore daha yiksek aktivite gdstermekexdiGeleneksel dericilikteki
banyo glemi, deri Uretim proseslerinden kire¢ gidermyemi sonrasinda alkali
proteazlarin kullanimi ile gercekt@ilmektedir. Ham deri yapisinda bulunan
globtler proteinler pargcalanmakta ve bu yapilagrimi sa&lanmaktadir (Mukhtar
ve Haq 2008). Bgday unu firincilikta en 6nemli biendir. Firin hamurlarinin
Ozelliklerini belirleyen gluten maddesi, suda ¢caxi@&yen bir proteindirAspergillus

oryzaéden elde edilen endo ve eksoproteinazlar siniri gooteoliz ile bgday
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glutenini modifiye etmek igin kullaniimaktadir. Fgal proteazlar, beyaz ekmek ve
pogacalarin yapiminda da gaaili bir sekilde kullanilmaktadir. Fungal proteazlarin
asiri miktarlari, ekmg@i hamurumsu bir hale getirmektedir. Enzim ilaveseltikle
sert ve elastiki hamurlar icin uygundur. Hamura ik@ap enzimatik muamele,
hamurun elle veya makine ile Uretimini kolaglar, boylece urtinlerin daha gerbir
aralikta Uretilmesini gdar. Proteazlarin ilavesi ile artan somun hacimiége karsma
zamanini yaklasik %25 oraninda azaltmaktadir. (eBacillus subtilisproteazlari
kek, biskuvi ve kraker yapiminda kullaniimaktadBu proteazlar hamurlarin
yumuwamasini geciktirmek icin kullanihir ve 0zellikle dier Uretiminde ¢ok
onemlidir (Fadilglu ve Erkmen, 2004; Celik, 2006). Bu alanda asidilantar
proteazlar amilazlarla birlikte kullanilarak Grindadina ve aromasina da etki
etmektedir (Krajewska, 2003). Proteazlar, kozmetiktillaniimaktadir. Cilt ve sac¢
bakim drdnlerinde kullanilan kolajenoz hidrolizae welastin  maddeleri &r
tendonlarinin proteolitik hidroliziyle elde edilmeklir (Langmaier ve ark., 2002).

Kitinazlar organizmalar arasinda oldukcagyn bir da&ilim go6sterir. Bu
dagihm bakteriler, mantarlar, yuksek bitkiler, boocekl kabuklular ve bazi
omurgalilari icermektedir (Flach ve ark., 1992)tit@dzlarin bu organizmalardaki
rolleri ¢cok caitlilik gosterir (Shubakov ve Kucheryavykh, 2008jtkiler, mantarlara
karsi savunma mekanizmasi olarak kitinaz Uretirler.ingiz, fungal patojenlerin
misellerini parcalar. Kitinaz geninin bitkilere trsferi ile elde edilen transgenik
bitkiler fungisid ve insektisid 6zellikler kazanntakve boyle transgenik bitkiler
kendileri icin patojen funguslarla ve bdceklerlevaabilmektedir. Dgal olarak
genotipinde kitinaz geni bulunduran bazi bitkileilinmektedir. Orn; akc¢azag,
siyah, kirmizi ve beyaz mge ggaclarinin sglikli gévde ve kdk dokularindg-1,3-
glukanaz ve kitinaz vagl tespit edilmg ve bu enzimlerin bugaclarda patojen olan
Armillaria mellednin hif c¢eperlerinin erimesine sebep ofdu bildirilmistir.
Bakteriler tarafindan Uretilen kitinaz ise, kitikirbon (C) ve enerji kaygaolarak
kullanma amacina yoneliktir (Leah ve ark., 1995)d&kitinazlar, ekzokitinazlar,
beta-N-Asetilgltikoaminidazlar ve kitobiazlar olaraikiflandirilan kitinazlarin, kitin
ve onun turevlerini pargaladiklari bilinmektedinddkitinazlar kitin polimerini igten
parcalayarak ekzokitinazlar da kitobiozu bir uctaiivererek slev gorurler. Beta-

Nasetil glikozaminidaz N-asetil glikoz amin monoteeni kitinden c¢ikarir bu
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durumda kitobiaz da kitobiozu N-asetil glikozamimeroliz eder. Kitinazlar birgok
mikrobiyal turlerin bunyesinde barinmaktad8erratia, Bacillus, Vibrioturlerinin
bircok kitinolitik enzim salgiladiklari ve kitin gayan protein ihtiva ederek bunlarin
kitini  sinerjitik olarak parcalagh ve ekstraselliler cevreye salgiladiklar
bilinmektedir (Suzuki ve ark., 1998Bacillus tirleri arasinda kitinaz ve kitobiaz
dagihmi incelenmg ve Bacillus licheniformis2X-70 syunda termostabil kitinaz
aktivitesi oldgunu saptamgtir. Bacillus circulansyaban tipi (wild type) 12 sw
kultar besiyeri icine kitinazi salgilama yet@mraledir. Bakteri icerisinde §gik edici
subsrat olarak kitin ihtiva eden besiyerinde Udgtilzaman, 6 ayri kitinaz enzimini
salgilamakta ve enzim kultiriin stpernatantindae eldilebilmektedir. Kitinaz A-
1'in kitine karl ylksek dizeyde affinitesi ol@u ve kitinaz sistemi icerisinde
kitinaz1 parcalamasi acisindan 6nemli @dwlistntlmektedir.Bacillus circulans
4.1 syunun kitini yuksek pH'da (6-12) parcal@dive bu organizmadan kitinazin
kisim kisim saflgtirilarak elde edildii ve elde edilen kitinazin da glve larvalari
Uzerine toksik etkili oldgu saptanmtir. Bacillus thuringiensien bdcekler
Uzerindeki toksisitesi kitinaz kodlayan gen tardén artirilabilir (Rojas-Avelizapa
ve ark., 1999).

Pektinazlar 60 yildan daha fazla siredir gida ve/vmesuyu Uretiminde
kullaniimaktadir. Ticari pektinaz Uretiminde kullEm asil mikroorganizma
Aspergillus nigedir. Pektinazlar elma, armut, Gzim, turuncgilléyru erik gibi
meyve sularinin domates suyu gibi sebze sular@zrlanmasinda kullaniimaktadir.
Yuksek poligalakturonaz aktivitesine sahip pektikzienlerin kullanimi ile meyve
sularindaki bulanik@in kararli hale gelmesi kariimistir.  Pektin parcalayan
enzimler gida endustrisinde 6zellikle meyve sulariperraklatiriimasinda, meyve
suyu uretiminde filtrasyonu kolaarip verimin artiriimasinda, C vitamini sentezi
icin ¢ikis maddesi olan galakturonik asit eldesingatap endistrisinde, gkarin
ekstraksiyonunda, pigmentlerin ve sellloz fiberidmazirlanmasinda, kahve ve cay
fermantasyonunda fonksiyonel gida maddeleri olaiaosakkaritlerin tretiminde
yeni uygulamalar i¢in kullaniimaktadirlar (Telefancl997; Phutela ve ark., 2005;
Patil ve ark., 2006; Botella ve ark., 2007).
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1.5. Tezin Amaci

Bu calsmada Trabzon ve Giresun’dan toplanan findiklarddacillus
izolasyonu yapilarak, bu izolatlarda bazi enzim{@paz, amilaz, selllaz, proteaz,
kitinaz, pektinaz) Uretme yeteneklerinin gnalmasi amaclanmitir. Yiksek enzim
aktivitesi gostereBacillusizolatlar fizyolojik, biyokimyasal ve molekulenalizleri

yapilarak tanimlanngtir.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1. Orneklerinin Toplanmasi

Calisma icin kullanilacak olan findik 6rnekleri Trabzea Giresun illerinden
toplandi. Farkl lokasyonlardan toplanan findik ékierinin her birine bir numara

verildi.

2.2.Bacillus izolasyonu

Her bir lokasyondan toplanan findiklardan 10’ar tadienarak 250 ml’'lik
beherlere konuldu. Uzerlerine 5 ml nutrient brottieadi ve kartirildi. Her bir
beherden deney tiplerine 3 ml Nutrient Broth (NBnhaak 30°C de 2 saat
inkiibasyona birakildiinkiibasyondan sonra 65°C de yarim saat bekletilel. bir
tipten 200 pl alinarak Nutrient Agar (NA) besiyeriyayma ekimleri yapildi.
30°C’lik etivde 1 gece inktibasyona birakildi.

2.3. Saf Kdltarlerin Olu sturulmasi

Yayma ekim sonuclari incelendi. Her bir petridestgale 5 koloni secilerek
nutrient agar besiyerine cizgi ekimleri yapildi.°GQik etiivde 1 gece inkiibasyona
birakildi.
2.4. Stoklarin hazirlanmasi

Stoklama glemi ise Luria Bertani (LB) sivi besiyerine ekikrtaze kulttrler

sonraki cagmalarda kullaniimak tGzere %20'lik steril glisergkrisinde -20°C’lerde

muhafaza edilngtir.
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2.5.1zolatlarin Cesitli Boyama Yontemleri fle Morfolojik Ozelliklerinin

Belirlenmesi

2.5.1. Gram Boyama

Gram boyama, bakterilerin hiicre duvarinin igehakkinda bilgi veren bir
boyamadir. Gram negatif olarak boyanan bakterileffiicre duvarindaki
peptidoglukan tabakalari incedir. Gram pozitif akarboyananlar ise kalin bir
peptidoglukan tabakasina sahiptir. Bu ylzden farkhkte boyanirlar. Boyamada
cssitlili gi bu unsur sgar.

Gram boyama icin genc¢ kulttrlerden (24 saattensamagar hazirlandi. 60
saniye kadar kristal viyole ile muamele edildiksonra saf su ile boya yikandi. 60
saniye kadar lugol ile muamele edildi ve saf suyleama slemi yapildi. Aseton
alkol ile 20 saniye kadar yilkamglemi yapildi. Son olarak safranin 30-60 saniye
kadar uygulandi. Son kez saf su ile yikanarak nsikop altinda incelendi ve mor

renkli bakteriler Gram pozitif olarak gerlendirildi.

2.5.2. Spor Boyama

Endospor, bazi bakterilerin uygun olmayan hayatlarinda olgturduklari,
cozu ds etkiye dayanikli olan yapilardirizolatlarin endospor ofturup
olusturmadgl ve endospor hicre icindeki pozisyonunun belirlesnamaciyla ygi
kaltarler (2-5 gunldk) kullanildi. Kdltarlerden smue yapildiktan sonra sporlari
gozlemek icin Coomassie Brilliant Blue kullanil@@oomassie Brilliant Blue boyasi
smear Uzerine damlatilarak 3-4 dakika bekletildsaésuyla yikanarak mikroskopta
sporsekilleri incelendi.
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2.6.izolatlarin Bazi Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi

2.6.1. Lipaz Aktivitesi

Tween 20, Tween 80 ve Tribltirin agar besiyerkerrer bir izolattan nokta
ekimler yapildi ve 30°C de 3 gin inkube edildi. Bne20 ve Tween 80 besiyeride
kolonilerin etrafinda kristal yapilar gozlenmesi tréoitirin besiyerinde isgeffaf

zonlarin olgmasi pozitif sonug olarak derlendirildi.

Tween 20, Tween 80 ve Tributirin Besiyerleri; %ftipton, %0,5 Maya
ekstrakti, %0,5 NaCl, %0,01 Ca@H,O (pH 7.2), 100 ml dkD, %1 oraninda da

istenilen besiyeriye gore Tween 20, Tween 80 vbuknin icermektedir.

Aktivite godsteren bakteriler daha sonrakamada Rhodamin B besiyerine
ekildi ve 1 gece 30°C de inkube edildi. Transillaatiorde Ultra viole (UV) stk
altinda (365 nm) bakilginda besiyeride koloniler ¢cevresinde turuncu regk&lpilar

gozlenmesi lipaz aktivitesini belirtir (Kugiyamd980).

Rhodamin B besiyeri; 10 ml Rhodamin B boyasi (1my/8g Nutrient broth,
4g NaCl, 169 Agar, 25ml zeytingave 1L dHO icermektedir.

2.6.2. Amilaz Aktivitesi

Amilaz aktivitesi icin ngasta agar besiyerine nokta ekimler yapildi. 30°Q de
gece inkibe edildi. Buyime gozlendikten sonra kitdoriizerine iyot soliisyonu£&
19, KI=2g /300ml) damlatildi ve seffaf zonlara Hakak amilaz aktivitesi belirlendi

(Sambrook ve Russell, 2001; &an, 2010).

Amilaz besiyeri; 10g Tripton, 5g Maya Ekstrakti,gl®aCl, 15g Agar, 59
Nisasta ve 1L dkD icermektedir.
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2.6.3. Kitinaz Aktivitesi

Kitinaz aktivitesi icin kitin besiyerine nokta ekien yapildi ve 10 gin 30°C
de inkibasyona birakildi. Kitinaz aktivitesi besige seffaf zon olgumu ile
gozlemlendi (Roberts ve Selitrennikoff, 1988; Ok2§05).

Kitinaz besiyeri icin 100 mg kolloidal kitin 20 ndH,O c¢6zindikten sonra
1.6 g NB, 2 g agar ve 80 ml dbliceren kagima ilave edildi.

2.6.4. Selulaz Aktivitesi

Selilaz aktivitesi icin karboksimetilseltlaz (CM{@gren besiyeri kullanildi.
SelUlaz besiyerine nokta ekimler yapildi ve 1 g&6é de inktbe edildi. Buyime
gozlendikten sonra besiyerini kaplayagakilde kongo kirmizisi eklendi. 15 dakika
bekledikten sonra boya dokuldi. Tekrar besiyeririaezel M NaCl eklendi ve 15
dakika bekletildi ve selilaz aktivitesi kirmizi amida sari zon ojumuyla
gozlemlendi (Sambrook ve Russell, 20015Kim, 2010).

Selillaz besiyeri; 10g Tripton, 5g Maya Ekstrakflig INaCl, 15g Agar, 1g
CMC ve 1L dHO icermektedir.

2.6.5. Pektinaz Aktivitesi

Pektinaz varfiini argtirmak icin gagidaki besiyerleri kullanildi. 30 °C’'de
3-4 gunluk inkiibasyon sonucunda hazirlanan 1% (wWiv)
cetyltrimethylammoniumbromide (CTAB) solusyonu o koloniler Uzerine
dokuldu. Oda sicakdinda 10 dak. bekletikten sonra kolonilerin etrafirabik zon
olusumu bakterilerin pektinaz Ureitni gosterir (Kobayashit ve ark.,1999; Altan,

2004). Pektinaz besiyeri icin iki metot kullanildi.

Birinci metot; 1g Maya ekstrakti, 2g Amonyumslulf&ig NaHPQ,, 3g
KH,PQ,, 5g Pektin (Casein) ve 20g Agar icermektedir.
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Ikinci metot; 1g Amonyum siilfat, 6g M4PQ, 3g KH,PO; 5g
Polygalacturonicacid ve 20g Agar icermektedir.

2.6.6. Proteaz Aktivitesi

Bacillus suslarinda proteaz aktivitesini atamak icin jelatin iceren besiyeri
kullanildi. Besiyerilerine ekileBacilluslar 30°C’de iki guin inktbe edildikten sonra
bakterilerin etrafinda tespit edilen zonlar protesivitesi icin pozitif sonuctur
(Josephine ve ark., 2012).

Proteaz besiyeri; 2g &KPO, 1g glukoz, 5g pepton, 15g agar, 15g jelatin ve
1L H,O icermektedir.

2.7. Yuksek Enzim Aktivitesi Gosteren BakterilerinTanimlanmalari

2.7.1. MTEK 2 Sistemiyle Biyokimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi

Izolatlar nutrient agara ekim yapilarak bir gunlikkiibasyon sonrasi
biyokimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi amaciylair&un il Kontrol Laboratuari

Mikrobiyoloji Analiz Birimi’nde bulunan MTEK 2 cihazi kullanild.

VITEK 2 sisteminde (bioMe'rieux) flurosan temelli biteknolojiyi
kullanmaktadir. Sistemde sivi dilisyon bazli Graoziff, Gram negatif, maya ve
kaf gibi organizmalarin tanimlanmalarini gkyan 64 tane kuyucuklu Kkartlar
kullaniimaktadir (Verweij ve ark., 1999; Pincus02).

Kaltar sistemi bu plastik kartlardir. Test edilecélakteri stispansiyonu,
kapiller yoluyla kuyucuklara gecer ve kuyucuklardkinyasal ajanlar ile rehidrate
olur. Kisa slrede Ureyen bakterilerin bulanikhik ustdlrmasi, besiyerinde
tirbidimetrik olarak élculiir. Uremenin lineer regyen analizi ve algoritmalar ile

minimal inhibisyon konsantrasyonu belirlenir.
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2.7.2.1zolatlarin Fizyolojik Ozelliklerinin Belirlenmesi

2.7.2.1. Optimum Blyume Sicakliklarinin Saptanmasi

Izolatlarin biytime sicakliklarinin belirlenmesi angkc Triptic Soy Broth
(TSB) besiyerine ekim yapildi. Her bir 6rnek 2530;7C, 40°C ve 50°C’ye ayarli su
banyolarinda 16-24 saat inkiibe edildikten sonratspi@tometrede (OD 600 nm’de)
Olcimleri yapildi. Bu sayede izolatlarin maksimuenrainimum biyime sicakliklar

belirlendi.

2.7.2.2. Optimum Biyume pH Araliklarinin Saptanmasi

Izolatlarin biytyebildii pH araliklarinin  belirlenmesi icin diaik pH
degerlerine ( 5, 6, 7, 8, 9) sahip TSB besiyerine iilekedildi. Her bir izolat
maksimum buyiime sicaginda 24 saat inkiibasyona birakilthkiilbasyon sonrasi
spektrofotometrede (OD 600 nm’de) olguimler yapKaizolatlarin maksimum ve

minimum bytyebileca@ pH dezerleri tespit edildi.
2.7.2.3. NaClihtiyacinin Belirlenmesi

Izolatlarin NaCl ihtiyaclarinin belirlenmesi amaaiy#o2, %5, %7 ve %9
oranlarinda NaCl eklenmiTSB besiyerleri hazirlandi. Bu besiyerlerindenr 4
deney tuplerine alinarak her bir izolattan ekim iidap 1 gin boyunca uygun
sicaklga ayarl etiivde inkiibe edildinkiibasyon sonrasi spektrofotometrede (OD
600 nm’de) dlcumler yapilarak izolatlarin hangi rada tuzu tolere edebildiklerine
belirlendi.
2.7.3.1zolatlarin Molekiiler Ozelliklerinin Belirlenmesi

2.7.3.1. Genomik DNAIzolasyonu

Genomik DNA'nin izolasyonu, Sambrook ve arkgda (1989) tarafindan

aciklanan yonteme gore yapikmr. Calsmada kullanilan izolatlar NB besiyerinde
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30°C'de bir gece inkube edilerek Uretgtini Elde edilen sivi kilttr iki kez oda
sicaklginda 13000 rpm’de 3 dakika santriftij edilerek colhinUsttir. Stipernatant
kismi dokulerek pelletin tzerine, 500 ul TE tampdd0® mM Tris-HCI; 1 mM
EDTA, pH 8) ilave edilmi ve pellet ¢c6zulmgitr. Daha sonra her bir tipe 10 pg
lizozim ilave edilerek vortekslengve 37°C’de 1 saat bekletilgtir. Hucrelerdeki
proteinlerin parcalanmasi igin, 50 pl %10’'luk SDieaerek 37°C'de 30 dakika
bekletilmistir. Bu stire sonunda, tiipe 3 M’lik 0,1 hacim 55pdlyum asetat (pH 5,2)
eklenerek 65°C'de 30 dakika bekletigtit. Uzerine 500 pl fenol:kloroform:izoamil
alkol (25:24:1) ilave edilngive 4 dakika 13000 rpm’ de santriftj ediktm. TUpin
ust kismindaki sivi alinip temiz tipe birakgtm Bu tupe tekrar 500 pl kloroform
eklenmi ve alt-tst edilerek 13000 rpm’de tekrar 4 dakikatsflj edilmitir. Bu
islem iki kez tekrarlandiktan sonra st sivi kisimniyiipe alinmgtir. Bu sivi kisma
0,1 hacim (55 pl) 3 M sodyum asetat ve 2 hacim Q1Q0 %96’lik etanol ilave
edilmis ve -20 °C'de 45 dakika bekletilgtir. Daha sonra 13000 rpm’de 15 dakika
santrifij edilmg ve Ust kisimdaki sivi Baltiimistir. Kalan peltenin tGzerine 500 pl
%70’lik etanol ilave edilerek tekrar 13000 rpm’ded@kika santrifiij edilngtir. Ust
kisimdaki sivi dokulerek pellet acik havada kumugtur. Elde edilen DNA pelleti,
50-100 pl TE tamponun’da ¢ozllgyiagaroz jelde yuaritilerek kontrol ediknie
4°C’de muhafaza edilrgtir.

2.7.3.2. PCR Yontemiyle 16S rRNA Cgaltilmasi

izole edilen DNA'larin 16S rRNA gen analizi yapilmbesi icin gagidaki

primerler kullaniimgtir.

Forward, 5-ATT CTA GAG TTT GAT CAT GGC TCA-3’;

Reverse, 5-ATG GTA CCG TGT GAC GGG CGG TGT GTA-3'.

Elimizdeki izolatlarin 16S rRNA gen analizlerininaglabilmesi icin
yukaridaki primerler kullanilarak PCR reaksiyonupydi. Reaksiyon 50 pl'lik
hacimde gercekigtirildi. PCR tupune, 2,5 tnite Go Tag DNA polimerd®d pl 5x
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PCR tamponu (10mM Tris-HCI, pH 8,3), 3 pl 25 mM @lg 1,5 pul 1 mM ileri
primeri, 1,5 pl 1 mM geri primeri, 1 pul 10 mM dNTdn ve 2 pul genomik DNA
birakilarak steril dBO ile 50 pl'ye tamamlandi.

PCRsartlarl 95°C’de 2 dakikalik denatiirasyondan sofra@gu 95°C’de 1
dakika, 55°C’de 1 dakika ve 72°C’de 2 dakieklinde gerceklgirilmistir (Riffard
ve ark., 1998). PCR reaksiyonu, 10 mg/ml EtBr iateden %1’lik agaroz jelde

80V’da 45 dakika yuratilerek, jel gorunttleme sisitde gortntilenmitir.

Elde edilen PCR drunleri ilgili firmaya (MacrogeHpllanda) gonderilerek
sekanslari gercelderildi. Sekans sonucunda elde edilen 16S rRNA geriCBI
gen bankasinda bulunangdr 16S rRNA genleri ile Blast (basic local alignmhen

search tool) programi kullanilarak kdastirmasi yapildi.

26



3. ARASTIRMA BULGULARI

Bu calgmada Trabzon ve Giresun illerinin 9 farkli lokasglan toplanan
findik orneklerinden 115 bakteri Orkieizole edildi. Bu 6rnekler Gram boyama
sonucu 29 izolatiiBacillus oldugu belirlendi §ekil 3.1). Koloni morfolojisi stereo

mikroskop altinda incelendi (Tablo 3.1).

Sekil 3.1.Gram pozitifBacillusun gorinimu
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Tablo 3.1.izolatlarin morfolojik dzellikleri

izolatlar Bélge Koloni Koloni Sekli Bakteri Gram Spor
Rengi Sekli Boyama
F1 Giresun Beyaz Purdzlu ds hatsekilsiz ~ Streptobasil + Merkezi
yuvarlak
F2 Giresun Beyaz Bhatsekilsiz Basil + Terminal
yuvarlak
F4 Giresun Beyaz Merkez koyu yuvarlak Streptobasil + Terminal
F8 Giresun Beyaz Bhat koyu yuvarlak  Streptobasil + Terminal
F9 Beikdizi Saydam  Sekilsiz mukus benzeri Streptobasil + Terminal
F10 Duzkoy Beyaz Merkezi koyusdhat Streptobasil + Terminal
dumansi yuvarlak
F11 Duzkoy Beyaz Merkez koyu yuvarlak Basil + Merkezi
F12 Duzkdy Beyaz Piruzlughat koyu Streptobasil + Merkezi
F13 Duzkoy Beyaz Merkezde koyu halka Basil + Merkezi
yuvarlak
F14 Duzkdy Beyaz Merkezde koyu halka Streptobasil + Merkezi
yuvarlak
F15 Duzkdy Beyaz Bhat koyu yuvarlak Basil + Terminal
F16 Akcaabat Beyaz Phatsekilsiz Streptobasil + Merkezi
F17 Akcaabat  Beyaz Yuvarlak Streptobasil + Merkezi
F18 Akcaabat  Saydam Yuvarlak Basil + Terminal
F20 Akcaabat Beyaz Yuvarlak Streptobasil + Subterminal
F22 Trabzon Beyaz Dis hatti koyu yuvarlak  Basil + Terminal
F23 Trabzon Saydam Yuvarlak Basil + Merkezi
F24 Trabzon Beyaz Merkez koyu yuvarlak Basil + Terminal
F25 Yomra Beyaz Merkez koyu yuvarlak Basil + Terminal
F27 Pelitli Sarl Merkez koyu yuvarlak Basil + Terminal
F28 Pelitli Beyaz Dis hatsekilsiz Basil + Merkezi
F29 Pelitli Beyaz Yuvarlak Basil + Merkezi
F30 Pelitli Kirmizi Yuvarlak Basil + Subterminal
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Tablo 3.1.(devam)

izolatlar Bélge Koloni Koloni Sekli Bakteri Gram Spor
Rengi Sekli Boyama
F32 Pelitli Sari Yuvarlak Basil + Merkezi
F34 Kopriba Beyaz Yuvarlak Basil + Merkezi
F35 Kopriba Beyaz Pirizli yuvarlak Streptobasil + Merkezi
F36 Kdpribar  Beyaz Puruzlusekilsiz Basil + Termina
F38 Gorele Beyaz Parlak yuvarlak Streptobasil + Merkezi
F39 Gorele Beyaz Dis hat agik renk Basil + Terminal

yuvarlak
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3.1. Enzim Aktiviteleri

Izole edilen 2Bacillus sp. sylarinin lipaz, amilaz, selulaz, kitinaz, pektinaz
ve proteaz aktivitelerine bakildzolatlarin 6 tanesinde amilaz, 9 tanesinde sel@laz,
tanesinde kitinaz ve 5 tanesinde de proteaz adsivijoriltrken lipaz ve pektinaz
aktivitesi hi¢ birinde gortulmedgkil 3.2; Tablo 3.2, 3.3).

Sekil 3.2.1zolatlarin enzim aktivitelerinin kantitatif olargoriinumleri.

(a) Tween 20 besiyerinde kristgdijarin gérinimu;
(b) Amilaz aktivitesi; (c) Selulaktivitesi;

(d) Proteaz aktivitesi; (e) Kitinaktivitesi,

(f) Tribdtirin aktivitesi
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Tablo 3.2.izolatlarin lipaz aktivitesi sonuclari

LiPAZ
1ZOLATLAR TWEEN 20 TWEEN 80  TRIiBUTIRIN RHODAM iN B
F1 - - - )
F2 ++ * ; )
F4 - ) )
F8 + - ) )
F9 - - ) )
F10 - - - )
F11 + - r i
F12 - r F )
F13 » F ) )
F14 - - y )
F15 - - ; )
F16 ++ - - i
F17 + - ; .
F18 + + i ¥
F20 - - ; )
F22 - - ) )
F23 +++ + - )
F24 - - - )
F25 - - ) )
F27 - - - )
F28 + - - )
F29 ++ - ) )
F30 ++ - - i
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Tablo 3.2.(devam)

LiPAZ

iZOLATLAR
TWEEN 20

TWEEN 80

TRIBUTIRIN

RHODAM iN B

F32 -

F34 -

F35 +

F36 ++

F38 -

F39 -

(+):Dustk aktivite; (++):1yi aktivite; (+++): Yuksek aktivite, (-): Aktivite/ok
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Tablo 3.3.izolatlarin enzim aktivitesi sonuglari

IZOLATLAR AMILAZ SELULAZ KITINAZ PROTEAZ PEKTINAZ

= - - - - -

F2 - +++ + + -

F4 - - - - -

F8 - - - - -

F9 - - - + -

F10 + - - - -

F11 - - - - -

F12 - - - - -

F13 - ++ - - -

F14 - - - - -

F15 - ++ - - -

F16 +++ +++ + + -

F17 - - . -

F18 + - - - -

F20 - - - - -

F22 - - - - -

F23 - + - - -

F24 - - - - -

F25 - - - - -

F27 - - - - -

F28 +++ + - + -

F29 - ++ - - -

F30 + +++ - - -
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Tablo 3.3.(devam)

IZOLATLAR AMILAZ SELULAZ KITINAZ PROTEAZ PEKTINAZ

F32 - - - + -

F34 + - - - -

F35 - - - - -

F36 - +H+ - - -

F38 - - - - -

F39 - - - - -

(+):Dusuik aktivite; (++):Tyi aktivite; (+++): Yiiksek aktivite, (-): Aktivitgrok

3.2. VITEK 2 Sistemiyle Biyokimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi

izolatlarin biyokimyasal 6zelliklerini tespit etmelk tanimlama yapabilmek
icin VITEK 2 sistemi kullanilmgtir. Yiksek enzim aktivitesi gosteren izolatlarin

biyokimyasal 6zellikleri Tablo 3.4'te verilrtir.

Tablo 3.4.1zolatlarin biyokimyasal test sonuglari

iZOLATLAR

TESTLER 2 16 28 30 36
BETA-XYLOSIDASE + + + + -
L-lysin-ARYLAMIDASE - - - - -
L-aspartat-ARYLAMIDASE - - - - -
Leucin-ARYLAMIDASE - - - - +
Fenylalanin-ARYLAMIDASE - - - - (+)
L-prolin-ARYLAMIDASE - - - - -
BETA-GALACTOSIDASE (+) + + - +
L-pyrrolidonyl-ARYLAMIDASE - - - + +
ALFA-GALACTOSIDASE - - + + +

34



Tablo 3.4.(devam)

IZOLATLAR
TESTLER 2 16 28 30 36
Alanin-ARYLAMIDASE - - + - ()
Tyrosin-ARYLAMIDASE - - (+) + +
BETA-N-ACETYLGLUCOSAMINIDASE - - (+) - +
Ala-Phe-Pro-ARYLAMIDASE + + + (+) +
CYCLODEXTRIN - - - - +
D-GALACTOSE - - - - -
GLYCOGEN - - - - (+)
myo-INOSITOL + + + + -
METHYL-A-D-GLUCOPYRANOSID- . . ) ] .
acidifikation
ELLMAN - - - - +
METHYL-D-XYLOSID - - - - -
ALFA-MANNOSIDASE + + - -
MALTOTRIOSE - - (+) +
Glycin-ARYLAMIDASE - - - - -
D-MANNITOL + + +
D-MANNOSE 5 + +
D-MELEZITOSE - - - + -
N-ACETYL-D-GLUCOSAMIN + - - + -
PALATINOSE - - - - +
L-RHAMNOSE - - - + -
BETA-GLUCOSIDASE + + + +
BETA-MANNOSIDASE - - - - -
FOSFORYLCHOLIN - - - - -
PYRUVAT PVATE (+)  (+) + - +
ALFA-GLUCOSIDASE - - - - -
D-TAGATOSE + + + - +
D-TREHALOSE (+)  (+) + - +
INULIN + + + + +
D-GLUKOSE - - - + +
D-RIBOSE () - - + +
PUTRESCIN-assimilation - - - - -
V/EKST | 6,5% NaCl + + + - +
KANAMY CIN-RESISTENS - - - - -
OLEANDOMYCIN-RESISTENS + + +
AESKULIN-hydrolyse + + + +
TETRAZOLIUM-R@D + + + - (+)

POLYMYXIN

+: pozitif; -: negatif; (+): pozitife yakin; (-):agatife yakin
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3.3. Optimum Buyume Sicakliklarinin Saptanmasi
Elde edilen enzim aktivitesi sonuclarina gore ykksaktivite gosteren 5

Bacillus sp. syu Uzerinde 25°C, 30 °C, 40°C ve 50°C deki sicaftdh bluylime
sonugclarl Tablo 3.5'te verilrgtir.

Tablo 3.5.1zolatlarin biytmeleri Uizerine sicakh etkisi

iZOLAT NO 20°C 30°C 40°C 50°C
F2 - + ++ ZB
F16 + ++ ZB ZB
F28 + ++ + ZB
F30 - + ++ ++
F36 + ++ ZB

(+):Blylume var; (++): Optimum buyime; (ZB): Zayfiyiime, (-):Blylime yok

3.4. Optimum Blytme pH Araliklarinin Saptanmasi

izolatlarin optimum biiyiime sicakliklarina gore pHetteri 5, 6, 7, 8 ve 9

olarak ayarlanan TSB besiyerindeki blyiime sonuglalblo 3.6’da verilmytir.
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Tablo 3.6.1zolatlarin biyumeleri tizerine pH etkisi

iZOLAT NO pH 5 pH 6 pH 7 pH 8 pH 9
F2 - ZB ZB ZB -
F16 - + + ++ +
F28 - + + + +
F30 - - + + +
F36 ZB + + ++ ++

(+):Buyume var; (++): Optimum buyume; (ZB): Zayifiyaiime, (-):Blylime yok

3.5. NaClihtiyaci
Izolatlarin optimum buyime sicakliklarina gére tustoranlar %2, %5, %7

ve %9 olarak ayarlanan TSB besiyerindeki buyimeuglan Tablo 3.7'de
verilmistir.

Tablo 3.7.1zolatlarin biyumeleri tizerine NaCl etkisi

IZOLATNO %2 NaCl  %5NaCl %7 NaCl %9 NacCl

F2 ZB - - -
F16 ++ + + +
F28 ++ + ZB ZB
F30 ++ + - -
F36 ++ ++ + +

(+): Buyume var; (++): Optimum buytume; (ZB): Zapifiyime, (-):Blylime yok
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3.6.1zolatlarin Molekiiler Tanimlanmasi

3.6.1.izolatlarin 16S rRNA Analizleri

Izolatlarin 16S rRNA primerleri kullanilarak yapilaRCR sonucunda
yaklasik 1400 bp’lik bantlar elde edilrgtir (Sekil 3.3).

(&

16 28 30 36

M

1500 —
1000 — EEE
500—

Sekil 3.3.1zolatlarin 16S rRNA urlinlerinin %1’lik agaroz jelgorinumi

Izolatlarin c@altilan 16S rRNA’larinin sekanslari NCBI gen bankds
karsilastirildiktan sonra benzeglibakteriler tablo 3.8’de verilngiir.
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Tablo 3.8.izolatlarin 16S rRNA Dizilerine Gore Turlerinin Tayeéri

izolat No Kayit No 16S rRNA Dizisine Gore En Fazla Bnzedgi Bakteri %

F2 JX293284 Bacillus pumilusstrain D51 99
F2 KC414717 Bacillus altitudinisstrain KUDC1738 99
F2 KC414715 Bacillus aerophilustrain KUDC1736 99
F2 HQ625386 Bacillus safensistrain RRLKE1 98
F2 JX680136 Bacillus stratosphericustrain MCCC 1A00009 98
F16 JN210909 Bacillus pumilusstrain WS31 99
F16 KC414720 Bacillus aerophilustrain KUDC1741 99
F16 KC414710 Bacillus altitudinisstrain KUDC1731 99
F16 JX094180 Bacillus safensistrain E3-2 99
F16 JX680075 Bacillus stratosphericustrain MCCC 1A00440 99
F28 JF411308 Bacillus safensistrain KM8 99

F28 JF746161 Bacillus pumilusstrain SY28 99
F28 KC414715 Bacillus aerophilustrain KUDC1736 99
F28 KJ009497 Bacillus stratosphericustrain 2-Sj-3-3-3-M 99
F28 KF535147 Bacillus altitudinisstrain BAB-1830 98
F28 HQ704705 Bacillus subtilisstrain C301 98
F30 KF944305 Bacillus infantisstrain BW-02 98

F30 HQ397586 Bacillus firmusstrain BSCS3 98
F30 NR_118438 Bacillus drentensistrain LMG 21831 98
F36 KF933672 Bacillus pumilusstrain HNS75 99
F36 KJ716453 Bacillus altitudinisstrain VIT-JPAN 99

F36 KJ575038 Bacillus aerophilusstrain NIOT-Ch-27 99
F36 KF668462 Bacillus stratosphericustrain IHB B 6832 99
F36 JQ283971 Paenibacillus polymyxatrain SF-19 99
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4. TARTISMA VE SONUC

Endustriyel alanda kullanilan enzimlerin yakka %90l
mikroorganizmalardan dretiimektedir (Rao ve ark998; Wolfgang, 2004).
Mikroorganizma kaynakli enzimler; katalitik aktiglerinin yiksek olmasi,
istenmeyen yan Urin cliwrmamalari, daha stabil ve daha ucuz olmalarifreiks
kosullarda calgabilmeleri, buyilk boyutlarda ve ylksek safliktaeslkedilmesi gibi
avantajlara sahip olmasindan dolay tercih ediledikier. Bu enzimler ekstrem
sicaklik, tuz ve pH deerlerinde cok yuksek dizeyde aktivite gosterebilimeikler
(Horikoshi, 1999)Sentezlenen enzimler gida, tekstil, ekmek Uretiteierjan, cgtli
icecekler, deri dletmeleri, biyoremediasyon, yenilenebilir enerjiykaklarindan
alkol tretimi, kozmetik, kiral bilgklerin sentezi gibi kimya ve farmaso6tik alanininda

dahil oldigu ¢cok yaygin bir kullanim alani bulrglardir (Niehaus ve ark., 1999).

Endustride yaygigekilde kullanilan enzimler arasin&acilluscinsine ait tar
ve altturleri tarafindan sentezlenen ondan fazlzinenvardir. Bacillus sp. sulari,
proteolitik enzimler ve karbohidratazlarin 6nemii kaynagzini olusturmaktadirlar.
(Aygan, 2008).Bacillus tirleri ¢sitli kompleks substratlara kgraktivite gosteren
cok sayida ve géli hidrolitik enzimler Gretmekte ve salgilamaktddr. Bu nedenle
Bacillus cinsindeki organizmalar, endustriyel amilaz, s#tilproteaz gibi enzimlerin

uretiminde yayginekilde kullaniimaktadirlar (Uhlig, 1998).

Bu calgmada findiktan 2®Bacillus sp. sgu izole edilmgtir. Bu izolatlarin
lipaz, amilaz, seltilaz, proteaz, kitinaz ve pektiadtivitelerine bakildi. BeBacillus

sp. syunda yuksek enzim aktivitesi belirlendi.

F2 izolatt Gram pozitif, beyaz renkli ve yuvarl&klonilere sahip oldgu
gozlemlendi. Bu bakteri Tween 20, Tween 80 agarybdsrinde aktivite gostermi
fakat Rhodamin B agar besiyeride aktivite gostermggm Bu sonuca gore lipaz
aktivitesi sahip olmagh tespit edildi. Ancak bu bakteride kitinaz, prates yiksek
selilaz aktivitesi oldgu belirlendi. Sicaklik deneyinde 30-50°C agaida
blyudigli, optimum blyume sicakinin 40C olduu tespit edildi. Tuzluluk

toleransinin %2, pH blyime agahin 6-8 oldgu saptandi. Sekans sonuclarina gore
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F2 numarali izolat %99 oranlarin@acillus pumilus, B. altitudinis, B. aerophilus
%98 oranindaB. safensis, B. stratosphericuslarak belirlenmgtir. Shivaji ve
arkadalarinin 2006 yilinda yuksek rakimlarda hava oOrneki®plamak icin
kullanilan kriyojenik tlplerderB. aerius, B. aerophilus, B. stratosphericus ve B.
altitudinis izolasyonu adli makalesind®. altitudinisin Gram pozitif, beyaz renkte
yuvarlak kolonili, lipaz aktivitesinin negatif, blyne sicakiginin 8-45°C, tuzluluk
toleransinin %2, blyuyebilegiepH aralginin 5-8 oldgunu belirtmglerdir. Ayrica
biyokimyasal 6zelliklerinden  myo-inositol, N-acefylglucosamin, inulin
aktivitelerinin de benzer olgu gorulmitir. Morfolojik Ozellikler ve VITEK 2
sistemiyle belirlenen biyokimyasal testler ile 18BNA sonuglarina gére F2

numaral izolatirB. altitudinisbir susu olabilecgine karar verildi.

F16 syu Gram pozitif, beyaz renkli veekilsiz kolonilere sahip oldiu
gozlemlendi. Bu bakteri Tween 20 agar besiyerinddivite goOstermg fakat
Rhodamin B agar besiyeride aktivite gostermgimiBu sonuca gore lipaz aktivitesi
olmadgi tespit edildi. Ancak bu bakteride kitinaz, prategiiksek selilaz ve amilaz
aktivitesi old@gu belirlendi. Sicaklik deneyinde 20-50°C ggalda buyudgu,
optimum buydme sicaldinin 30C olduysu tespit edildi. Optimum tuzluluk
toleransinin %2-9, pH blyume agahin 6-9, optimum pH 8 oldiu saptandi.
Sekans sonuglarina goére F16 numarall izolatin %a@larindaB. pumilus, B.
aerophilus, B. altitudinis, B. safensisve B. stratosphericuslarak belirlenmitir.
Masataka ve arkaglarinin 2006 yilinda uzay araci ve montaj tesiseylerindenB.
safensisizolasyonu adl yaptiklari camada, B. safensitn Gram pozitif, beyaz
renktesekilsiz kolonili, biyime sicakiinin 10-50°C, optimum buytme sicaklBO-
37°C, tuzluluk toleransinin %10, buylyebilgcepH aralginin 5-6 oldgunu
belirtmislerdir. Ayrica biyokimyasal ©Ozelliklerinden Beta-l@etosidase, Beta-N-
Acetylglucosaminidase, D-Mannitol, D-Mannose, D-Batose, Beta-Glucosidase,
Alfa-Glucosidase, D-Glukose aktivitelerinin de benzoldigu goridlmigtar. Bu
sonuclara dayanarak F16 numarali izol&irsafensibakterisinin bir sgu oldusuna

karar verildi.

F28 syu Gram pozitif, beyaz renkli veekilsiz kolonilere sahip oldiu
gozlemlendi. Bu bakteri Tween 20 agar besiyerinddivite goOstermg fakat
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Rhodamin B agar besiyeride aktivite gostermgimiBu sonuca gore lipaz aktivitesi
olmadgl tespit edildi. Ancak bu bakteride proteaz, sdile yuksek amilaz
aktivitesi old@gu belirlendi. Sicaklik deneyinde 20-50°C gtalda buyudgu,
optimum buyidme sical@inin 3C0C olduysu tespit edildi. Optimum tuzluluk
toleransinin %2-9, pH buyime agahin 6-9 oldgu saptandi. Sekans sonuglarina
gore F28 numarali izolatin %99 oranlariilgoumilusB. aerophilusB. safensisB.
stratosphericusve %98 oranlarind®. altitudinis, B. subtilisolarak belirlenmitir.
Masataka ve arkaglarinin 2006 yilinda uzay araci ve montaj tesiseylerindenB.
safensisizolasyonu adl yaptiklar ¢amada, B. safensitn Gram pozitif, beyaz
renktesekilsiz kolonili, biyime sicakiinin 10-50°C, optimum buytme sicaklBO-
37°C, tuzluluk toleransinin %10, bulyuyebilgceoH aralginin 5-6 oldgunu
belirtmislerdir. Ayrica biyokimyasal ©Ozelliklerinden Beta-l@etosidase, Beta-N-
Acetylglucosaminidase, D-Mannitol, D-Mannose, D-Btatose, Beta-Glucosidase,
Alfa-Glucosidase, D-Glukose aktivitelerinin de benzldyu goralmtir. Ayni
zamanda bu bakteri F16 numarali izolat ile de bdikzegostermektedir. Bu
sonuglara dayanarak F28 numarall izolaBn safensis bakterisinin bir sgu
olabilecgi dusunulmektedir.

F30 syu Gram pozitif, beyaz renkli kirmizimsi pigment tére ve yuvarlak
kolonilere sahip oldgu g6zlemlendi. Bu bakteri Tween 20 agar besiyeriaklevite
gostermg fakat Rhodamin B agar besiyeride aktivite gostenigir. Bu sonuca gore
lipaz aktivitesi olmadil tespit edildi. Ancak bu bakteride amilaz ve yukselilaz
aktivitesi old@gu belirlendi. Sicaklik deneyinde 30-50°C ggalda buyudgu,
optimum blylime sicalginin 30-40C oldusu tespit edildi. Optimum tuzluluk
toleransinin %2, pH blyume agahin 7-9 olarak saptandi. Sekans sonuglarina gore
F30 numarali izolatin %98 oranlarinBainfantis, B. firmus, B. drentensi|TEK 2
sonuclarina gére %87 oraninda coagulansolarak belirlenmitir. Gordon ve
arkadalari 1977 yilindaB. firmusve B. lentusturlerini kagilastirdiklari ¢calgmada,
B. firmusun Gram pozitif, pembe pigment Ureten yuvarlak dkoli, optimum
blyime sicakfinin 35°C ve tuzluluk toleransinin %7 ofgunu belirtmglerdir.
Ayrica biyokimyasal 6zelliklerinden glikoz ve matwii aktivitelerinin ayni oldgu
gorulmistir. Bu sonuclara dayanarak F30 numarali bakteinifirmusbakterisine
benzer sgioldusu belirlendi.
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F36 syu Gram pozitif, beyaz renkli vgekilsiz kolonilere sahip oldiu
gozlemlendi. Bu bakteri Tween 20, Tween 80 agaiybesde aktivite gostermi
fakat Rhodamin B agar besiyeride aktivite gostermggm Bu sonuca gore lipaz
aktivitesi olmadg! tespit edildi. Ancak bu bakteride yuksek selidéavitesi oldgu
belirlendi. Sicaklik deneyinde 20-40°C agahda biyudgl, optimum buydme
sicaklginin 30C olduysu tespit edildi. Tuzluluk toleransinin %2-9, pH ke
aralginin 5-9, optimum pH aral 8-9 olarak saptandi. Sekans sonuglarina gore F36
numaral izolatin %99 oranlarind& pumilus, B. altitudinis, B. aerophilus, B.
stratosphericusve %98 oranind@®. Polymyxa;VITEK 2 sonuclarina goére %85
oranindaB. licheniformisolarak belirlenmitir. Shivaji ve arkadgdarinin 2006 yilinda
yuksek rakimlarda hava ornekleri toplamak icin &allan kriyojenik ttuplerderB.
aerius, B. aerophilus, B. stratosphericus ve B.itwainis izolasyonu adli
calismalarinda, B. aerophiluaun Gram pozitif, beyaz renktaekilsiz kolonili,
blyime sicakfinin 8-37°C, tuzluluk toleransinin %11.6, buyuyeb@éi pH
aralginin 6-10 oldgunu belirtmglerdir. Ayrica biyokimyasal 6zelliklerinden myo-
inositol, N-acetyl-D-glucosamin, inulin aktivitelam de benzer oldgu goralmuttr.

Bu sonuclara dayanarak F36 numarali izolBtiaerophilusoldugu belirlendi.
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EKLER

“F2” izolarina ait 16S rRNA'nin kismi sekans dizisi

GCGGTCACCTGGCGGCGTGCTATAATGCAAGTCGAGCGGAAGAAGGGAG
CTTGCTCCCGGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCT
GCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAG
TTCCTTGAACCGCATGGTTCAAGGATGAAAGACGGTTTCGGCTGTCACTT
ACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCTCACC
AAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGA
CTGAGACACGGCCCCAGATTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTC
CGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGT
TTTCGGATCGTAAAGTTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCGAGAGTAAC
TGCTCGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGC
CAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGG
GCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGG
CTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAG
GAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGA
ACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGC
GAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGT
AAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGC
TAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACT
CAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAAT
CGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAACCCT
AGAGATAGGGCTTTCCCTTCGGGGACAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTT
GTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCA
ACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGC
CGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCC
TTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAGAACAAAGGGCTGC
GAGACCGCAAGGTTTAGCCAATCCCATAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCG
CAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATC
AGCATGCCGTCTTGAATACGTGCTCCGGTTCATGGTCC
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“F16” izolarina ait 16S rRNA'nin kismi sekans dizis

GCCGTGCAGCTGGCGGCGTGCTATAATGCAAGTCGAGCGGACAGAAGGG
AGCTTGCTCCCGGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAA
CCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGA
TAGTTCCTTGAACCGCATGGTTCAAGGATGAAAGACGGTTTCGGCTGTCA
CTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCTCA
CCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGG
GACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTT
CCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGG
TTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCGAGAGTAA
CTGCTCGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTG
CCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTG
GGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCG
GCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGA
GGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGG
AACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAG
CGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCG
TAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAG
CTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAAC
TCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAA
TTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAACC
CTAGAGATAGGGCTTTCCCTTCGGGGACAGAGTGACAGGTGGTGCATGG
TTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCG
CAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAAGGTGACT
GCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCC
CCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAGAACAAAGGGCT
GCGAGACCGCAAGGTTTAGCCAATCCCATAAATCTGTTCTCAGTTCGGAT
CGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGG
ATCAGCATGCCTTTTTGAATCGTCTCCAGGTCCGGGAA
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“F28” izolarina ait 16S rRNA'nin kismi sekans dizis

CCGCATCACCTGTCGGCCTGCTACTAATGCAAGTCGAGCGGAAGAAGGG
AGCTTGCTCCCGGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAA
CCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGA
TAGTTCCTTGAACCGCATGGTTCAAGGATGAAAGACGGTTTCGGCTGTCA
TTTACAGATGGACCCGGGGCGCATTAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCTCA
CCAAGGGGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGG
GACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTT
CCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGG
TTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCGAGAGTAA
CTGCTCGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTG
CCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTG
GGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCG
GCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGA
GGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGG
AACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAG
CGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCG
TAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAG
CTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAAC
TCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAA
TTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAACC
CTAGAGATAGGGCTTTCCCTTCGGGGACAGAGTGACAGGTGGTGCATGG
TTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCG
CAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACT
GCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCC
CCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAGAACAAAGGGCT
GCAAGACCGCAAGGTTTAGCCAATCCCATAAATCTGTTCTCAGTTCGGAT
CGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGG
ATCACCATGCTCTTATCTAGAGTGTTGCAGGTCCAGAATC
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“F30” izolarina ait 16S rRNA'nin kismi sekans dizis

CCCGACGACCTGTCACCGGCTATAATGCAAGTCGAGCGGACGGATGGGA
GCTTGCTCCCTGAAGTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAAC
CTGCCTGTAAGACTGGGATAACTTCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGAT
AATGCACAGCCTCTCATGAGGCTATGCTGAAAGATGGTTTCGGCTATCAC
TTACAGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCAC
CAAGGCAACGATGCGTACCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGG
ACTGAAACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTC
CGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGT
TTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTCAGGGAAGAACAAGTGCCGGAGTAA
CTGCCGGCACCTTGACGGTACCTGACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGT
GCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCTGAATTATTG
GGAGTAAAGCGCCCGCAGGCGGTTTCTTTTAGTCTGATGTGAAAGCGCAC
CGCTCAATCGTGGACGGTCATTGGAAACCTGGGGGACTTGAGCGCAGAA
GAGGAAAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGA
GGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTGTGGTCTGTAACTGTCTCTGAGGC
GCGAAAGCGTCGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACTCC
GTAAACGATGAGTACTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGCA
GCAAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAA
CTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTA
ATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTCCTGACAAC
CCTAGAGATAGGGCGTTCCCCTTCGGGGGACAGGATGACAGGTGGTGCA
TGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGA
GCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTG
ACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCAT
GCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAAAGG
GCTGCAAGACCGCGAGGTTAAGCGAATCCCATAAAACCATTCTCAGTTCG
GATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCAATAAGCTGGAATCGTTAGTAATCGC
GCATCACGCTACCATATCTAGAGTGATGCTGCTCATGTCTTGG
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“F36” izolarina ait 16S rRNA'nin kismi sekans dizis

CCCGCTCAACAGGTCGGCGTGCCTATAATGCAAGTCGAGCGGACAGAAG
GGAGCTTGCTCCCGGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGT
AACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGAGCTAATACCG
GATAGTTCCTTGAACCGCATGGTTCAAGGATGAAAGACGGTTTCGGTTGT
CATTTCCAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCT
CACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACT
GGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATC
TTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAA
GGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCAAGAGT
AACTGCTTGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACG
TGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATT
GGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCC
GGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAG
AGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAG
GAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGA
GCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCC
GTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCA
GCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAA
CTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTA
ATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAAC
CCTAGAGATAGGGCTTTCCCTTCGGGGACAGAGTGACAGGTGGTGCATG
GTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGC
GCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGAC
TGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGC
CCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAGAACAAAGGGC
TGCGAGACCGCAAGGTTTAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCAGTTCGGA
TCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGG
ATCAGCATGCACTTTTGTATACTGTGTCCGGCTCCGGGAA
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