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OZET

Doktora Tezi

Yeni Tiirler Olduklar1 Ongériilen Amilaz Ureticisi Termofilik Anoxybacillus izolatlarinin
Fenotipik, Kemotaksonomik ve Molekiiler Taksonomik Yaklagimlar Kullanilarak Teshisi

Emine Derebay Yildiz
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii
Dog. Dr. Arzu Coleri Cihan

Anoxybacillus sp. E184aa ve E208a izolatlarmin tiir teshisi ¢aligmalar1 neticesinde termofilik,
Gram (+), fakiiltatif anaerobik, endosporlu, hareketli ve yiiksek kantitatif amilolitik aktiviteye sahip
basiller olduklar1 belirlenmistir. 16S rRNA gen dizilerine dayali filogenetik analizler, izolatlarin en
cok birbirlerine (% 99.4) ve A. kamchatkensis subsp. asaccharedens, A. salavatliensis, A.
kamchatkensis, A. ayderensis ve A. gonensis (% 97.9-98.7) referans suslarma benzediklerini
gostermistir. E184aa (55°C, pH 7.5, % 1.0-1.5 NaCl) ve E208a (55°C, pH 7.0, % 0.5-1.0 NacCl)
izolatlarinin optimum {ireme parametreleri belirlenmistir. Hiicre zarlarindaki temel melakinonun
MK-7, yag asitlerinin iso-Cis:0 Ve iS0-Ci7.0 ve hiicre duvarlarindaki tanilayict diamino asitin meso-
Dpm oldugu belirlenmistir. E184aa ve E208a izolatlarinin genomik DNA G+C igerikleri sirasiyla
41.9 ile 42.2 % mol’diir. Morfolojik, fizyolojik ve kemotaksonomik testler, Haelll-ARDRA, ITS-
PCR, (GTG)s-PCR ve filogenetik analizler sonucunda en yakin akraba olduklar tiirlerle
aralarmdaki farkliliklar saptanmustir. DNA-DNA hibridizasyon analizlerine gore, izolatlar
birbirlerine ve yakin akraba olduklari A. gonensis, A. kamchatkensis, A. salavatliensis ve A.
kamchatkensis subsp. asaccharedens tiirlerine % 70’den fazla DNA homolojisi géstermislerdir.
Tiim hibridizasyon analizleri neticesinde, izolatlarn ve bu referans tiirlerin tek bir tiire ait bakteriler
olduklart kesinlik kazanmustir. Ayrica, amilolitik aktivite gosteren Anoxybacillus cinsi 17
bakterinin, GH13 familyas1 enzimlerini kodlayan 15 o-amilaz ve 2 CGTaz genleri dizilenerek,
annotasyon c¢alismalar1 yapilmis ve GenBank veri tabamina kaydedilmistir. Bu enzimlerin olasi
amino asit dizilerinin filogenetik ve in siliko analizleri de gerg¢eklestirilmistir. Bu tez ¢aligmasi ile
Anoxybacillus cinsinin taksonomik revizyonuna 6nemli katkilar saglayacak veriler elde edilmis,
ozellikle endiistriyel anlamda katma degeri olabilecek ve yeni aragtirmalara kaynak olusturabilecek
Anoxybacillus cinsi termostabil a-amilaz ve CGTaz iireticisi suslara ait gen kaynaklar1 belirlenerek

literatiire kazandirilmastir.

2017, 272 sayfa

Anahtar Kelimeler: Termofilik Anoxybacillus, polifazik taksonomi, a-amilaz aktivitesi, a-amilaz
geni



ABSTRACT
PhD Thesis

Identification of thermophilic amylase producing Anoxybacillus isolates proposed as novel
bacterial species by using phenotypic, chemotaxonomic and molecular taxonomic approaches

Emine Derebay Yildiz
Ankara University The Institute of Biotechnology
Assoc. Prof. Arzu Céleri Cihan

As a result of species identification studies, Anoxybacillus sp. isolates, E184aa and E208a were
identified as thermophilic, Gram (+), facultative anaerobic, endospore-forming, motile bacilli with
high quantitative amylolytic activity. Phylogenetic analyses based on the 16S rRNA gene
sequences revealed that isolates showed the greatest sequence similarity to each other (99.4%) and
the type strains of A. kamchatkensis subsp. asaccharedens, A. salavatliensis, A. kamchatkensis, A.
ayderensis ve A. gonensis (97.9-98.7%). The optimum growth parametres were determined of
El184aa (55°C, pH 7.5, 1.0-1.5% NaCl) and E208a (55°C, pH 7.0, 0.5-1.0% NacCl) isolates. It was
found that the major menaquinone was MK-7, the dominant cellular fatty acids were iso-Cis and
i50-Ci7:0 in their cell membranes, and the diagnostic diamino acid was meso-Dpm in their cell
walls. The genomic DNA G+C contents of E184aa and E208a isolates were 41.9 and 42.2 mol %,
respectively. Their differences between closely related species were determined with
morphological, physiological, chemotaxonomical tests and Haelll-ARDRA, ITS-PCR, (GTG)s-
PCR and phylogenetic analyses. According to the results of DNA-DNA hybridization analyses, the
isolates showed DNA homologies higher than 70% with each other and A. gonensis, A.
kamchatkensis, A. salavatliensis ve A. kamchatkensis subsp. asaccharedens, the closest relatives of
isolates. As a result of all hybridization analyzes, it became clear that the isolates and these
reference strains were bacterial strains of a single species. Also, 15 a-amylase and 2 CGTase genes
encoding GH13 family enzymes of 17 Anoxybacillus strains having amylolytic activity were
sequenced, annotation studies were performed, and were recorded in the GenBank database.
Phylogenetic and in silico analyzes of probable amino acid sequences of these enzymes have also
been carried out. In conclusion, data were obtained to provide significant contribution to the
taxonomic revision of genus Anoxybacillus and the genetic resources of strains producing
thermostable o-amylase and CGTase genes of genus Anoxybacillus, that could be especially

important in terms of industry and a source for new researches, have been included in the literature.

2017, 272 pages

Key words: Thermophilic Anoxybacillus, polyphasic taxonomy, a-amylase activity, a-amylase
gene
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1. GIRIS

Bakteriyel taksonomi ii¢ alt disiplin i¢ermektedir: (i) smiflandirma (organizmalarin
benzerlikleri esas alinarak taksonomik gruplara ayrilmalari); (ii) adlandirma (tanimlanan
taksonomik birimlerin isimlendirilmesi) ve (iii) bilinmeyen organizmalarin tanimlanarak,
daha Once tanimlanan ve isimlendirilen mevcut taksonomik gruplardan birine dahil
edilmesi (teshis). Modern mikrobiyal sistematik analizlerin yiiriitiilebilmesi igin ilave
olarak iki alt disipline daha ihtiya¢ vardir: filogeni ve popiilasyon genetigi. Bakteriyel
taksonomi, teshis ve tanimlamada geleneksel olarak ¢ogunlukla fenotipik analizlerin
karsilagtirilmasi izerine odaklanmaktadir. Giinlimiizde ise, 6zellikle 16S rRNA gen dizileri
gibi genetik bilginin yaygin olarak kullanimi, taksonominin filogenetik akrabalik

iliskilerini yansitmasina imkan saglamaktadir (1, 2).

Gilintimiizde yeni bir bakteriyel tiir fenotipik, genotipik ve kemotaksonomik 6zelliklerinin
belirlendigi polifazik bir yaklagim kullanilarak tanimlanmaktadir (3, 4). Bu islemde,
genetik bilgi, farkli hiicre soylar1 arasindaki evrimsel iliskiler lizerine 151k tutacagindan,
genotipik karakterizasyon tiirlerin tanimlanmasinda énemli bir yer tutmaktadir. 16S rRNA
gen dizilerine ve diziler arasindaki benzerliklerin belirlenmesine dayali filogenetik
analizler, bakteri tiirlerinin tanimlanmasinda ilk asama olarak rutin bir sekilde kullanilir (4,
5, 6). Bunun yani sira, iki genom arasindaki genetik benzerlik derecesinin dolayl olarak
belirlenmesini saglayan DNA-DNA hibridizasyon teknigi (DDH), uzun yillardan beri
bakteri tiirlerinin tanimlanmasinda altin standart olarak kullanilmaktadir (7). Yeni bir
bakteri tiirliniin tanimlanmasinda en yaygin kullanilan metodolojik yaklagim, 16S rRNA
gen dizi analizi ile DNA-DNA hibridizasyon tekniginin gerektiginde birlikte
kullanilmasidir. Iki sus arasindaki 16S rRNA gen dizi benzerliginin % 97.0 ve iizerinde

olmasi durumunda DDH tekniginin kullanilmasi 6nerilmektedir (4, 7).

Bacillaceae familyas: iiyelerinden iyi bilinen Bacillus ve Geobacillus cinslerinin aksine,
Anoxybacillus 2000 yilinda tanimlanmis yeni bir cinstir. Pikuta ve ark. (2000) tarafindan
Bacillus cinsinden ayrilarak sistematige kazandirilan Anoxybacillus cinsinin tip susu
Anoxybacillus pushchinoensis K17dir. A. pushchinoensis ilk izole edildiginde, anaerobik
bir bakteri oldugu disiiniildigiinden ‘’anoksi’’ eki cins isminin bagina getirilerek
isimlendirilmis, ancak daha sonra yapilan caligmalarda bu tip susun oksijensiz ortamlarin

yani sira, oksijenli ortamlarda da yasayabildigi anlasildigindan Anoxybacillus cinsinin



zorunlu anaerob Gzelligi, aerotolerant anaerob ya da fakiiltatif anaerob olarak

degistirilmistir (8, 9).

Anoxybacillus cinsinin iyeleri; Gram-pozitif, endospor olusturan, ¢ubuk sekilli,
aerotolerant aerobik ya da fakiiltatif anaerobik lireme gdsteren termofilik bakteri tiirlerini
icerir (10). Anoxybacillus tiirleri, ayn1 zamanda hizli iireme gosteren, ekstrem kosullara
dayanikli ve bir¢ok termostabil enzimin dogal kaynagmi olusturan bakterilerdir.
Anoxybacillus cinsi igerisinde A. flavithermus (11-15), A. amylolyticus (16) ve A.
caldiproteolyticus D504 and D621 (17) tiirlerinin amilaz iirettikleri bildirilmistir. Bunlarin
yanit sira, Anoxybacillus spp. KP1, SK3-4, DT3-1, TSSC-1, IB-A, AH1 ve YIM 342
suslarinin da termostabil amilaz Grettikleri bilinmektedir (18-24). Termofilik, alkalitolerant
amilazlardan farkli olarak, A. amylolyticus tiiriiniin asidotermofilik &zellikte bir amilaz
tireticisi  oldugu Dbildirilmistir (16). Anoxybacillus cinsinin heniiz 2000’li yillarda
tanimlanmis olmasi sebebiyle, literatiirde termofilik ve alkali kosullara dayanikli
Anoxybacillus tiirlerinden a-amilaz izolasyonu, saflastirilmasi ve karakterizasyonuna
iliskin smirli sayida ¢alisma yer almaktadir. Anoxybacillus tiirlerinden izole edilen a-
amilazlarm enzimatik 6zellikleri ve protein dizisi hakkinda da yeterli bilgi mevcut degildir.
Dolayisiyla, molekiiler yapisinin ve enzimatik 6zelliklerinin daha iyi anlasilmasi agisindan
Anoxybacillus sp. tiirlerinde nisastaya ectki eden amilolitik enzimlerin varh@nin

arastirtlmasi son zamanlarda olduk¢a 6nemli bir ¢alisma alani haline gelmistir (18).

a-Amilazlar (EC 3.2.1.1), glikozid hidrolazlarin 13. familyasma (GH13) ait olup, nisasta
molekiilii ve iliskili polisakkarit zincirlerinin i¢ kismindaki a-1,4 glukozidik baglara
rastgele etki ederek, onlar1 oligosakkaritlere pargalarlar (25-27). Amilazlar, diinya enzim
pazarinin yaklasik % 30’una sahip olup biyoteknolojik dneme sahip bir enzim smifidir.
Giliniimiizde, ¢ok sayidaki mikrobiyal amilaz ticari olarak kullanilmakta ve biiyilik
cogunlugu nisasta isleme endiistrisinde nisastanin kimyasal hidrolizinin yerini almistir.
Mikroorganizma kaynakli amilazlar, bitki ve hayvanlardan elde edilenlere gore daha
kararli bir yapiya sahip olduklarindan gida, tekstil, kagit, deterjan ve ila¢ gibi bir¢ok
endiistriyel alanda kullanim potansiyeline sahiptirler (26, 28-30). Siklodekstrin
glukanotransferazlar (EC 2.4.1.19) da a-amilazlar gibi GH13 familyasina dahil enzimler
olup, nisasta molekiiliindeki a-1,4-D-glukan zincirinin bir kismint a-1,4 glukozidik bagla
halkasal hale donistiiriirler. Siklodekstrin glukanotransferazlar, nisasta molekiiliinden
siklodekstrin adi verilen 6, 7 veya 8 glukoz iinitesinden olusan ve siklik D-glikozil

birimleri olusturabilen tek enzim grubudur (31). Bu enzim, basta Bacillus ve Geobacillus
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tiirleri olmak tizere birgok mikroorganizma tarafindan tiretilebilmektedir. a-Amilazlar tipik
nisasta hidrolizini katalizlerken, siklodekstrin glukanotransferazlarn ¢ Onemli
transglikozilasyon reaksiyonunda (siklizasyon, disproporsiyonasyon ve birlestirme) gérev
aldig1 ve bunun yani sira diisiik oranda hidrolitik aktivite gosterdigi bildirilmistir (32).
Anoxybacillus cinsinin tiyeleri arasinda siklodekstrin glukanotransferaz iiretimine iliskin
sinirlt bilgi bulunmaktadir. Sadece Anoxybacillus sp. B2M1 ve B7M1 izolatlarmin tiim
genom dizilemesinden elde edilen annotasyon ¢alismalar1 sonucunda, siklomaltodekstrin
glukanotransferaz irettikleri bilinmekte ancak, literatiirde bu bakterilerdeki enzimin

aktivitesine veya karakterizasyonuna yonelik herhangi bir ¢alisma yer almamaktadir (33).

Tez kapsaminda, ilk olarak yeni tiirler olduklar1 6ngoriilen E184aa ve E208a kodlu iki
Anoxybacillus cinsi bakterinin klasik taksonomik yontemler (morfolojik, fizyolojik ve
biyokimyasal testler), kemotaksonomik analizler (toplam hiicre yag asiti, kinon, polar lipit
ve DAP analizleri) ve tiir teshisinde elzem olan bazi genotipik analizler (16S rRNA gen
dizi analizi, 16S-ARDRA, ITS-PCR, Rep-PCR genomik parmak izi analizleri, genomik
DNA’nin % G+C igerigi ve DNA-DNA hibridizasyon testleri) gerceklestirilerek tiirleri
kismen tanimlanmistir. Elde edilen sasirtici veriler, yeni bakteri tiirlerinin tanimlanmasina
degil ancak, Anoxybacillus cinsinin literatiirdeki mevcut taksonomik pozisyonunun net
olarak belirlenmesine onemli katkilar saglayacak nitelikte olup, Anoxybacillus cinsine ait
bazi taksonomik revizyonlarin yapilmasi gereksinimini ortaya ¢ikarmasi bakimindan 6nem
arz etmektedir. Bunun yani sira, tezin diger amacina yonelik olarak, kalitatif ve kantitatif
a-amilaz aktivitesi gosterdigi belirlenen Anoxybacillus cinsine ait 17 bakterinin 15 a-
amilaz ve 2 siklodekstrin glukanotransferaz geni dizilenerek gen annotasyon c¢alismalar1
yapilmis ve diziler GenBank veri tabanma kaydedilmistir. Ayrica, GHI3 enzim
familyasina ait olduklar1 belirlenen tiim bu olas1 protein dizilerinin filogenetik ve in siliko
analizleri gergeklestirilerek, dizilerdeki korunmus dizi bolgeleri, Kataliz ve substrat
baglanmasi ig¢in 6nemli amino asitler belirlenmistir. Sonug olarak; Anoxybacillus cinsinin
taksonomik revizyonuna Onemli katkilar saglayacak veriler elde edilmis, 6zellikle
endiistriyel anlamda Onemli olabilecek ve yeni projelere materyal olusturabilecek
Anoxybacillus cinsi termostabil amilaz ve siklodekstrin glukanotransferaz iireticisi suslara
ait gen kaynaklar1 belirlenerek literatiire kazandirilmistir. Ayrica, yliksek termostabil o-
amilaz aktivitesi gosteren, endiistriyel islemlerde kullanim potansiyeline sahip ve

biyoteknolojik agidan 6nemli olabilecek termofilik basiller elde edilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER
2.1. TERMOFILIK BASILLERIN GENEL OZELLIKLERI

Mikroorganizmalar optimum iireme sicakliklarina gore psikrofiller (< 20°C), mezofiller
(20-45°C) ve termofiller (> 45°) olmak iizere ili¢ temel gruba ayrilirlar. Sicak su
kaynaklarinda ve diger termal ortamlarda bulunan ve optimum iireme sicakligi 45-80°C

olan organizmalar termofil olarak adlandirilirlar (2).

Termofiller yiiksek sicakliklara dayanikli olmakla birlikte {iremeleri ve hayatta
kalabilmeleri i¢in bu tiir yliksek sicakliklara ihtiya¢ duyan organizmalardir. Brock (1978)
tarafindan tanimlandigi sekliyle; bir termofil, {iyesi oldugu taksonomik grup igin

maksimum sicakliklarda tireme kapasitesine sahip bir organizmadir (34-36).

Termofiller, tireme gosterdikleri farkli sicaklik degerlerine gore ti¢ sinifa ayrilirlar:

(i) 45-70°C arasinda degisen sicakliklarda optimum tireme gosteren fakiiltatif termofiller,
(i) 70°C ve tustiindeki degerlerinde optimum tireme gosteren ekstrem termofiller ve

(iii) 80°C ve tistiindeki sicakliklarda tireyebilen hipertermofiller (37) (Sekil 2.1).

Termofilik bakteriler, yiiksek sicakliklardaki karasal ve denizel habitatlardan izole
edilmislerdir. Solfatarik alanlar, hidrotermal kuyular, karasal, yeralt1 ve denizel sicak su
kaynaklari, petrol rezervuarlari gibi ¢esitli jeotermal ya da volkanik alanlarda yaygin
olarak bulunurlar. Bu c¢evrelerin yani1 smra topraktan, gilibreden, lagim aritma
sistemlerinden, nehir ve gollerden, hava kontaminantlarindan ve konservelerden de izole
edilebilirler. Evsel ve endiistriyel sicak su sistemleri ise termofiller i¢in insan yapimi
habitatlar1 olusturur. Bu ekosistemler, yiiksek tuz konsantrasyonuna (% 3) ve 5.0-8.5

arasinda degisen pH degerlerine sahiptir (38).

Spor olusturan ve 70°C’de lireme gosteren aerobik, termofilik bakterilerin ilk kez 1888
yilinda Miquel tarafindan izole edilmesinin ardindan, farkli bolgelerden 6zellikle Bacillus
ve Clostridium cinslerine ait sporlu bakteriler olmak {izere bircok termofilik sus izole
edilip karakterize edilmistir (39). Son yillarda yapilan taksonomik ¢aligmalarda, 45-70°C
arasindaki sicakliklarda optimum {ireme gosteren termofilik, endospor iireten bakteriler,

Bacillus (40, 41), Sulfobacillus (42), Alicyclobacillus (43), Aneurinibacillus, Brevibacillus



(44), Anoxybacillus (8), Thermobacillus (45), Geobacillus (46), Ureibacillus (47),
Cerasibacillus (48), Caldalkalibacillus (49), Thermalkalibacillus (50), Aeribacillus (51),
Caldibacillus (52) ve Thermolongibacillus (53) cinsleri igerisinde smiflandirilmiglardir.
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Sekil 2.1. Termofillerin optimum tireme sicaklik degerleri (37)

Gram-pozitif ya da degisken boyama 6zelligi gosteren, endospor iireten, aerobik ya da
fakiiltatif anaerobik, ¢ubuk sekilli bakterilerin 16S rRNA gen dizilerindeki c¢esitliligin
incelenmesi, bu basillerin filogenetik olarak olduk¢a heterojen olduklarini ve 6nemli bir
taksonomik revizyona ugramalar1 gerekliligini ortaya koymustur. Daha fazla 16S rRNA
gen dizi verisinin elde edilmesi ile Bacillus cinsi daha iyi tanimlanmis gruplara ayrilmistir
(54). Firmicutes alemi, Bacilli sinifi, Bacillales ordosu igerisinde aerobik ve endospor
olusturan Bacillus cinsi ve ilgili bakteri cinslerini igeren yeni isimlendirilmis familyalar; i)
Bacillaceae (40), ii) Alicyclobacillaceae (43), iii) Listeriaceae (55), iv) Paenibacillaceae
(56), v) Pasteuriaceae (57), vi) Planococcaceae (58), vii) Sporolactobacillaceae (59), viii)
Staphylococcaceae (60) ve ix) Thermoactinomycetaceae (61) seklinde yeniden
siniflandirilmiglardir (62). Yeni tanimlanan ya da yeniden simiflandirilan cinsler arasinda,
termofilik basillerin ¢ogu 16S rRNA dizilerine gore Bacillus cinsi genetik grup 1 ile 5
arasinda degerlendirilmektedir (63, 64). Nazina ve arkadaslarinin (2001) yaptig1

taksonomik caligmalar sonucunda en iyi tanimlanmis tiirlerden biri olan ve daha dnce



Bacillus stearothermophilus olarak adlandirilan tiir, genetik grup 5 igerisinde Yyeni
Geobacillus cinsine dahil Geobacillus stearothermohilus tirii olarak yeniden
adlandirilmstir (46). Ayrica, Anoxybacillus pushchinoensis’in izole edilmesi ile Bacillus
flavothermus, Anoxybacillus cinsine dahil olmus ve Anoxybacillus flavithermus olarak

yeniden siniflandirilmistir (8).

Bacillaceae familyasina ait termofilik bakteriler, filogenetik olarak cesitlilik gosteren
Gram-pozitif ya da degisken Gram-boyama gosteren, endospor iireten, aerobik ya da
fakiiltatif anaerobik, ¢ubuk sekilli bakterilerden olusmaktadir. Bu ailenin iiyeleri, dogada
yaygin olarak bulunan ve heterotrofik tireme i¢in ¢ok ¢esitli karbon kaynaklarini kullanan
ya da ototrofik olarak iireme gdsteren termofilik, psikrofilik, asidofilik, alkalifilik ve
halofilik bakterileri igermektedir (46). Bacillus ve ilgili cinsler, 1siya, donmaya ve ¢esitli
stres faktorlerine kars1 olduk¢a direngli endosporlar iretirler ve bu durum onlarm uygun
olmayan yasam kosullarinda nasil direngli kalabildiklerini gostermektedir. Vejetatif hiicre
icerisindeki endosporlar, terminal, subterminal ya da sentral olarak yerlesim gosterirler.
Bacillus cinsinin tiyeleri ve zorunlu termofilik basiller genellikle basit besin gereksinimleri
gosterirler ve bu nedenle, tireme i¢in spesifik aminoasitlere ihtiyag duymazlar ve Tryptic
Soy Agar (TSA) gibi besiyerlerinde kolaylikla iireyebilirler. Termofilik basillerin optimum
ireme sicakliklari tiirler ve suslar arasinda farklilik gostermekle birlikte cogunlukla 50-

65°C arasinda degismektedir (65, 66).

Bacillaceae familyasi, zorlu endiistriyel islemlerdeki yiiksek pH ve sicaklik degerlerine
direngli enzimlere sahip olmalar1 bakimindan, endiistriyel biyoteknoloji alaninda en fazla
ilgi goren termofilik bakteri gruplarini icermektedir (67). Yiiksek katalitik aktiviteye sahip
olmalar1, daha az yan firiin olusumuna sebep olmalari, diisiik maliyetle oldukga yiiksek
miktarlarda iiretilebilmeleri ve zorlu endiistriyel islemlere dayanikli enzimlere sahip
olmalar1 nedeniyle, bir¢ok biyoteknolojik alanda kullanilmak {izere ozellikle termofilik

bakterilerden elde edilen enzimler tercih edilmektedir (68).
2.2. ANOXYBACILLUS CiNSsi
2.2.1. ANOXYBACILLUS CINSININ GENEL OZELLIKLERi

Anoxybacillus (“an”, “olmaksizin”; “oxy”, “oksijen”; “bacillus” “cubuk-sekilli
mikroorganizma™) cinsi, “lireme i¢in oksijene ihtiyag duymayan basil” anlami

tagimaktadir. Bu tanima ragmen, bu cinsin iiyeleri aerobik, fakiiltatif anaerobik veya



fakiiltatif —aerobik iireme gosterebilmekte, ancak zorunlu anaerobik iireme
gosterememektedir (10). Sadece Anoxybacillus pushchinoensis tiirii aerotolerant anaerob

olup anaerobik kosullar1 tercih eder. Anoxybacillus cinsinin taksonomik smiflandirilmasi

Sekil 2.2’de verilmektedir (69).
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Sekil 2.2. Anoxybacillus cinsinin taksonomik siniflandirilmasi (69)

Anoxybacillus cinsinin tiyeleri; Gram-pozitif, endospor olusturan, boyutlar1 0.4-1.5 x 2.5-
9.0 um arasinda degisen, ¢ubuk sekilli (basil formunda), ¢ogunlukla aerotolerant anaerobik
ya da fakiiltatif anaerobik tireme gosteren termofilik bakteri tiirlerini igermektedir (67).
Cogu Anoxybacillus tiiriiniin hiicre morfolojisi benzerdir; kivrik ya da dalgali hiicrelere
sahip Anoxybacillus contaminans disinda hiicreler diiz ¢ubuk-sekilli olup, yuvarlak uglu ve
cogunlukla c¢iftler ya da kisa zincirler halinde bulunurlar. A. pushchinoensis ve
Anoxybacillus kamchatkensis’in hiicreleri, eksponensiyal biliylime fazinda koseli olarak
boliinmeye baslamalar1 nedeniyle Y-sekilli olabilirler. A. pushchinoensis ve Anoxybacillus
voinovskiensis disinda ¢ogu Anoxybacillus tiirti hareketlidir. Ttim tiirler terminal, yuvarlak,
oval ya da silindirik, 1siya ve donmaya karsi oldukga direngli sporlara sahiptirler (Sekil
2.3). Gram-boyama oOzelligi degisken olan A. contaminans disinda tiim tiirler, kalin

peptidoglikan tabakali bir Gram-pozitif hiicre duvar1 yapisina sahiptirler (10).

37°C’de optimal iireme gosteren TSB-6 susu harig, Anoxybacillus tiirlerinin ¢ogu 50-65°C
arasinda degisen sicakliklarda optimum tireme gosteren fakiiltatif termofilik basillerdir.
Anoxybacillus hiicreleri alkalifilik ya da alkalitoleranttir ve Anoxybacillus amylolyticus
(tireme i¢in optimum pH 5.6) diginda, tiirlerin birgogu ¢ogu nétral pH degerlerinde ve
karbonat iyonlarma bagimli olmadan yasayabilirler (10, 67). Ureme igin en yiiksek pH

degeri Anoxybacillus suryakundensis i¢cin pH 11.5 olarak goézlenmistir (70). Tim



Anoxybacillus tiirlerinin ortak 6zelligi, NaCl’den bagimsiz olarak iireme gdstermeleri ve

tuza nispeten diisiik diren¢ gostermeleridir (% 5-6 NaCl tiremeyi inhibe eder) (10, 67).

Sekil 2.3. 55°C’de iiretilmis Anoxybacillus calidus tiiriine ait hiicrelerin faz-kontrast
mikrografisi (a) 6 saatlik geng vejetatif hiicreler; (b) 18 saatlik vejetatif ve siskin olmayan
sporangiyumlar igerisinde spor olusturan hiicreler; (c¢) ve (d) 24 saatlik spor olusturan
hiicreler; (e) 48 saatlik spor olusturan hiicreler; (f) 72 saat sonunda olusan serbest sporlar
Bar: 5 um (71)

Fermentatif ya da oksijenli solunum metabolizmasma sahip kemoorganotrofik 6zellik
gosterirler. Oksidaz ve katalaz reaksiyonlar1 degiskendir. Birgok farkli besiyeri ¢esidinin
kullanilmis olmasi, Anoxybacillus tiirlerinin kolayca izole edilebildigini, {iretilebildigini ve
cogaltilabilmesi i¢in spesifik bir besiyerine ihtiya¢ duyulmadigini gostermektedir. Ancak,
A. pushchinoensis gibi bazi tiirler zorunlu olarak karbonat bulunan ortamda iireme

gosterdiklerinden spesifik karbonat igeren besiyerlerine ihtiya¢ duyarlar. Kullanilan birgok

besiyerinde, maya ekstrakti onemli bir organik azot kaynagi olarak bulunmaktadir (10, 67).

Anoxybacillus cinsi, sakkarolitik ve proteolitik tiirler i¢erdiklerinden, dogal komiinitelerin
beslenme zincirinde organik madde dekompozisyonu islevini yiiriitiirler. A. flavithermus,
A. kamchatkensis ve Anoxybacillus gonensis, seker ve proteolizis iriinlerini (pepton ve
maya ekstraktindaki amino asitler) hidrolizleme kapasitesine sahiptirler. A. pushchinoensis
ve A. voinovskiensis tiirleri ise sakkarolitik olup pepton, kazein, jelatin ya da maya

ekstrakt1 varhiginda iireme gosteremezler (10).

Anoxybacillus cinsinin bir¢ok iyesi, ¢ogunlukla jeotermal sicak su kaynaklarindan izole
edilmistir (72-82). Bunun yaninda, giibreden (8, 9), camurdan (52), jeotermal topraklardan

(16, 71) ve kontamine jelatin 6rneklerinden (83) izole edilmis tiirler de mevcuttur.



Anoxybacillus tiirleri siit ve siit liriinlerinde de bulunmaktadir. Yeni Zelanda, Uruguay ve
Cin dahil 20’den fazla iilkeden alinan siit 6rneklerinde gerceklestirilen rastgele cogaltilmig
polimorfik DNA analiz sonuglari, siit icerisinde kontaminasyona neden olan en 6nemli
tirlerin Geobacillus stearothermophilus, A. flavithermus, Bacillus licheniformis ve
Bacillus subtilis oldugunu gostermistir (84-87). Anoxybacillus’un siit isleme siireglerine
direnclilik gdstermesinin en az bes olasi aciklamasi vardir. IIki, bakteriyel endosporlar
1stya direnclidir ve 1siya dayali sanitasyon uygulamasmi tolere edebilir. Ikinci olarak;
endospor olusumunun yani sira, A. flavithermus ve Anoxybacillus flavithermus subsp.
yunnanensis gibi {iyeleri biyofilm {iretebilirler ve gesitli paslanmaz c¢elik yiizeylere
tutunabilirler. Biyofilmleri, spor yapilarin1 da kapsamakta ve sporlar biyofilm gelisimi ile
es zamanl olarak hizli bir sekilde (6-8 saat) olusmaktadir. Belirli kosullar altinda,
biyofilmin % 50’si spordan olusabilir (65). Uciincii olarak; yiiklii ve hidrofobik hiicre
yiizeyi, Anoxybacillus’un paslanmaz ¢elik ylizeylerine baglanmasini kolaylastirmaktadir
(88). Paslanmaz g¢elik yiizeylerindeki biyofilmlerin normal temizleme ve sanitasyon
uygulamasi ile giderilmesi bu nedenle zor olmaktadir. Dordiincii olarak; son yillarda
Anoxybacillus iizerinde diisiik ve yiiksek sicaklik kosullarinda bir proteomiks calisma
gerceklestirilmistir. Bu ¢alisma, yiiksek sicakliklarda iireyebilen Anoxybacillus sp. TSB-6
susunun, hiicresel metabolizma ve protein katlanmasinda rol oynayan proteinlerin
(6zellikle 60 kDa’luk bir saperon) liretimini regiile ettigini ortaya koymustur (89). Bu
bulgu, Anoxybacillus’un 1s1ya dayanikli bir bakteri oldugunu ve siitiin sterilizasyon islemi
ile kolayca oldiiriilemeyecegini gostermistir. Son olarak; sicak su kaynaklar1 Anoxybacillus
icin dogal habitatlardir ve siit ortami da bu habitatlara es deger olarak diisliniilebilir. Siit
icerisinde 2-125 mM arasmda degisen konsantrasyonlarda Na*, K*, Ca*? ve Mg*? iyonlar1
bulunmaktadir. Somerton ve arkadaslar1 (2012), bu katyonlarin, siit tozu iiretim
tesislerinden elde edilen A. flavithermus DSM 2641, Geobacillus sp. F75 ve G.
thermoleovorans DSM 5336 suslarmin tiremeleri Uzerindeki etkilerini incelemislerdir.
Ca*?’un tek basina ya da Mg*? ile birlikte ilave edilmesi ile A. flavithermus ve Geobacillus

sp. F75 suglarmm tiremelerinde artis gozlenmistir (90).

Anoxybacillus cinsine ait tiirlerin 16S rRNA gen dizileri arasindaki benzerlik oran1 % 93.8-
99.7 arasinda degismekte olup, filogenetik olarak heterojen bir termofilik basil grubunu
temsil ederler (bu calisma). En yakin akrabalar1 olan Geobacillus, Saccharococcus ve
Aeribacillus cinsleri Anoxybacillus’a % 90-95 arasinda dizi benzerligi gosterirken,

Caldalkalibacillus ve Calditerricola daha diisiik oranda (% 85-88) dizi benzerligi



gostermektedir (10). Bu cinsin DNA G+C igerigi, tiirler arasinda degiskenlik gostermekte
olup, Anoxybacillus calidus’da 37.8 % mol (71) iken, A. gonensis’te 57 % mol (72) olarak
belirlenmistir. Anoxybacillus cinsinin fizyolojisi, metabolizmasi ve metabolomiksi
hakkinda smirli bilgi bulunmaktadir. Ornegin, hiicrelerin yiiksek sicakliklarda, pH'ta ve
diger gevresel stres faktorleri altinda hayatta kalabilmesine olanak saglayan biyokimyasal
tepkimelerle ilgili ¢aligmalar heniiz tamamlanmamistir. Anoxybacillus cinsine ait protein
yapilarinin tamamen aydinlatilmasina yonelik ¢calismalarin da sinirlt olmasi, onlar1 yapisal
mimarilerini anlamak ve diger benzer proteinlerle karsilasgtrmak icin yapilacak protein
mithendisligi ¢aligmalarmin ilgi odagi haline getirmektedir. Ayrica, Anoxybacillus spp.
suslarina ait gergeklestirilecek genomik calismalar, biyokimyasal yapilarmm yan sira
endiistriyel islemlerdeki potansiyel uygulanabilirlikleri hakkinda bilgi vermesi bakimindan

onem tagimaktadir (67).

Anoxybacillus spp. suslar1 arasinda, sadece Anoxybacillus flavithermus WK1 (BioProject
aksesyon numarasi, PRJNA59135) (91), A. gonensis G2T (PRINA264351) (92),
Anoxybacillus sp. BTM1 (PRINA314079), Anoxybacillus sp. B2M1 (PRINA314078) (93)
ve A. amylolyticus DSM 15939T (PRINA315823) (16) susunun tiim genomu dizilenmistir.
A. flavithermus WK1 i¢in elde edilen verilere gore, Anoxybacillus kromozomu 3.0
megabazdan kiigiiktiir. Geobacillus kaustophilus, Geobacillus thermodenitrificans ve diger
Bacillus tiirlerinde bir veya birden fazla plazmidin bulundugu belirlenmis; ancak A.
flavithermus WK1'de herhangi bir plazmid tanimlanmamistir (91). Son yillarda, A.
flavithermus TNO-09.006 susunun taslak genom dizisi (PRINA169174) elde edilmistir
(94). Her iki A. flavithermus susu, sirasiyla Yeni Zelanda ve Hollanda’daki siit tirtinleri
isletme tesislerinden izole edilmislerdir. A. gonensis G2T susu ise Tiirkiye’deki Gonen
kaplicalarindan izole edilmistir (72). Endonezya’daki bir sicak su kaynagindan izole edilen
A. kamchatkensis G10 (PRINA170961) susuna ait taslak genom dizisi ise 2012 yilinda
elde edilmistir (95). Goh ve ark. (2014) tarafindan Malezya’daki sicak su kaynaklarindan
izole edilmis iki Anoxybacillus sp. SK3-4 (PRINA174378) ve DT3-1 (PRINA182115)
suslarinin genomlar1 dizilenmis ve yiiksek kalitede iki taslak genom dizisi elde edilmistir
(96). Bunlarin diginda, GenBank (97) ve Genomes OnLine (GOLD v.6; 98) veri
tabanlarinda bulunan ve bir¢ogu son yillarda elde edilmis Anoxybacillus spp. suslarina ait
diger taslak genom dizileri, Anoxybacillus tepidamans PS2 (PRINA214279); (52), A.
flavithermus Kn10/NBRC 109594 (PRJDB1085); (99), A. flavithermus subsp. yunnanensis
E13T (PRINA213809); (78, 100), A. flavithermus 25 (PRIJNA258119); (101), A.
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flavithermus AK1 (PRINA190633); (102), A. ayderensis ABO4T (PRINA258494); (103),
Anoxybacillus sp. BCO1 (PRINA261743); (104, 105), Anoxybacillus thermarum AF/04T
(PRINA260786); (106), Anoxybacillus sp. ATCC BAA-2555 (PRINA260743) (93, 107),
A. flavithermus B4168 (PRIJNA270597); (108), Anoxybacillus sp. P3H1B
(PRINA305084), A. pushchinoensis K1 (PRINA323217), A. suryakundensis DSM
27374T, Anoxybacillus sp. KU2-6(11) (PRINA258246), A. mongoliensis MB4
(PRINA356103), A. vitaminiphilus CGMCC 1.8979 (PRINA370109), Anoxybacillus sp.
UARK-01 (PRINA379989) ve Anoxybacillus sp. 103 (PRINA353767) (yaymlanmamis

veriler) suslarina aittir.

Anoxybacillus cinsi, Bacillaceae familyasina dahil cinsler arasinda en kiigiik genoma sahip
olmakla birlikte, genomlarinda ana metabolik azot yolaklarina ait genler yer almaktadir.
Anoxybacillus spp. tiirleri, cogunlukla sicak su kaynaklarindan ve siit igeren ortamlardan
izole edilmektedir. Bu cevreler, organik azot bilesikleri bakimindan zengin oldugundan
Anoxybacillus spp. tiirlerinin birgogunun genomunda inorganik azot metabolizmasinda
sorumlu nitrat rediiktaz gen komplekslerinin bulunmamasi etkili ve enerji-saglayan bir
strateji olarak kabul edilmektedir (96). Anoxybacillus genomunun boyutu kismen kiigiik;
ancak temel ve uygulamali caligmalar i¢in yeterince biiyiiktiir. Olas1 ¢alismalardan biri,
genomun yeniden yapilandirilmasi igleminin zorlugunu en az seviyede tutma avantaji
saglamasi sebebiyle, Anoxybacillus’u bir mikrobiyal hiicre fabrikasi olarak kullanmaktir.
Ornegin; Anoxybacillus genomu, bazi termozim uygulamalar1 i¢in 1siya dayamkli gen

ekspresyon konagi olarak kullanilabilir (67).
2.2.2. ANOXYBACILLUS CINSININ TERMAL STABILIZASYONU

Goh ve ark. (2014) tarafindan Malezya’daki iki farkli sicak su kaynagindan izole edilmis
ve 55°C’de optimum iireme gosteren Anoxybacillus spp. SK3-4 ve DT3-1 bakterilerinin
belirli sicakliklara adaptasyonlar1 iizerine ¢alismalar yapilmistir (18). Bu ¢alisma,
literatiirde Anoxybacillus spp. suslarinin termostabilitesinin molekiiler yonden incelendigi
tek calismadir. DNA’nin in vivo’da sekonder yapisint muhafaza edebilmesi genellikle %
G+C miktar ile iligkilidir. Anoxybacillus spp. SK3-4 ve DT3-1 suslarinin DNA % G+C
icerikleri sirasiyla % 41.89 ve % 41.46 olarak belirlenmistir. Buna karsin, ilgili suslarin
rRNA dizilerinin % G+C igerikleri beklenenden yiiksek olmak iizere sirasiyla % 55.80 ve
% 56.24 olarak tespit edilmistir. Ayn1 suslarin tRNA dizileri de sirasiyla % 59.43 ve %
60.03 gibi yiiksek oranlarda bulunmustur. Benzer yaklasim, A. flavithermus WK1, A.
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flavithermus TNO-09.006 ve A. kamchatkensis G10 suslar1 i¢in de sdz konusu olmustur
(96). Trivedi ve arkadaslar1 tarafindan ifade edildigi lizere; termofillerin protein kodlayan
genlerinde bu yiiksek % G+C orani arasinda herhangi bir tutarlilik s6z konusu olmasa da,
termofillerde TRNA ve tRNA dizilerindeki % G+C oranmin yiiksek olusu, yagsamsal
faaliyetleri kodlayan bu onemli genlerin termal bozunmaya karsi korunduguna isaret

etmektedir (109).

Anoxybacillus tiirlerinin sicak su kaynaklarinda iireyebilmelerinin bir diger nedeni ise ters
giraz enzimine sahip olmalaridir. Anoxybacillus spp. SK3-4 ve DT3-1 suslarinm primozom
olusum proteinini kodlayan bir gene sahip olduklari bulunmustur. Ters giraz enzimi,
mezofillerde bulunmayan, hipertermofilik arkelerde ve bakterilerde ise ortak olarak
bulunan ve yiiksek sicakliklarda DNA’ya pozitif siiper sarmal Ozellik kazandirarak
genomun stabilitesini saglayan tip 1A topoizomeraz enzimidir (109, 110). Bu pozitif siiper
sarmal yapi, DNA’nin sekonder yapisini stabilize edebilmektedir. Ters giraz enziminin
Anoxybacillus ya da Geobacillus gibi termofiller i¢in neden énemli olduguna dair kabul
gormiis bir agiklama bulunmamaktadir. Bu nedenle, ileride gerceklestirilecek gen-
knockout ¢alismalarmin yani sira biyokimyasal ve fonksiyonel dogrulama analizleri, bu
proteinin Anoxybacillus’un termal adaptasyonundaki rolii hakkinda daha fazla bilgi
verebilecektir (111).

Poliaminler, DNA ve RNA’ya baglanabilen ve onlar1 stabilize edebilen pozitif yiiklii
bilesiklerdir (112). Anoxybacillus spp. SK3-4 ve DT3-1 suslarinin spermidin ve spermin
gibi lineer poliaminlerin biyosentez yolaklarina sahip olduklar1 bilinmektedir. Bu suslarin
genom yapilar1 incelendiginde, spermidin sentetaz ve spermidin transport proteinlerini
kodlayan genlerin bulundugu tespit edilmistir. Spermidinin ve sperminin her iki susun
termal adaptasyonuna katk1 sagladigi 6ne siirtilmiistiir. Anoxybacillus spp. SK3-4 ve DT3-1
genomunda, ayrica agmatin liretiminde rol oynayan agmatinazi kodlayan bir genin varligi
tespit edilmistir. Spermidinin ve sperminin, 50-65°C’de kiiltiire edilen A. flavithermus, A.
gonensis ve A. voinovskiensis tiirlerinde temel poliaminler olduklar1 tespit edilmistir.
Agmatin ayrica A. flavithermus ve A. voinovskiensis’te de gézlenmistir. Bunlara ek olarak,

A. voinovskiensis’te putresin ve termopentamin poliaminleri bulunmaktadir (113).

Anoxybacillus spp. SK3-4 ve DT3-1 suslarinda histon-benzeri proteinlerin varhigmin,
genom termal stabilitesine katki saglayabilecegi diistiniilmektedir. Her iki sus, 90 amino

asitlik histon-benzeri bir protein olan DNA-baglanma proteini HU-alfa’y1 kodlayan gene
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sahiptir. Anoxybacillus spp.’de hupA geni tarafindan kodlanan proteinin, DNA’y1
denatiirasyondan ve ekstrem ¢evre kosullarinda pargalanmalara karsi korumak tizere onun

paketlenmesinde rol oynadigi 6ne siiriilmektedir (114).

X-1gin1  kristalografisi ile belirlenmis bir¢ok protein yapisi, termofillerde yer alan
proteinlerin iyonik etkilesimler, hidrojen baglar1 ve Arg ve Tyr gibi belirli amino asitler
bakimindan daha zengin olduklarmi  gostermektedir (115).  Anoxybacillus’un
termostabilitesi ile protein yapisi arasindaki iliski hakkinda net bir bilgi bulunmamaktadir.
Ancak, Goh ve ark. (2014), Anoxybacillus spp. SK3-4 ve DT3-1 suslarinda genom
analizleri gergeklestirmisler ve bu suslarim sicaklik degisimlerine karsi adaptasyonlari
konusunda bazi fikirler 6ne siirmiislerdir. Bu iki susun optimum iireme sicakligi 55°C
olmasina karsin, suslar suyun sicakliginin 50-80°C arasinda degistigi bir bolgeden izole
edilmislerdir. Bu nedenle, bu suslarin sahip olduklar1 proteinlerin katlanmasinda ya da
parcalanmasinda 1s1 sok proteinlerinin 6nemli rol oynadiklar1 One siiriilmiistiir.

Anoxybacillus saperonin genlerinin birgogu kiimeler halinde diizenlenmistir (96).

Anoxybacillus spp. suslari, 30°C’de nispeten yavas iireme gosterirler (67). Anoxybacillus
spp.’nin sicaklik disiisiine karsi koyabilmesi i¢in, Anoxybacillus spp. SK3-4 ve DT3-1
suslarda iki soguk sok proteini (Csps) bulunmustur (96). Csps’ler, RNA saperonlari olup
RNA’nin sekonder yapisinin destabilizasyonunda ve muhtemelen transkripsiyon ve

translasyonun kolaylastiriimasinda 6nemli rol oynarlar (116).
2.2.3. ANOXYBACILLUS CINSININ BIYOTEKNOLOJIK ONEMi

Anoxybacillus cinsinin ilk kez Pikuta ve ark. (2000) tarafindan tanimlanmasinin ardindan
gegen siiregte, bu cinse dahil olan basillerin nisasta ve lignoseliilozik biyokiitlelerin
hidrolizi, ¢evresel atiklarmn aritimi, enzim teknolojisi ve biyoenerji iiretimi gibi pek ¢ok
alanda kullanilabilecegi anlasilmistir. Termofilik 6zellikteki bu bakteriler, pek ¢ok zorlu
endiistriyel uygulama icin kullanishh olmakla birlikte, yeni termostabil enzim kaynagi
olmalar1 nedeniyle de siirekli artan bir biyoteknolojik ©neme sahiptirler (67). A.
flavithermus ve A. amylolyticus’un a-amilaz (11, 16), A. mongoliensis’in proteinaz (117),
A. salavatliensis’in a-glukozidaz (82), A. gonensis’in esteraz (118, 119), aldolaz (120) ve
lipaz (121), A. flavithermus’un ksilanaz (122) ile seliillaz (123) ve A. pushchinoensis’in
ksilanaz (124) gibi biyoteknolojik Oneme sahip bazi termostabil enzim rettikleri

bilinmektedir. Amilaza ek olarak pullulanaz, siklodekstrinaz ve glukoamilaz enzimlerinin
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varlig1 da gosterilmistir. Yapilan bir ¢calismada, 8 farkli besiyerinin Anoxybacillus spp.
SK3-4 ve DT3-1 suslarindan elde edilen dogal pullulanazin ekspresyonu iizerindeki etkileri
karsilastirilmistir. Kiiltiir besiyerine pullulan eklenmesinin pullulanaz iiretimini arttirdigi
gozlenmistir (125). Diger bir ¢alismada, Anoxybacillus sp. LM14-2 susundan izole edilen
pullulanaz enzimi klonlanmis ve karakterize edilmistir (126). Baska bir ¢alismada ise
Anoxybacillus sp. SK3-4 susundan 200 kDa’dan biiyiikk bir amilopullulanaz saflastirilmis
ve karakterize edilmistir (127). A. flavithermus’tan AfCdal3 olarak isimlendirilen
siklodekstrinaz enzimi, ilk kez Turner ve arkadaslari tarafindan tanimlanmistir (128, 129).
Nisasta-isleme endiistrilerinde amilazin kullanimina ek olarak, Poli ve arkadaslar1 (2006)
tarafindan A. amylolyticus’tan elde edilen a-amilazin mikrobiyal enzimatik testlerde ve
biyosensor yapiminda kullanilabilecegi gosterilmistir. Bu amilaz, asidotermofilik A.
amylolyticus tiirinden izole edildigi i¢in biyokimyasal ozellikleri bahsedilen diger
amilazlardan farklilik gostermektedir (16). Cesitli Anoxybacillus tiirlerinden saflagtirilmis

baz1 enzimlerin temel biyokimyasal 6zellikleri Cizelge 2.1°de sunulmustur.

Cizelge 2.1. Cesitli Anoxybacillus tiirlerinden saflastirilmigs bazi enzimlerin temel
biyokimyasal 6zellikleri (67)

. Protein Optimum Optimum
Enzim Kaynak Tiiri* | Sicakhik (°C) pH Referans
Ksilanaz A. pushchinoensis A8 D 55 6.5 (124)
Anoxybacillus sp. E2 R 65 7.8 (130)
a-L-Arabinofuranosidaz . .
(ADFAC26Sari) A. kestanbolensis AC26Sari R 65 55 (131)
A. flavithermus DSM 2641 D 60 5.5-6.0 (11
. Anoxybacillus sp. TSSC-1 D 80 7.0 (19)
a-Amilaz -
Anoxybacillus sp. SK3-4 R 60 8.0 (18)
Anoxybacillus sp. DT3-1 R 60 8.0 (18)
Siklomaltodekstrinaz .
(AfCda13) A. flavithermus R 57.5 6.5 (129)
Aliiminyum tolerant ATPaz | A. gonensis G2 R 73 6.0 (132)
Fruktoz-1,6-bisfosfat aldolaz | A. gonensis G2 R 60 8.5 (120)
Karboksiesteraz Anoxybacillus sp. PDF1 R 60-65 8.0 (133)
Esteraz/lipaz A. flavithermus T1 R 60-65 6.5-8.0 (134)
Tip Il restriksiyon .
endoniikleaz (Bfll RE) A. flavithermus D 60 8.0 (135)
L-arabinoz izomeraz (L-Al) | A. flavithermus R 95 10.5 (136)

*R, rekombinant enzim; D, dogal enzim

Anoxybacillus cinsi bakterilerin ¢evre biyoteknolojisine yonelik bazi uygulamalarda da
kullanilma potansiyeli bulunmaktadir. Ornegin; bu termofilik suslar biyoremediyasyon
islemleri i¢in oldukca uygundurlar. Boya ile kontamine olmus atik sularin sicakligi
genellikle 40-60°C arasinda degistiginden, atik sulardan boyalarin giderimi i¢in termofilik
Anoxybacillus bakterilerinin kullanilmasi mezofilik bakterilere gore avantaj saglamaktadir

(137, 138). Italya’daki Faccia Bianca (FB) sicak su kaynagindan elde edilen Anoxybacillus
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spp. suslarmin civa (Hg*?) giderim yetenegine sahip olduklar1 (139), Anoxybacillus sp.
TSB-6 susunun ise krom (Cr**) iceren atik sularin gideriminde kullamilabilecegi
gosterilmistir (89). Ayrica, A. calidus C161ab’ susunun 70 mM konsantrasyondaki bor
elementini tolere edebildigi rapor edilmistir (71). Anoxybacillus suslarinin kat1 ya da yari-

kat1 atiklarin kompostlama islemlerinde de kullanilabilecegi bildirilmistir (140).

2.2.4. ANOXYBACILLUS TURLERININ a-AMILAZ AKTIVITESINE YONELIK
YAPILMIS CALISMALAR

Endiistriyel uygulamalar i¢in uygun a-amilazlarin izolasyonu, giiniimiizde ilgi c¢ekici
calisma alanlarindan birini olusturmaktadir. Son zamanlarda, yogun olarak halofilik (141),
termofilik (142) ve alkalifilik (143) o-amilazlara iliskin caligmalar yapilmaktadir.
Termostabil ve alkalitolerant amilazlar, deterjan liretiminin yani sira nisasta ve tekstil
endiistrisinde o6zellikle tercih edilen enzimlerdir. Bacillus sp. KSM-K38 (144), B.
licheniformis NH1 (143) ve B. halodurans (145) gibi ¢ok sayida Bacillus tiiriiniin 6nemli

birer termostabil ve alkalitolerant a-amilaz kaynagi olduklar1 bilinmektedir.

Bazi Anoxybacillus tiirlerinin de ham nisasta hidrolizinin yan1 sira, endiistriyel
uygulamalar i¢in istenilen &zelliklere sahip o-amilaz drettikleri  belirlenmistir.
Anoxybacillus cinsi bakterilerden izole edilen amilazlar, termostabil, alkalitolerant ve
cesitli jelatinize nisasta tiirlerinden yiiksek miktarda maltoz agiga ¢ikarma ozellikleri
nedeniyle, gida endistrisinde maltoz surubu iiretiminde ve deterjan endiistrisinde
kullanilabilme potansiyeline sahiptirler. Ancak, Anoxybacillus cinsinin heniiz 2000’li
yillarda tanimlanmis olmasi sebebiyle, termofilik ve alkali kosullara dayanikli
Anoxybacillus tiirlerinden a-amilaz izolasyonu, saflastirilmasi ve karakterizasyonuna
iligkin literatiirde sinirli sayida ¢alisma yer almaktadir. Anoxybacillus tiirlerinden elde
edilmis a-amilaz enzimlerinin protein dizileri ve enzimatik 6zellikleri hakkinda da smirh
bilgi bulunmaktadir. Bu nedenle, molekiiler yapisinin ve enzimatik 6zelliklerinin daha iyi
anlagilmast agisindan Anoxybacillus tiirlerinde a-amilaz varhiginin arastirilmasi son

zamanlarda oldukga 6nemli bir ¢aligma alani haline gelmistir (18).

Bolton ve ark. (1997) tarafindan fakiiltatif termofilik Bacillus flavothermus’tan a-amilaz
izole edilmis ve saflastirilarak karakterizasyonu gerceklestirilmistir. Enzimin 60°C ve 5.5-
6.0 arasinda degisen pH araliginda optimum aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Bacillus

flavothermus o-amilazinin kimyasal modifikasyonu sonucunda aktif bolgede gerekli
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oldugu one siiriilen bir histidin kokii bulunmustur (11). Vikse-Nielsen ve arkadaslar
(2006), Anoxybacillus contaminans’ta ham nisastay1 hidrolizleyen dért domainli yeni bir a-
amilazin varligini géstermislerdir. Klasik nisasta sivilastirict a-amilazlarla kiyaslandiginda,
bu dort domainli a-amilazin bir nisasta baglanma domaini de igerdigi belirlenmistir. Bu
domainin varligi, enzimin nisastayr jelatinizasyon sicakligmnin altinda etkili bir sekilde
hidrolizlemesine imkan saglamistir. Ayrica, a-amilaz ile Aspergillus niger’in glukoamilazi
birlestirilmis ve bu enzim karisiminm, ham nisasta pargalanmasinda maltojenik a-amilaz
ve Thermoanaerobacter siklodekstrin glukanotransferazin (CGTaz) olusturdugu diger

enzim karigimindan daha etkili oldugu gosterilmistir (146).

Termofilik, alkalitolerant amilazlardan farkli olarak, Poli ve ark. (2006) tarafindan A.
amylolyticus tiirtiniin asidotermofilik 6zellikte bir amilaz lireticisi oldugu belirtilmistir
(16). Tirkiye’deki bir sicak su kaynagindan izole edilmis bir A. flavithermus susu, kati-faz
fermentasyonu kullanilarak piring kabuklarindan a-amilaz {iretimi i¢in bir inokulum olarak
kullanilmistir (147). Yapilan bir ¢alismada, A. flavithermus’dan ham misir nisastasimi
parcalayabilen yeni bir a-amilaz (AFA) izole edilmistir (12). Chai ve ark. (2012)
tarafindan yritiilen bir arastirmada, Malezya’daki iki farkli sicak su kaynagindan izole
edilen Anoxybacillus spp. SK3-4 ve DT3-1 suslarindan termostabil ve alkalitolerant
Ozellikte ve nisasta hidrolizi sonucu yiiksek oranda maltoz tiretebilen ve sirasiyla ASKA ve
ADTA olarak adlandirilan iki yeni a-amilaz enziminin ilk kez tiim gen dizileri ve

biyokimyasal 6zellikleri incelenmistir (18).

Hindistan’daki bir sicak su kaynagindan izole edilmis termofilik Anoxybacillus sp. TSSC-1
susunun 55°C ve pH 7.0’de monomerik bir amilaz iiretme yetenegine sahip oldugu
gosterilmistir (19). Diger bir ¢alismada, yine Hindistan’daki bir sicak su kaynagindan izole
edilmis Anoxybacillus sp. IB-A susundan yiiksek sicakliklara dayanikli, alkalitolerant ve
SDS, EDTA gibi siirfaktan ve selatlayici ajanlara kars1 direngli bir a-amilaz elde edilmistir
(20). Yapilan bir galismada, Agri ilindeki Diyadin sicak su kaynagindan izole edilen
termofilik ve alkalifilik Anoxybacillus sp. KP1 susunun ekstraseliiler termostabil a-amilaz
iiretim kapasitesine sahip oldugu belirlenmistir (21). Afyonkarahisar ilindeki Omer
Kaplicalarindan izole edilen bir termofilik A. flavithermus bakterisinden termostabil

ekstraseliiler a-amilaz enzimi izole edilmistir (13).

Mardin ilindeki Dargegit sicak su kaynagmdan izole edilen Anoxybacillus sp. AH1

susundan yeni bir a-amilaz enzimi izole edilip karakterizasyonu gergeklestirmistir (22).
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Yine Anoxybacillus sp. AH1 susundan gesitli deterjanlara kars1 dayanikli, termostabil bir
a-amilaz elde edilmis ve saflastirilmistir (23). A. flavithermus SO-13 izolatinin endiistriyel
uygulamalarda kullanilabilecek nitelikte olan yeni bir termostabil a-amilaz1 karakterize
edilmistir (14). Aymi ekip tarafindan, sicak su kaynagindan izole edilen A. flavithermus
SO-19 susundan termostabil bir a-amilaz enzimi elde edilerek kismi saflastiriimasi
yapilmis ve enzimin 70°C’de 30 dakika icerisinde meyve suyundaki nisastanin % 82’sini
pargalayabildigi tespit edilmistir (15). Gergeklestirilen bir diger g¢alismada, Cin’deki
Tengchong sicak su kaynaklarindan izole edilmis Anoxybacillus sp. YIM 342 susundan
termostabil bir a-amilaz izole edilmistir. Bu enzimin, ¢éziiniir nisastay1 glukoz, maltoz ve
maltotrioza hidrolizleme yetenegine sahip olmasi nedeniyle, biyoyakit endiistrisine yonelik
uygulamalarda kullanilabilecegi one siiriilmiistiir (24). Ozdemir ve ark. (2016) tarafindan
yapilan ¢alismada ise termofilik A. caldiproteolyticus D504 ve D621 suslarinin amilaz

tiretimlerinin optimizasyonu gergeklestirilmistir (17).

Cihan ve ark. (2012) ve Cihan (2013) tarafindan yapilan iki farkli caligmada, Tirkiye’nin
farkli jeotermal alanlarindan izole edilmis toplam 115 adet Bacillaceae familyasina ait
endospor olusturan termofilik basilin polifazik bir yaklasimla smiflandirilmalari
sonucunda, bu izolatlar toplam 7 farkl cins altinda gruplandmrilmistir. Izolatlardan 53
tanesi Anoxybacillus cinsine, digerleri ise sayica daha az olarak Bacillus (14 izolat),
Brevibacillus (12 izolat), Geobacillus (26 izolat), Aeribacillus (4 izolat), Paenibacillus (1
izolat) ve Thermoactinomycetes (2 izolat) cinslerine dahil edilmistir. Tiirkiye’nin jeotermal
kaynaklarinda, bu izolatlar arasindan Anoxybacillus cinsi bakterilerin en yogun
popiilasyonu olusturduklar1 gériilmiistiir. Bu ¢alismalarda, izole edilmis 53 Anoxybacillus
susundan 51 tanesinin (D392 ve E123 izolatlar1 disinda) ve arastirmada kullanilan A. kam-
chatkensis ve A. thermarum tip suslari disinda kalan 11 referans susun tamaminin ise
kalitatif olarak o-amilaz treticisi olduklar1 tespit edilmis ve nisasta hidroliz edebilme
ozelliklerinin, jeotermal alanlarda diger termofilik endosporlu bakteri cinslerine kiyasla

daha yogun popiilasyonlarda bulunmalarmi agiklayan bir avantaj olusturdugu ifade

edilmistir (66, 148).

Bir kismmnin bu tez ¢alismasi kapsaminda, bir kismimin ise literatiirde a-amilaz trettikleri
kalitatif ve/veya kantitatif olarak belirlenmis olan Anoxybacillus tiirlerinin amilaz tiretim

yetenekleri Cizelge 2.2°de sunulmustur.
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2.2.5. ANOXYBACILLUS CINSINE AIiT TUR VE ALT TURLERIN
TANIMLANMASINA YONELIK YAPILMIS CALISMALAR

Anoxybacillus cinsinin ilk tanimindan (8) bu yana, cinse ait 23 adet tiir ve 3 adet alt tiir
tanimlanarak literatiire kazandirilmistir (149, 150) : A. pushchinoensis, A. flavithermus (8,
9, 151), A. gonensis (72), A. contaminans (83), A. voinovskiensis (74), A. kestanbolensis, A.
ayderensis (73), A. kamchatkensis (152), A. amylolyticus (16), A. rupiensis (75), A.
bogrovensis (76), A. kamchatkensis subsp. asaccharedens (153), A. thermarum (77), A.
mongoliensis (117), A. eryuanensis, A. tengchongensis (79), A. salavatliensis (82), A.
flavithermus subsp. flavithermus, A. flavithermus subsp. yunnanensis (78), A.
caldiproteolyticus (52, 154), A. tepidamans (52, 155), A. kaynarcensis (81), A.
vitaminiphilus (80), A. suryakundensis (70), A. calidus (71) ve A. geothermalis (93). Bu
tirlerden A. suryakundensis tiirii ile A. kamchatkensis subsp. asaccharedens alt tiirii sadece
bilimsel bir makalede yaymlanmis olup, IJSEM (International Journal of Systematic and
Evolutionary Microbiology) validasyon listesinde yer almamaktadir (149). Literatiirde yer
alan tanimlanmig tiim Anoxybacillus tiir ve alttiirleri ile bazi taksonomik 6zellikleri Cizelge

2.2’de verilmistir.

Anoxybacillus flavithermus, eski adiyla Bacillus flavothermus olarak bilinmekteydi. Bu
sus, Yeni Zelanda’daki bir kaplicadan izole edilmis ve 30-70°C arasinda {ireme gosteren,
sar1 pigmentli bir fakiiltatif anaerob olarak tanimlanmustir (151). Sonraki yillarda,
Yellowstone Milli Parki ve Avustralya Biiyilk Artezyen Havzasi’nda B. flavothermus
suslar1 ile dizi benzerligi gosteren bircok sus bulunmustur. 2000 yilindan once, B.
flavothermus suslar1 iizerine yapilan ¢alismalar olduk¢a smirliydi. Bu c¢aligmalar, B.
flavothermus’un dogal asetat kinaz, miyokinaz, piriivat kinaz, alanin dehidrojenaz, glikoz-
6-fosfat dehidrojenaz, izositrik dehidrojenaz, ksilanaz ve a-amilazinin biyokimyasal

karakterizasyonu tizerine yapilmis ¢alismalari igermekteydi (67).

2000 yilinda, Pikuta ve arkadaslar1 hayvan giibresinden anaerobik K17 susunu izole
etmislerdir. K17 susunun 16S rRNA gen dizisi, DNA-DNA hibridizasyon analizleri ve
fenotipik 6zellikleri temel almarak, Anoxybacillus’un Bacillaceae familyasina ait yeni bir
cins oldugu 6ne siiriilmiistiir. Anoxybacillus ismi, canlinin anaerobik 6zelligine dayanilarak
verilmistir. Ortamda ¢Oziinmils oksijenin tilkenmesi durumuna anoksik veya anoksi
denilmektedir. Dolayisiyla, Anoxybacillus oksijensiz ortamda yasayabilen kiigiik, ¢ubuk

sekilli (basil) mikroorganizmalar1 tanimlamaktadir. K17 susu, bu nedenle Anoxybacillus
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pushchinoensis olarak adlandirilmistir. A. pushchinoensis K17 susu ile B. flavothermus
filogenetik olarak birlikte ve Bacillus’tan ise ayr1 bir sekilde kiimelenmis olduklarindan, B.

flavothermus, Anoxybacillus flavithermus olarak yeniden isimlendirilmistir (8).

Pikuta ve ark. (2003), Anoxybacillus cinsinin ilk temsilcisi ve tip susu olan Anoxybacillus
pushchinoensis K1T susunun pH 9.0-9.7°de  ANX besiyerinde aerobik olarak da
treyebildigini gostermislerdir. Boylece A. pushchinoensis tiirtiniin ve Anoxybacillus
cinsinin tanimi yeniden diizenlenmistir. A. pushchinoensis, obligat anaerob yerine
aerotolerant anaerob bir bakteri olarak tanimlanirken; Anoxybacillus cinsi, obligat anaerob
ya da fakiiltatif anaerob yerine aerotolerant anaerob ya da fakiiltatif anaerob bir bakteri
olarak tamimlanmistir (9). Sonraki yillarda, aerobik o6zellikteki Anoxybacillus tiirleri de
tanimlanmustir (75, 77, 80, 81, 153).

Belduz ve ark. (2003), Balikesir ilinde yer alan Gonen kaplicalarindan izole ettikleri G27
tip susunun morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler taksonomik analizleri
sonucunda, Gram-pozitif, fakiiltatif anaerob, termofilik ve ksilozu kullanarak yiiksek ksiloz
izomeraz aktivitesi gosteren ve sporlu yapiya sahip, A. gonensis olarak adlandirilan yeni

bir Anoxybacillus tiirti tanimlamiglardir (72).

De Clerck ve ark. (2004), Fransa’da bir jelatin iiretim fabrikasinin kontamine jelatin
artiklarindan izole ettikleri LMG 218817 tip susunu, Gram boyama o6zelligi degisken,
sporlu, fakiiltatif anaerobik ve termofilik Ozelliklere sahip, A. contaminans olarak

adlandirilan yeni bir Anoxybacillus tiirii olarak tanimlamislardir (83).

Yumoto ve ark. (2004), Rusya’nin Kamchatka bolgesinde yer alan bir sicak su
kaynagindan (Voinovskie kaplicalar1) fakiiltatif termofilik, Gram-pozitif, fakiiltatif aerob,
hareketsiz ve ¢ubuk sekilli bir bakteri izole etmislerdir. 16S rRNA gen dizi analizi, izole
edilen TH13T susunun Anoxybacillus cinsinin yeni bir iiyesi oldugunu gdstermistir. DNA-
DNA hibridizasyon analizleri sonucunda ise izolat ile filogenetik olarak en yakin iliskili
oldugu A. pushchinoensis ve A. flavithermus tiirleri arasinda diisiik oranda benzerlik (< %
30.2) oldugu tespit edilmistir. Fenotipik karakteristikler ve filogenetik verilere dayanilarak,
TH13" susu yeni bir Anoxybacillus tiirii olarak tamimlanmis ve A. voinovskiensis olarak
adlandirilmustir (74).
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Cizelge 2.2. Literatiirde yer alan tanimlanmis tiim Anoxybacillus tiir ve alttiirleri ile bazi taksonomik oOzellikleri [Goh ve ark.’nin
calismasindaki veriler (67) glincellenerek sunulmustur]

. Ureme icin gerekli 16S rRNA
Lo < Izole Edildigi (07} a-Amilaz GenBank
No Tiiriin Ad: Kaynag Yer/Bolge Metabolizmas1 | Aktivitesi T(OC) Topt (°C) pH . pHopt Aksesyon RIS
arahg: Arahgi Naaas
A. flavithermus Ismi bilinmeyen bir Yeni Zelanda Kuzey | Fakiiltatif
1 DSM 26417 BT, kaynadd Adast o + 30-72 60-65 6.0-9.0 6.0-9.0 | CP000922 8,151
A. pushchinoensis I . Pushchino Arastirma | Aerotolerant
2 DSM 124237 Giibre ornekleri Merkezi, Rusya anaeriy + 37-65 62 8.0-10.5 9.5-9.7 AJ010478 8,9
A. gonensis . o Fakiiltatif
3 NCIMB 139337 Gonen Kaplicalari Balikesir, Tiirkiye anaerob + 40-70 55-60 6.0-10.0 | 7.5-8.0 | AY122325 72
A. contaminans Kontamine jelatin Fakiiltatif
4 DSM 158667 srmekleri Fransa anaerob + 40-60 50 4.5-10.0 7.0 AJ551330 83
5 g.s\'/\c/)llric;\éiké?nsw Voinovskie Kaplicalar1 | Kamchatka, Rusya Fakiiltatif aerob + 30-64 54 7.0-8.0 TE AB110008 74
A. kestanbolensis .l Fakiiltatif
6 NCIMB 139717 Kestanbol Kaplicalar1 Canakkale, Tirkiye anaerob + 40-70 50-55 6.0-10.5 7.5-85 | AY248711 73
A. ayderensis . . Fakiiltatif
7 NCIMB 139727 Ayder Kaplicalar Rize, Tirkiye anaerob + 30-70 50 6.0-11.0 7.5-85 | AF001963 73
A. kamchatkensis Geyser Vadisinde bir .
8 DSM 149887 sicak su kaynag Kamchatka, Rusya Fakiiltatif acrob zayif (+) 38-67 60 5.7-9.9 6.8-8.5 AF510985 152
A. amylolyticus Jeotermal 1sitmali Rittmann Dagi, Fakiiltatif )
9 DSM 159397 toprak Antartika anaerob * 45-65 61 56 TE AJB18979 16
A. rupiensis Ismi bilinmeyen sicak | Rupi Havzasi, ) ! }
10 DSM 171277 su kaynaklar: Bulgaristan Aerob + 35-67 55 5.5-8.5 6.0-6.5 | AJB79076 75
A. bogrovensis - Dolni Bogrov, Fakiiltatif ) i
11 DSM 179567 Jeotermal su kaynagi Sofya,Bulgaristan anaerob + 40-69 65 6.0-10.0 8.0 AM409184 76
A. kamchatkensis subsp.
12 | asaccharedens Taghdere Kaplicasi Batman, Tirkiye Aerob + 35-65 55 5.5-9.5 75 AM999779 153
DSM 184757
A. thermarum Abano Terme,
13 DSM 171417 Euganean Kaplicalart Padova, italya Aerob zay1f (+) 55-67 65 6.0-7.5 7.2 AM402982 77
A. mongoliensis - Fakiiltatif
14 DSM 191697 Tsenher Kaplicalari Mogolistan anaerob + 35-70 60 5.5-10.5 8.0 EF654664 117
A. tengchongensis Ismi bilinmeyen bir Tengchong, Yunnan, s E i
15 DSM 232117 sicak su kaynag Cin Fakiiltatif aerob + 30-75 50 7.0-11.0 8.5 FJ438370 79
A. eryuanensis Ismi bilinmeyen bir . s . i
16 DSM 232127 sicak su kaynag Eryuan, Yunnan, Cin | Fakiiltatif aerob + 35-70 55 7.0-11.0 8.0 GQ153549 79
N Yiiksek sicakliktaki .
A. salavatliensis Salavatli, Aydin, Fakiiltatif
17 DSM 226267 kuyp boru“hattvll Tiirkiye anaerob + 37-69 60 5.5-9.5 8.0-9.0 | EU326496 82
sediment drnegi
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Cizelge 2.2. (devam) [Goh ve ark.’nin ¢alismasindaki veriler (67) giincellenerek sunulmustur]

. Ureme icin gerekli 16S rRNA
Lo < Izole Edildigi (07} a-Amilaz GenBank
No Tiiriin Ad: Kaynag Yer/Bolge Metabolizmas1 | Aktivitesi T(°C) Topt (°C) pHv pHopt Aksesyon RIS
arahigi Arahg NS
A. flavithermus subsp. Ismi bilinmeyen sicak
18 | yunnanensis su kaynaklarindaki su- | Yunnan, Cin Fakiiltatif aecrob zay1f (+) 30-66 60 5.5-10.0 7.0-7.5 HMO016869 78
KCTC 137597 sediment 6rnekleri
A. flavithermus subsp. Ismi bilinmeyen sicak
19 | flavithermus su kaynaklarindaki su- | Yunnan, Cin Fakiiltatif aerob + 30-72 60-65 5.5-9.0 7.0 726932 78
DSM 26417 sediment drnekleri
A. caldiproteolvticus Su aritma tesisinden
20 DéM 15p730T y alinan atik su aritma Seletar, Singapur Aerob zayif (+) 37-70 60 5.0-9.0 6.5-7.0 FN428698 52,154
camuru
A. tepidamans Jeotermal 1sitmali Yellowstone Ulusal Fakiiltatif
21 DSM 163257 toprak Parki, USA anaerob + 40-65 55 6.0-9.0 7.0 FN428691 52,155
A. kaynarcensis . . | Leopoldsdorf, Lower | Fakiiltatif ) !
22 | DSM 217067 Seker pancart ornekleri | ¢ ojia anaerob * 40-65 55 6090 | 70 EU926955 81
Kaynarca Kaplicalari [zmir, Tiirkiye Aerob + 35-70 60 6.0-10.0 7.0
A. vitaminiphilus
23 | 3CM 165947 Puge Kaplicast Puge, Cin Aerab + 3866 | 57-60 | 6093 | 7.0-75 | TI474084 80
Ismi bilinmeyen bir
A. suryakundensis sicak su kaynagindan Suryakund, Fakiiltatif ) }
24 DSM 273747 alinan sediment Jharkhand, Hindistan | anaerob * 40-60 55 55115 5 KC958552 70
ornekleri
Kizildere, Saraykoy-
. Buharkent jeotermal .
25 gé(;\zleIZ(jSLJZSZOT enerji santrali Denizli, Tiirkiye g sg;‘rlé%t‘f zayif (+) | 35-70 55 65-90 | 8.0-85 | FJ430012 71
yakinindan alman
toprak ornekleri
Jeotermal enerji
A. geothermalis platformunun zemin Grof3 Schonebeck, Fakiiltatif ) | i
26 ATCC BAA2555" ustil filtrelerini tikayan | Kuzey Almanya anaerob * 40-65 60 5095 7.0-8.0 KJ722458 93
tortu drnekleri
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Dulger ve ark. (2004), Rize’nin Ayder kaplicalar1 ile Canakkale’deki Kestanbol
kaplicalarindan alman ¢amur ve su Orneklerinden iki yeni Anoxybacillus tiirii izole
etmislerdir. Izole edilen AB04T ve K4T tip suslar1 Gram-pozitif, sporlu, fakiiltatif
termofilik ve fakiiltatif anaerobik {ireme gosteren basiller olarak tanimlanmiglar ve

sirasiyla A. ayderensis ve A. kestanbolensis olarak adlandirilmiglardir (73).

Kevbrin ve ark. (2005), Rusya’nin Kamchatka bolgesinde yer alan Geyser Vadisi’ndeki bir
sicak su kaynagindan izole ettikleri JW/VK-KG4" susunun morfolojik, fizyolojik ve
filogenetik verilerine ve tanimlanmis diger Anoxybacillus tiirleri ile diisik DNA-DNA
homolojisine dayanilarak, Gram-pozitif, sporlu, fakiiltatif termofilik, fakiiltatif aerobik ve
genis bir pH araliginda (6.8-8.5) optimum iireme gosteren yeni bir Anoxybacillus tiirii

oldugunu tespit etmisler ve bu yeni tiirii A. kamchatkensis olarak adlandirmislardir (152).

Poli ve ark. (2006), Antartika kitasinda bulunan Rittmann Dagi {lizerindeki jeotermal
topraklardan termofilik ve yiliksek ekstraseliiler amilaz aktivitesi gdsteren yeni bir bakteri
tiirii izole etmislerdir. MR3C" susu, klasik ve molekiiler sistematik analizleri sonucunda,
Gram-pozitif, sporlu, termofilik, fakiiltatif anaerob tireme gosteren, galaktozlu besiyerinde
ekzopolisakkarit iireten ve diger yakin iliskili tiirlerde tespit edilmemis gii¢li bir
ckstraseliiler konstitiitif amilolitik aktivite gosteren yeni bir Anoxybacillus tiirii olarak

tanimlanmis ve bu tip sus A. amylolyticus olarak adlandirilmistir (16).

Derekova ve ark. (2007), Bulgaristan’m Rupi Havzasi bolgesinde yer alan ti¢ farkli sicak
su kaynagindan alian su ve toprak 6rneklerinden yeni bir termofilik, aerobik ve amilolitik
enzim iireticisi olan hemoorganotrofik bir bakteri izole etmislerdir. izole edilen R2707
susunun filogenetik, fizyolojik ve biyokimyasal 6zellikleri tespit edilmis ve elde edilen
verilere dayanilarak bu sus, Anoxybacillus cinsine ait yeni bir tiir olarak tanimlanmis ve A.

rupiensis olarak adlandirilmistir (75).

Atanassova ve ark. (2008), Bulgaristan’m Sofya bolgesindeki Dolni Bogrov Koyii
yakmlarinda yer alan bir jeotermal su kaynagimdan alinan 56°C sicakliginda ve pH’s1 8.5
olan bir camur 6rneginden izole ettikleri BT 137 susunun fizyolojik, biyokimyasal ve
filogenetik 6zelliklerini incelemislerdir. Belirlenen genotipik farklilagsma ve farkl fenotipik
karakteristiklere dayanilarak, Gram-pozitif, sporlu, fakiiltatif anaerobik, alkalitolerant ve

heterotrofik 6zellikteki ve intraseliiler amilolitik aktivite gosteren bu termofilik basil, yeni
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bir Anoxybacillus tiirii olarak siniflandirilmis ve A. bogrovensis olarak adlandirilmistir
(76).

Gul-Guven ve ark. (2008), Batman’da bulunan Taglidere kaplicasindan alinan ¢amurlu su
orneklerinden izole ettikleri KG8' susunu sporlu, Gram-pozitif, karbon kaynagi olarak
galaktoz ve sodyum asetat (zayif reaksiyon) disindaki karbohidratlar1 kullanamayan ve
aerobik {ireme gdsteren termofilik basil olarak tanimlamislardir. KG8T susu ile en yakin
iliskili oldugu A. kamchatkensis tiirii arasindaki DNA-DNA hibridizasyon oraninin % 67.5
olmasi nedeniyle, KG8'™ susu Anoxybacillus cinsine ait yeni bir tiir olarak
smiflandirilamamistir. Yapilan lipid analizleri ve belirlenen yag asidi profili, biyokimyasal
ve fizyolojik 6zelliklere dayanilarak, KG8' susu A. kamchatkensis tiiriiniin yeni bir alt tiirii
olarak tanmimlanmigs ve A. kamchatkensis subsp. asaccharedens olarak adlandirilmistir
(153).

Poli ve ark. (2009), Italya’nin Abano Terme bolgesindeki Euganean kaplicalarindan alman
termal ¢amur drneklerinden izole ettikleri AF/O4" susunu, fenotipik dzelliklerinin yani sira
bilinen en yakin iliskili Anoxybacillus tiirleri ile yapilan DNA-DNA hibridizasyon
caligmalar1 sonucunda, Gram-pozitif, hareketli, sporlu, aerobik ve termofilik 6zellikte yeni
bir Anoxybacillus tiirii olarak siniflandirmiglar ve bu yeni tirii A. thermarum olarak
adlandirmuslardir (77).

Namsaraev ve ark. (2010), Mogolistan’in Arkhangai bolgesinde yer alan Tsenher
kaplicalarindan (80°C, pH 9.8) alinan su ve termal ¢amur Orneklerinden Gram-pozitif,
sporlu ve fakiiltatif anaerobik iireme gosteren ¢ubuk sekilli bir bakteri izole etmislerdir.
Yaptiklar1 morfolojik, fizyolojik, filogenetik analizler ve DNA-DNA hibridizasyon
calismalar1 sonucunda, T4" susunun fakiiltatif termofilik (Topt, 60 °C), alkalitolerant (pHop,
8.0) ozellikte, termostabil alkali subtilisin-benzeri serin proteaz enzim iireticisi ve diger
yakm iligkili tiirlerde kaydedilmemis, gli¢lii bir ekstraselliiler proteolitik aktiviteye sahip
oldugu gorilmiistiir. Diger Anoxybacillus tiirleri ile diisiik DNA-DNA homolojisi gosteren
bu sus, yeni bir Anoxybacillus tiirii olarak tanimlanmis ve A. mongoliensis olarak
adlandirilmstir (117).

Zhang ve ark. (2011), Cin’in Yunnan sehrindeki Tengchong ve Eryuan bdlgesinde yer alan
ve sicakligi 50°C civarinda olan sicak su kaynaklarindan Gram-pozitif, ¢ubuk sekilli,

sporlu, fakiiltatif aerobik, alkalitolerant ve termofilik &zellikte iki yeni sus, T-11T ve E-
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1127, izole etmislerdir. Yapilan DNA-DNA hibridizasyon c¢alismalari, fizyolojik ve
biyokimyasal testler sonucunda, bu iki susun literatiirde mevcut olan diger Anoxybacillus
tirlerinden genotipik ve fenotipik olarak farkliliklar gosterdigi ve bu nedenle,
Anoxybacillus cinsine ait iki yeni tiirii temsil ettikleri sonucuna varmislardir. T-117 ve E-

1127 suslar, sirastyla A. tengchongensis ve A. eryuanensis olarak isimlendirilmistir (79).

Cihan ve ark. (2011), Aydin’in Sultanhisar ilgesine bagh Salavatli beldesindeki yiiksek
sicakliktaki kurumug bir sondaj boru hattindan aliman sediment Orneginden yeni bir
fakiiltatif termofilik, Gram-pozitif, cubuk sekilli, sporlu, hareketli, fakiiltatif anaerobik ve
intraseliiler a-glukozidaz enzim aktivitesine sahip A343" susunu izole etmislerdir. 16S
rRNA gen dizisine dayal filogenetik analizler sonucunda, A343" susunun Anoxybacillus
cinsine ait oldugu belirlenmistir. A3437 susu ile tanimlanmis Anoxybacillus tip suslar:
arasindaki 16S rRNA gen dizi benzerliginin % 95.8-99.4 arasinda degistigi goriilmiistiir.
DNA-DNA hibridizasyon c¢alismalar1 ile bu susun en yakin iliskili oldugu A.
kamchatkensis ile diisik DNA-DNA homolojisi (% 49.7) gosterdigi ortaya konulmustur.
Fenotipik, filogenetik ve kemotaksonomik verilere dayanilarak, A343"T susu yeni bir

Anoxybacillus tiirii olarak tanimlanmis ve A. salavatliensis olarak adlandirilmistir (82).

Dai ve ark. (2011), Cin’in Yunnan schrindeki sicak su kaynaklarindan alinan su-sediment
orneklerinden termofilik ve etanole dayanikli yeni bir bakteri tiirii izole etmislerdir. Izole
edilen E13" susunun, yiiksek sicaklikta % 8 etanol (v/v) iceren ortamda iireyebildigi ve
60°C’de % 13 (v/v) etanol konsantrasyonuna dayanabildigi tespit edilmistir. Su ana kadar
higbir Anoxybacillus tiiriinde bu tiir bir etanol direncliligi rapor edilmemistir. Ayrica, E137
susunun biyofilm iiretme yetenegine sahip oldugu ve bu durumun, yiiksek etanol stresi
altinda hiicrelerin iireyebilmesine Onemli katki sagladigi one siirtilmistiir. Fenotipik
ozelliklere, filogenetik ve DNA-DNA hibridizasyon verilerine dayanilarak; fakiiltatif
aerobik, Gram-pozitif, hareketli ve ksiloz, arabinoz ve sellobiyoz gibi birgok karbon
kaynagmi kullanabilme yetenegine sahip sporlu bir basil olarak tanimlanan E13T susu, A.
flavithermusun yeni bir alt tiiri olarak smiflandirilmis ve A. flavithermus subsp.
yunnanensis olarak adlandirilmistir. A. flavithermus subsp. yunnanensis alt tiiriiniin
tanimlanmasi, otomatik olarak A.flavithermus subsp. flavithermus alt tiirliniin ortaya

¢ikmasina neden olmustur (78).

Chen ve ark. (2004), Singapur’un Seletar bolgesindeki bir su aritma tesisinden toplanan

atik camurdan Gram-pozitif, aerobik, sporlu, proteolitik aktivite gosteren, termofilik gubuk
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sekilli bir bakteri izole etmislerdir. izole edilen SF03 susu, taksonomik ve 16S rRNA
analizlerine dayanilarak yeni bir Geobacillus tiirii olarak smiflandirilmig ve bu tiire
Geobacillus caldoproteolyticus ad1 verilmistir (154). Coorevits ve ark. (2012), 62 adet
termofilik, aerobik ve endospor olusturan bakteri susu iizerinde yapmis olduklar1 16S
rRNA gen dizi analizi, polar lipid ve yag asidi analizi, fenotipik karakterizasyon ve DNA-
DNA hibridizasyon deneylerini igeren c¢alismalar sonucunda, Chenve ark. (2004)
tarafindan tanimlanan Geobacillus caldoproteolyticus tiiriinii Anoxybacillus cinsine ait bir
tir olarak yeniden smiflandirmiglar ve bu tirii A. caldiproteolyticus olarak
adlandirmiglardir (52).

Schéffer ve ark. (2004), farkli cografik bolgelerden ve kaynaklardan Gram-pozitif,
hareketli, sporlu, fakiiltatif anaerobik ve fakiiltatif termofilik 6zellik gésteren iki bakteri
izole etmislerdir. GS5-977 susu, Avustralya’nm Leopoldsdorf bdlgesinde yer alan bir seker
pancar1 fabrikasindan; YNP10 susu ise ABD, Yellowstone Ulusal Parkindan jeotermal
olarak 1sitilmig toprak oOrneklerinden izole edilmistir. Yapilan fenotipik ve molekiiler
taksonomik g¢aligmalar sonucunda, iki izolatin tanimlanmis diger Geobacillus tiirlerinden
ziyade birbirlerine daha fazla benzerlik gosterdikleri tespit edilmistir. 16S rRNA gen
dizileri, iki susun birbirine % 99.8 oraninda benzer oldugunu ve DNA-DNA hibridizasyon
analizleri ise % 89.9 oraninda benzerlik gosterdiklerini ortaya koymustur. Birgok fenotipik
ozellik bakimmdan da benzerlik gosteren bu izolatlardan GS5-977 tip susu, yeni bir
Geobacillus tiirii olarak siniflandirilmis ve Geobacillus tepidamans olarak adlandirilmistir
(155). Coorevits ve ark. (2012), Schiffer ve ark. (2004) tarafindan tanimlanan G.
tepidamans tiirtinii, Anoxybacillus cinsine ait bir tiir olarak yeniden smiflandirmislar ve bu

tiirii A. tepidamans olarak adlandirmislardir (52).

Inan ve ark. (2013), izmir’de bulunan Kaynarca Kkaplicalarindan (60-100°C) fakiiltatif
termofilik, Gram-pozitif, endospor olusturan, ¢ubuk sekilli, hareketli, acrobik ve ksilanaz
iretme yetenegine sahip bir bakteri izole etmislerdir. 16S rRNA gen dizi analizine gore,
D1021" susunun Anoxybacillus tiirleri ile % 94.7-98.7 arasinda benzerlik gdsterdigi ve
DNA-DNA hibridizasyon degerinin ise % 70°den diisiik oldugu tespit edilmistir. Fenotipik
ozellikler, rpoB gen dizi analizi, filogenetik ve DNA-DNA hibridizasyon verilerine
dayamilarak, D10217 susu yeni bir Anoxybacillus tiirii olarak tanimlanmis ve A.

kaynarcensis olarak adlandirilmistir (81).
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Zhang ve ark. (2013), Cin'in giineybatisindaki jeotermal bir bdlgede bulunan Puge
kaplicasindan (42-44°C, pH 7.0) alinan su orneklerinden Gram-pozitif, hareketli, sporlu,
aerobik, fakiiltatif termofilik ve ¢ubuk sekilli 3SNP4T susunu izole etmislerdir. 3NP4T susu,
38-66°C’de, 6.0-9.3 araligindaki pH degerlerinde ve % 0-4 (w/v) tuz konsantrasyonlarinda
iireme gostermistir. Yeni izolatin en 6nemli ayirt edici fizyolojik 6zelligi, sadece vitamin
karisimi ya da maya ekstrakt: iceren besiyerinde lireme gdsterebilmesidir. 16S rRNA gen
dizileri ve DNA-DNA hibridizasyon degerlerine goére, 3NP4" susunun Anoxybacillus
cinsine ait yeni bir tiirli temsil ettigi sonucuna varilmigs ve bu yeni tiir A. vitaminiphilus

olarak adlandirilmistir (80).

Deep ve ark. (2013), Hindistan’in Jharkhand, Suryakund bolgesinde yer alan bir sicak su
kaynagindan alinan sediment Orneklerinden Gram-pozitif, hareketsiz, sporlu, fakiiltatif
anaerob, fakiiltatif termofilik ve alkalitolerant 6zelliklere sahip ¢ubuk sekilli bir bakteri
izole etmislerdir. Elde edilen fenotipik, filogenetik ve kemotaksonomik verilere
dayanilarak, JS1T susu yeni bir Anoxybacillus tiirii olarak tanimlanmis ve A.

suryakundensis olarak adlandirilmistir (70).

Cihan ve ark. (2014), Denizli’de yer alan, Kizildere, Saraykoy-Buharkent jeotermal enerji
santrali yakinindan alinan toprak Orneklerinden termofilik, Gram-pozitif, fakiiltatif
anaerobik, endospor olusturan, hareketli ve gubuk sekilli C161ab" susunu izole etmislerdir.
Tirkiye’nin ilk jeotermal enerji santrali olan bu jeotermal bolgedeki su sicakligir 195-
212°C arasinda olup, toprak bor agisindan zengindir (18-29 mg/l). Yapilan fenotipik
analizlere dayanilarak, izolatin 35-70°C (optimum 55°C) sicaklik araliginda, 6.5-9.0
(optimum 8.0-8.5) pH degerlerinde ve % 0-2.5 (w/v) tuz konsantrasyonlarinda tireyebildigi
belirlenmistir. Termofilik C161ab’ susunun en dnemli ayirt edici 6zellikleri, 70 mM’a
kadar olan bor konsantrasyonunda iireyebilmesi ve DNA G+C igeriginin, Anoxybacillus
tirleri arasinda gozlenen en disiik deger olarak, 37.8 % mol olmasidir. 16S rRNA gen
dizilerine dayanilarak yapilan filogenetik analizler ile C16lab’ susunun bilinen tiim
Anoxybacillus tiirleri ile % 94.6-96.8 oraninda dizi benzerligi gosterdigi anlagilmistir.
Ayrica, DNA-DNA hibridizasyon calismalari ile C161ab' susunun, en yakim akraba oldugu
A. rupiensis (% 21.2) ve A. voinovskiensis (% 16.5) tiirleri ile diisiik seviyede benzerlik
gosterdigi ortaya konulmustur. DNA-DNA hibridizasyon degerlerinin yeni bakteri
tiirlerinin ayrimi i¢in dnerilen % 70 esik degerinin (156) oldukca altinda olmas1 nedeniyle,
C161ab" susu Anoxybacillus cinsine ait yeni bir tiir olarak smiflandirilmis ve A. calidus

olarak adlandirilmistir (71).
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Filippidou ve ark. (2016), Kuzey Almanya'nin Gro3 Schonebeck bolgesindeki bir
jeotermal enerji platformunun zemin {istii filtrelerini tikayan tortu 6rneklerinden termofilik,
Gram-pozitif, sporlu ve fakiiltatif anaerobik GSsed3" susunu izole etmislerdir. Izolatin
60°C’de, % 0.5 (w/v) tuz konsantrasyonlarinda ve 7.0-8.0 araligindaki pH degerlerinde
optimum {ireme gosterdigi tespit edilmistir. DNA-DNA hibridizasyon analizleri
sonucunda, ilgili susun en ¢ok 16S rRNA gen dizi benzerligi gosterdigi A. rupiensis DSM
171277 tiiriine sadece % 16 oraninda benzerlik gosterdigi goriilmiistiir. Fenotipik,
genotipik ve kemotaksonomik karakterizasyon calismalari, GSsed3T  susunun
Anoxybacillus cinsine ait tiirlerden farkli oldugunu ortaya koymustur. Bu nedenle,
GSsed3" susunun Anoxybacillus cinsine ait yeni bir tiirii temsil ettigi sonucuna varilmis ve

tip tiirii GSsed3" olan bu yeni tiir A. geothermalis olarak adlandirilmustir (93).

2.3. BAKTERIYEL TAKSONOMIDE TUR TANIMLAMASI

Bakteriyel tiirlerin genis bir filogenetik ¢ercevede nasil smiflandirilmasi gerektigi genel
olarak bilinmesine ragmen, bir tiiriin gergekte ne olduguna dair kesin olarak tanimlanmis
ve genel kabul gormiis bir kavram heniiz bulunmamaktadir. Literatiirde, taksonomik
caligmalarda uygulanan 16S rRNA gen dizi analizi ve DNA-DNA hibridizasyonu gibi
genotipik yontemlerin gelismesine paralel olarak yapilmis bazi tiir tanimlar1 asagida

verilmektedir (157):

(a) Onemli genotipik, fenotipik ve ekolojik dzellikler bakimindan benzer gruplardan ayirt

edilebilen birbiriyle iliskili organizmalar grubu (3).

(b) Bir bakteri tiirli, bakteriyel taksonominin temel birimidir ve grup iiyeleri arasinda 5°C
ya da daha diisiik ATm (ATm; standart kosullar altinda olusturulan homolog ve heterolog
hibritler arasindaki erime sicaklig1 farki) degerine sahip ve % 70 ya da daha yiiksek oranda
DNA-DNA hibridizasyonu goésteren ve tip susu igeren sus toplulugu olarak

tanimlanmaktadir. Fenotipik 6zellikler bu tanima uygunluk gostermelidir (7).

(c) Stackebrandt ve ark. (2002) tarafindan yapilan giincel tiir tanimina gore; bir bakteriyel
tiir, onemli Olciide standardize edilmis kosullar altinda test edilmis, (bir¢ok) bagimsiz
ozellik bakimindan birbirlerine 6nemli derecede benzerlik gosteren ve ayirt edici bir
fenotipik 6zellik ile teshis edilebilen monofiletik ve genomik (tercihen) olarak uyumlu bir
izolat ya da sus toplulugundan olusan bir taksonomik gruptur. Fenotipik ve

kemotaksonomik 6zellikler bu tanima uygunluk gostermelidir (156).
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Bir mikroorganizmanin belirli bir tiirin iiyesi olabilmesi, temel olarak standart kosullar
altinda gergeklestirilen deneylerde, DNA-DNA hibridizasyon oranlarinin % 70’in iizerinde
olmasina ve DNA’nin erime sicakliginin (ATm) 5°C’den diisiik olmasma baghidir (7). Bir
tiiriin tiim susglar1 benzer fenotipik 6zellikler gostermelidir. Bir tiiriin tanimlanmasi, birden
fazla tip susun dzelliklerine dayanilarak yapilmalidir. iki ayr1 mikroorganizmaya ait 16S
rRNA dizilerinin birbirlerine < % 99.0 ya da < % 97.0 oranlarinda benzerlik gdstermesi,
bunlarmn farkl tiirlere ait olduklarma isaret etmektedir (158, 159). 16S rRNA dizilerinde,
ozellikle % 97.0 gibi bu derecede 6nemli bir farklilik, % 70’den az DNA-DNA
benzerligini gostereceginden, bu durumda DNA-DNA hibridizasyon deneylerine gerek

duyulmadan da izolatlarin farkli tiirlere ait olduklarima karar verilebilir (6).

Giliniimiizde, yeni bakteri tiirlerinin tanimlanmasi; fenotipik (6rn. biyokimyasal testler),
kemotaksonomik (6rn. yag asit kompozisyonu) ve genotipik (6rn.16S rRNA gen dizi
analizi) ozelliklerin (Cizelge 2.3) (54) bir arada ele alinip incelendigi polifazik yaklasima
dayanmaktadir (1, 3, 4, 160). Yeni bir tiiriin tanimlanmasi i¢in gerekli iki temel kosul; saf
kiiltlir seklinde izole edilmis suglarin kullanilmas1 ve incelenecek karakterlerin (6zellikle
fenotipik karakterler), miimkiin oldugunca standart kosullar altinda, referans materyalleri
ile birlikte karsilagtirmali olarak test edilmesidir (156, 161).

Yeni bakteriyel tiirlerin tanimlanmasina yonelik taksonomik calismalarda, yeterli sayida
referans 16S rRNA gen dizisinin kullanilmas1 olduk¢a 6nemlidir. Bu baglamda, yeni tiirler
uluslararas1 iki kiiltiir koleksiyonunda muhafaza edilmesi zorunlu olan kendi tip suslari
tarafindan temsil edilmekte ve bu tip suslar taksonomik ¢aligmalarda referans materyali
olarak kullanilmaktadir (4). Yeni bir bakteri cinsinin veya tiirliniin resmi olarak
adlandirilabilmesi i¢in, izolatin detayli bir tanimlamasi ile birlikte Onerilen ismi
yaymlanmali ve mikroorganizmanin canli kiiltlirii, uluslararasi iki kiiltiir koleksiyonuna
gonderilmelidir (2). Bu amagla, yeni izole edilmis bir bakteriyel izolatin taksonomik olarak
smiflandirilmas: ve tiirlerinin tam olarak teshis edilebilmesi i¢in; kiiltiirel, morfolojik,
fizyolojik ve besinsel dzellikler gibi fenotipik 6zelliklerinin yani sira hiicre membranindaki
yag asitleri, kinon ve polar lipid yapilari, hiicre duvarindaki peptidoglikan yapisinin igerigi,
16S rRNA gen dizileri, genomik DNA’nin % G+C igerigi ve gerekli gorildiigi
durumlarda, DNA-DNA hibridizasyon oranlar1 gibi kemotaksonomik ve genotipik

ozelliklerinin de belirlenmesi gerekmektedir (4, 54).
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Cizelge 2.3. Aerobik endospor olusturan bakterilerin yeni taksonlarinin tanimlanmasinda kullanilan standart 6zellikler (54)

TEMEL OZELLiKLER

INCELENMESI ONERILEN OZELLIKLER

MIKROSKOBIK MORFOLOJi

Hiicre boyutu (genislik ve uzunluk), genel sekli, zincir olusturmalari, filamentler

Geng hiicre kiiltiirliniin Gram boyama reaksiyonu

Hareketlilik

Flagel tipi (flagel boyama ya da elektron mikroskopik inceleme)

Depo inkliizyon cisimciklerinin varlig

Sporangial morfoloji

Spor sekli ve pozisyonu

Siskin sporangium yapisi

Parasporal yapilarin ya da ekstraseliiler vezikiillerin varligt

Sporangium yapilarimn fotomikrografisi

MAKROSKOBIK MORFOLOJI

Kullanilan tireme besiyeri

Kiiltiir kosullar (sicaklik, pH, tuza tolerans, inkiibasyon siiresi)

Koloni capi (belli siire inkiibasyon sonrasi belirlenen)

Koloni sekli, timseklik gosterme 6zelligi, yayilma egilimi ya da koloniyal hareketlilik, kenar
morfolojisi, yiizey dokusu, rengi, besiyeri ortamina tutunma 6zelligi

FiZYOLOJiK OZELLIKLER

Tercih edilen iireme besiyeri

Ureme i¢in optimum, maksimum ve minimum sicakhk degerleri

Ureme i¢in optimum, maksimum ve minimum pH degerleri

Oksijen gereksinimi*

Tuza tolerans ya da gereksinim (minimum, optimum ve maksimum konsantrasyonlar) ya da
tuzlu ortamda iiremenin artirtlmast

Katalaz aktivitesi

Oksidaz aktivitesi

Ozel besin ihtiyaclari

Minimal besiyerinde {ireme yetenegi

BiYOKIMYASAL OZELLIKLER

D-Glukozdan asit tiretimi

D-Glukozdan gaz tiretimi

L-Arabinoz, D-mannitol, D-ksiloz ve diger karbohidratlardan asit tiretimi**

Voges-Proskauer testi
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Cizelge 2.3. (devam) (54)

BIiYOKIMYASAL OZELLIKLER

Eskiilin ve iire hidrolizi

Kazein, jelatin ve nisasta hidrolizi Nitrat indirgenmesi ve nitrat ya da nitritin nitrdz oksite ya da azot gazina indirgenmesi

Arginin dihidrolaz reaksiyonu

Tek karbon kaynagi olarak propiyonat ve diger organik asitlerin kullanimi

Tek karbon kaynagi olarak amino asitlerin kullanimu

Tek karbon kaynagi olarak karbohidratlarin kullanimi

Sitrat kullanim — -
Lesitinaz reaksiyonu***

Triptofandan indol iiretimi

ONPG (o-nitrofenil B-D-galaktopiranozid) hidrolizi

KEMOTAKSONOMIK OZELLIKLER

Yag asidi profili Murein yapist §
Polar lipid analizi§
Kinon analizi§

Hiicre duvari diamino asit igerigi

NUKLEIK ASIiTE DAYALI MOLEKULER CALISMALAR

16S rRNA gen dizi analizi (> 1400 niikleotid, < % 0.5 belirsizlik) Protein kodlayan housekeeping genlere dayali filogenetik analiz
ve filogenetik analiz DNA'"min % G+C igerigi®
Yakin iliskili tiirlerin DNA-DNA hibridizasyon analizi * Hibrit DNA'nin ATm degeri

* Organizma zorunlu aerobik, mikroaerofilik, fakiiltatif anaerobik ya da zorunlu anaerobik midir? Sadece “aerobik” olarak tanimlanmasi yeterli degildir.

** Pozitif reaksiyon veren bir karbohidrat fermentasyon testinin bir asit olusum testi ile esdeger tutulmamasi gerekmektedir. Birgok mikroorganizma karbohidrat metabolizmast sonucunda asit
tiretemeyebilir.

*** Bu karakter, 6zellikle B. cereus grubu bakteriler i¢in 6nemlidir.

§ Yeni bir cinsin tanimlanmasi igin gerekli olarak kabul edilen &zelliklerdir.

# Yeni suglarin 16S rRNA gen dizilerinin mevcut tip suslarina % 97 ve daha fazla oranda benzerlik gostermesi durumunda gereklidir.
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2.3.1. FENOTIiPiK OZELLIKLER

Bakteriyel taksonomi, klasik anlamda fenotipik 6zelliklerin belirlenmesine dayanmaktadir.
Bir mikroorganizmanin fenotipi tipik olarak; koloni morfolojisi (renk, sekil, pigmentasyon,
slime iretimi, vb.), hiicre sekli, boyutu, Gram boyama 06zelligi, kapsiilii, endospor ve
inkliizyon cisimciklerinin varligi, flagella varligi ve konumu, hareketliligi gibi morfolojik
ozelliklerinin yan1 sira biyokimyasal testler, farkli sicaklik, pH, tuz araliklarinda ve
atmosferik kosullarda, antimikrobiyal ajanlarmn, farkli karbon ve azot kaynaklarmin
varliginda iiremesi, ¢esitli enzimlerin iiretimi gibi biyokimyasal ve fizyolojik 6zelliklerinin

belirlenmesi ile ortaya konulmaktadir (162).

Morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal Ozelliklerin incelenmesi, bakteri tiirlerinin
tanimlanmas1 ve siniflandirilmasi i¢in kullanilan en eski yontemlerdir. Tiir ve alt tiir
seviyesindeki tanimlamalarda, hangi 6zelligin stabil ve hangisinin degisken olduguna karar
verilebilmesi i¢in, eger varsa mutlaka bu gruplar1 temsil eden birden fazla sus incelemeye
dahil edilmelidir (4). Fenotipik verilerin elde edilmesinde miimkiin oldugunca standardize
edilmis yontemlerin kullanilmasi ve deneylerin referans materyalleri ile birlikte paralel

yuriitiilmesi gerekmektedir (161).

2.3.1.1. Mikroskobik Morfoloji

Bir mikroorganizmanin teshisi sirasinda vejetatif hiicrelerin biiyiikligii, sekli, zincir
olusturabilmeleri, filament olusumlari, varsa spor yapilari ve hareket yetenekleri (bazi
mikroorganizmalar, preparat hazirlama asamasinda flagellerini kaybettiklerinden hareket
Ozelliginin her zaman mikroskop ile incelenmesi miimkiin olmayabilir ve bunun yerine
motility agar kullanilabilir) aydinlik alan mikroskobundan ¢ok daha ayrmntili ve yiiksek
rezoliisyonda inceleme imkani saglayan faz kontrast mikroskopta 1000X’lik biiyiitme
kullanilarak incelenmelidir. Hiicre morfolojisinin incelenmesi igin 18-24 saat sivi
besiyerinde ¢alkalamali olarak iiretilmis kiiltiirlerden alinan ornekler kullanilmalidir.
Endospor olusturan mikroorganizmalarda, sporlarin vejetatif hiicre i¢indeki pozisyonu
(terminal, subterminal ve sentral) ve vejetatif hiicreye gore boyutu, sekli (kiiresel,
silindirik, oval, elipsoidal), parasporal yapilarin (pozitif kontrol olarak Bacillus
thuringiensis’in tip susu kullanilabilir) ve siskin sporangium yapilarinin varligi
belirlenmelidir. Ayrica, spor morfolojisini gosteren bir faz-kontrast mikrografisi ile

sporiilasyon kosullarmin detaylarinin verilmesi Onerilmektedir. Flagella lokalizasyonu
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(polar, subpolar ya da lateral) tespit edilmelidir. Flagellanin fiksasyon sirasinda kaybolma
olasiligina karsin, suslar elektron mikroskobunda incelenmeden Once standart testlerle
(flagella boyama) ya da 1sik mikroskobu altinda incelenerek hareketli olup olmadiklar1
gozlenmelidir. Hiicre duvar1 kompozisyonu analiz edilse bile Gram reaksiyonu ile dnemli
tanisal sonuclar elde edilebilmektedir. Bu nedenle, Oncelikli olarak hiicrelerin Gram
reaksiyonlar1 gergeklestirilmelidir. Gram boyama, prokaryot hiicrelerinin boyanmasinda
kullanilan en eski yontemlerden biri olup, boya kompleksi sayesinde hiicre-duvar

yapilarmin ayirt edilmesi saglanir (4, 54).

2.3.1.2. Makroskobik Morfoloji

Tiir icerisinde ve tiirler arasinda ¢ok genis koloni morfolojisi ¢esitliligi bulunmaktadir.
Besiyeri icerigi ve inkiibasyon kosullari, hiicrelerin morfolojik yapilarini etkileyecegi i¢in
uygulanan kiiltiir kosullar1 da ayrica belirtilmelidir. Koloni tanimlamalarinda; koloninin
cap1, genel goriiniimii, tiimseklik gosterme ozelligi, yayilma egilimi ya da koloniyal
hareketlilik yetenegi, kenar morfolojisi, yiizey dokusu (6rn. parlak ya da mat), rengi,

besiyerine tutunma ve hemoliz gosterme 6zellikleri incelenebilmektedir (54).
2.3.1.3. Fizyolojik ve Biyokimyasal Ozellikler

Ozellikle yeni bir taksonun tanimlanmasinda geleneksel olarak kullanilan fizyolojik ve
biyokimyasal karakterlerin mutlaka incelenmesi gerekmektedir. Bunun igin rutin olarak
uygulanan testler, bazi1 substratlarin kullaniminin ya da bazi enzimatik ya da fizyolojik
aktivitelerin degerlendirilmesine yonelik laboratuvar ortaminda hazirlanan besiyerleri ya
da ticari kitler kullanilarak gerceklestirilebilmektedir. Ozellikle Bacillus cinsi bakterilerin
tanmimlanmasinda yaygin olarak kullanilan ticari kit ya da sistemler, APl 20E ve 50CH
sistemleri ile VITEK sistemleridir. Bu ticari sistemlerin igeriginde yer alan besiyerleri
laboratuvar ortaminda da hazirlanabilir. Ancak, laboratuvarda hazirlanan besiyerleri
kullanilarak elde edilen test sonuglar1 birbirinden farkli sonuglar verebilir. Bu nedenle,
laboratuvarlar arasindaki farkliliklarm en aza indirilebilmesi i¢in ticari kitlerin kullanilmas1
daha uygundur. Tim karakterizasyon testleri i¢in uygulanacak her bir yontemin detayi
mutlaka verilmeli ve sonuglarin dogrulugu pozitif ve/veya negatif kontrol olarak referans
suslar kullanilarak kontrol edilmelidir (54, 161).
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2.3.2. KEMOTAKSONOMIK OZELLIiKLER

Hiicrenin kemotaksonomik karakterizasyonu; hiicre duvari (diamino asit igerigi, teikoik
asit ve mikolik asit varligi vb.), hiicre membran(lar)1 (yag asiti metil ester ve polar lipid
analizleri, kinon icerigi, pigmentler, vb.), sitoplazma bilesenleri (poliamin profili) ve
toplam hiicre protein profillerinin SDS-PAGE analizi gibi hiicrenin ¢esitli yapisal
elemanlarmin incelenmesini kapsamaktadir (4). Giiniimiizde, MALDI-TOF-MS, FT-ICR
MS ve Raman spektrometresi gibi farkli hiicresel bilesenlerin analiz edildigi ve bakterilerin
rutin kemotaksonomik karakterizasyonu sirasinda etkin olarak kullanilabilecek ayrim giicii

yiiksek bazi yontemler de bulunmaktadir (158).

2.3.2.1. Hiicre Duvaridaki Peptidoglikan Yapisinin incelenmesi

Murein tabakasi olarak da bilinen peptidoglikan yapisi, Gram-negatif bakterilerde
genellikle tek tip iken, Gram-pozitif bakterilerde oldukg¢a ¢esitlilik gostermektedir. Bu
nedenle, peptidoglikan yapis1 Gram-pozitif bakterilerin tanimlanmasinda 6nemli bir ayirt
edici kriterdir. Peptidoglikan, peptitler ile ¢apraz baglanmis glikan iplik¢iklerinden olusan
bir heteropolimerdir. Glikan omurgasi, -1,4-glikozidik baglarla bagli N-asetilglukozamin
ve N-asetilmuramik asit birimlerinden olusur. Glikan iplikleri igerisinde taksonomik agidan
Oonem tasiyan tek varyasyon, N-asetilin muramik asit koklerinin N-glikolil gruplari ile
kismen yer degistirmesidir. Peptidoglikan yapisinda N-glikolil gruplarinin varhigi bakteri

cinslerinin tanimlanmasinda 6nemli bir Kriterdir (163).

Aerobik, endospor olusturan bakterilerin bir kisminda bulunmakla birlikte, bu yap1 sadece
bazi laboratuvarlar tarafindan analiz edilebilmektedir. En basit analiz yontemi, ¢apraz-
bagli peptit igerisindeki karakteristik diamino asitin belirlenmesidir (4). Bakteri
hiicrelerindeki 2,6-diaminopimelik asit (Dpm) ve 2,6-diamino-3-hidroksipimelik asit (OH-
Dpm) izomerlerinin ve glikan omurgasindaki glikolil koklerinin varligi bakterilerin
siniflandirilmasi ve tanimlanmasi i¢in 6nemli bilgiler saglamaktadir (163). Peptidoglikan
tipinin (A ya da B), yapisindaki tiim amino asit kompozisyonu, amino asit sirasi ve ¢apraz-
bagm seklinin (dogrudan ya da interpeptid kopriileri araciligiyla ve kopriiddeki amino
asitlerle bagli olup olmasi) analizi ile daha detayli bilgi saglanmaktadir. Capraz baglanma
bicimi, bir tiir icinde ve ayrica suslar arasinda bile degiskenlik gdsterirken, amino asit

kompozisyonu bir cinsin tiim tiirleri igin ortaktir (162).
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Yeni Gram-pozitif bakteri cinslerinin tanimlanmasi i¢in peptidoglikan yapisinin analizi
zorunludur. Amino asit icerigi bilgisi cins taniminda karakteristik Ozellik olarak
verilmelidir. Tanimlanan her yeni Gram-pozitif tiir i¢in de amino asit igerigi
belirlenmelidir. Ayrica, interpeptid koprii igerigindeki farkliliklar, yeni tiirin diger
tirlerden ayirt edilmesine imkan saglayabilir. Su ana kadar, Bacillaceae familyasi
tiyelerinde mezo-diaminopimelik asit, ornitin ve lizin olmak tizere ii¢ farkli diamino asit

tespit edilmistir (4, 54).
2.3.2.2. Hiicre Membran Yapisinin incelenmesi

2.3.2.2.1. Yag Asitleri ve Tiirevleri

Bakterilerin yag asiti igerikleri; zincir uzunlugu, cift bag, halka yapisi, dallanmis zincirler
veya hidroksil gruplar igerip icermemesi gibi 6zellikler bakimindan tiirden tiire oldukca
cesitlilik gostermektedir. Bu nedenle, yag asiti profili genellikle belirli bir bakteri
tirtinliniin teshis edilmesinde kullanilan yardimci bir analizdir (2). Yag asidi metil ester
(FAME) analizi, mikroorganizmalarm tanilanmasi amaciyla ticari bir veri tabanina bagl
tek kemotaksonomik teknik olarak kullanilmakta ve siki standardizasyon kosullarina
ihtiya¢ duymaktadir. Diger pek ¢ok fenotipik 6zellikte oldugu gibi, bir mikroorganizmanin
yag asiti profili sicaklik, bliyiime fazi (logaritmige kars1 duragan) ve tireme besiyeri gibi
kiiltir kosullarma gore degiskenlik gosterebilir.  Bu nedenle, veri tabanindaki
mikroorganizmalarin yag asiti igerikleri ile karsilastirma yapilirken giivenilir sonuglarin
elde edilebilmesi igin, bilinmeyen mikroorganizmanin veri tabanindaki bu
mikroorganizmalarla ayni kosullarda, yani belirli bir besiyerinde ve belirli sicakliklarda
iiretilmesi gerekmektedir. Yakin iliskili taksonlar i¢in rapor edilmis kiiltiir kosullarindan en
uygun olani saglanmali ya da deneylerin referans materyal ile paralel olarak yiriitiilmesi

gerekmektedir (4, 54, 161).

Yag asitleri belirlenirken, yapisinda % 1 ya da daha fazla yag asidi iceren tiim bilesenler
bildirilmelidir. Yag asidi profilleri karsilastirilirken, bunlarin ayni taksonomik grup
icerisinde genellikle belirgin degisiklikler gdstermeyecegi unutulmamalidir. Bu nedenle,
diiz zincirli ve doymamis yag asitlerinin sentezlendigi bir grupta dallanmis zincirli yag
asitlerinin varlig1 da kaydedilmelidir. Benzer sekilde, hidroksillenmis yag asitlerinin varligi

ya da yoklugu genellikle karakteristiktir (4).
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2.3.2.2.2. Polar Lipidler

Gliniimiizde,  bakterilerin  hiicre = membranlarinda  fosfolipidler,  glikolipidler,
fosfoglikolipidler, aminofosfolipidler gibi polar lipid tiirlerinin yan1 sira amino asit kokenli
lipidler, kapninler, sfingolipidler (glikol ya da fosfosfingolipidler) ve hopanoidler olmak
iizere c¢ok cesitli polar lipid yapilarinin yer aldigi bilinmektedir. Polar lipidlerdeki
fonksiyonel gruplarin tanimlanmasi i¢in uygun boyama yontemleri kullanilmaktadir. Bu
genis cesitlilik nedeniyle, uygun bir reaktif boya ile boyanmig ince tabaka goriintiisiiyle
varlig1 tespit edilebilen tiim lipid yapilar1 kaydedilmelidir. Polar lipidlerin taksonomik
onemi, Cohnella, Ornithinibacillus ve Viridibacillus gibi Bacillaceae ve Paenibacillaceae
familyasi igerisinde yer alan bazi yeni cinslerde gosterilmistir. Bu nedenle, yeni bakteri
cinslerinin tanimlanmasinda polar lipid i¢eriginin belirlenmesi zorunlu olmakla birlikte,

yeni tiir karakterizasyonunda bu yapilarin incelenmesi 6nerilmektedir (4, 54).

2.3.2.2.3. Kinon Yapilan

[zoprenoid kinonlar, bakterilerin sitoplazmik zarlarinda bulunan énemli bilesik gruplaridir.
Bu bilesikler, hidrofilik bir bas grubu ile apolar bir izoprenoid yan zincirinden olusurlar ve
lipitte ¢dziinebilen bir yapiya sahiptirler. Izoprenoid kinonlar, temel olarak fotosentez ve
solunumdaki elektron tasima zincirlerinde elektron ve proton tasiyicilari olarak gorev
yapmakla birlikte, antioksidan fonksiyonu gibi ilave goérevlerde de bulunabilirler.
Naftakinonlar (filokinon ve menakinon alt-tipleri ile birlikte) ve benzokinonlar

(ubikinonlar, rodokinonlar ve plastokinonlar) temel izoprenoid kinon tipleridir (164).

Farkli izoprenoid gruplarin, bakterilerin farkli taksonomik gruplarinda yer almasi,
izoprenoid kinon profilini faydali bir taksonomik ara¢ haline getirmistir. Izoprenoid
kinonlarin hidrofobik yan zincirleri, sadece uzunluk (5-15 izoprenoid birimi) bakimindan
degil, ayn1 zamanda doygunluk derecesi, pozisyonu ve ilave gruplarin varligi bakimindan
da degiskenlik gosterebilir. Yan zincirlerdeki bu cesitlilik taksonomik 6neme sahiptir ve

bir¢ok bakteri gruplarmin cins ve tiir seviyesinde tanimlanmasina yardimci olmaktadir

(165).

Hiicresel kinon igeriginin analizi, yeni bakteri cinslerinin tanimlanmasinda 6nemli bilgi
saglamaktadir. Ancak, yeni tiirlerin teshisinde bu yapilarin incelenmesi zorunlu olmamakla
birlikte analiz edilmesi Onerilmektedir. Bacillaceae familyas: iiyelerinde su ana kadar

tespit edilen naftakinon (menakinon) yapilart MK-7, MK-8 ve MK-9’dur (54).
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2.3.2.3. Diger Tanilayici1 Yontemler

Tiir ya da suslar arasinda karsilastirma amagli olarak daha az kullanilan diger tanilayici

yontemler asagida verilmektedir:

a. Proteinlerin hiicrelerden ekstrakte edilerek SDS-PAGE teknigi ile analiz edildigi tiim
hiicre protein analizleri, bakteri suslarinin kasilastirilmasina yardimci olabilir ve ayni
zamanda DNA-DNA hibridizasyon sonuglar1 ile uyum gdstermektedir. Ancak, protein
bantlarmin kimlikleri bilinmediginden bu teknigin yag asiti analizi ile iligkilendirilememesi

teknigin bir dezavantajidir.

b. Poliaminler, sitoplazmada yer alan, DNA’nin kararhiligin1 saglayan ve hiicrenin
ozmolaritesini koruyan bir bilesik grubudur. Tiir ve cins iistii seviyede tanimlama yapmak

icin kullanilirlar.

c. Sitokromlar, sitoplazmik membran ile iliskili olup solunum ve fotosentezde elektron
transferinde rol oynarlar. Proteine bagli bir hem prostetik grubu igeren “hem’ proteinlerdir.
Farkli sitokrom tiplerinin sinirli sayida olmasi nedeniyle teshiste tek bir kriter olarak

kullanilamazlar (162).
2.3.3. GENOTIPIK OZELLIKLER

Genotipler arasindaki genetik cesitliligin belirlenmesinde; 16S rRNA gen dizi analizi,
genomik DNA’nin % G+C igerigi, ITS-PCR, genomik parmak izi teknikleri ve DNA-DNA
hibridizasyonu (DDH) yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (4).

2.3.3.1. 16S rRNA Gen Dizi Analizi

16S rRNA geni; (i) yaygin dagilim gostermesi, (ii) fonksiyonel olarak kararli, (iii) evrimsel
olarak olduk¢a korunmus, (iv) evrimsel iligkilere derin bakis agis1 saglayacak kadar yeterli
uzunlukta olmasi ve (V) yatay gen transferlerine ¢ok fazla maruz kalmamasi nedeniyle
mikroorganizmalar arasindaki taksonomik iligkilerin belirlenmesinde iyi bir taksonomik
belirteg olarak kullanilmaktadir (2). 16S rRNA molekiilii degisken ve korunmus bolgeler
icerir. Tlim 16S rRNA gen dizisinin ¢ogaltilmas1 amaciyla kullanilacak evrensel primerler,
korunmus bdlgeye gore se¢ilmekte, degisken bdlge ise kiyaslamali taksonomik ¢aligmalar
icin kullanilmaktadir (166). 16S rRNA gen dizileri, modern bakteriyel taksonominin

filogenetik temelini olusturmaktadir. Bu nedenle, yeni bir tiirin tip susuna ait 16S rRNA
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gen dizisinin (> 1400 b¢) mutlaka herkese agik bir veri tabaninda saklanmasi, ilgili veri
tabaninda bulunan ve gecerli bir isim ile yaynlanmis yakm iligkili diger tip suslarin ve

izolatlarin gen dizileri ile karsilastirilarak dizi benzerliklerinin belirlenmesi gerekmektedir

(54, 167).

Stackebrandt ve Goebel (1994), yeni bakteri tiirlerinin tanimlanmasinda; iki susun 16S
rRNA gen dizi benzerliginin % 97.0’den az olmas1 durumunda, bu iki susun farkl: tiirlere
ait olabilecegini 6ne siirmiislerdir (5). Literatiirde % 97.0°den az 16S rRNA gen dizi
benzerligi gosteren iki susun ayni tiire ait olmadigini gosteren bir¢cok c¢alisma yer

almaktadir (156, 168-171).

Resmi olarak tanimlanmis ve isimlendirilmis filogenetik olarak en yakin akraba tiirler ile
karsilastirildiginda, % 97.0 ve % 95.0 oranindaki 16S rRNA gen dizi benzerlik degerleri,
bakteriyel izolatlarm, sirasiyla, tiir ve cins seviyesinde yeni bir takson olarak

tanimlanmasinda esik degerler olarak kullanilmaktadir (156, 171).

Yeni bir tiirtin smiflandirilmasinda esik deger olarak kabul edilen % 97.0 oranindaki 16S
rRNA gen dizi benzerlik degeri, 2006 yilinda yapilan bir calisma ile % 98.7-99.0’a
cikarilmustir (6). 2013 yilinda, 571 adet susun 16S rRNA gen dizileri ile DDH sonuglarinin
karsilastirildig1 diger bir ¢alismada ise benzer araliklarda bir esik degerin (> % 98.2-99.0)

kullanilmas1 6nerilmistir (172).

2006 ve 2013 yillarina ait bu son literatiir verilerine ragmen, gliniimiizde taksonomik
calismalarda, genellikle iki sus arasindaki 16S rRNA gen dizi benzerliginin % 97.0 ve
iizerinde olmasi durumunda, iki tiir birbirinden yeterince aymt edilemediginden,
taksonomik benzerliklerinin dogrulanmasi igin gergeklestirilen DNA-DNA hibridizasyonu
ya da ayrim giicii yiiksek diger molekiiler teknikler halen en kabul goren genetik
yaklagimlardir. Bu yontemler fenotipik testler kullanilarak yapilmis olan tanimlama ile de

uyumluluk gostermelidir (167).

16S rRNA gen dizilerinin karsilastirilmasiyla elde edilen taksonomik bilgi, cins
seviyesindeki filogenetik iligkilerin belirlenmesinde Onem tasimakla birlikte, evrimsel
olarak olduk¢a iyi korunmus olmasit nedeniyle, yakin akraba tiirler arasindaki
smiflandirmalarda yeterli ayrimi saglayamamaktadir. Bununla birlikte, tek bir genomda
coklu rRNA operonlar1 arasindaki niikleotid varyasyonlarin ve farkli bakteri cinslerinde

farkli sayida 16S rRNA gen kopyalarimin varligi, tir diizeyindeki karsilastirmali analiz
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sonuglarint 6nemli 6lglide etkileyebilmektedir (54, 160). Bu nedenle, 16S rRNA gen
dizilemelerinin birden fazla tekrarlanarak analiz sonuglarinin dogrulanmasi tiir teshisinde
onemli bir parametredir. Ancak, 16S rRNA gen dizileri birbirine 6nemli 6lgiide benzerlik
(% 93.8-99.7) (bu galisma) gosteren Anoxybacillus tiirleri gibi filogenetik olarak yakin
iligkili tiirler arasindaki genetik iliskinin belirlenmesinde 16S rRNA gen dizileri yetersiz
kalmaktadir (173). Bu nedenle, Anoxybacillus tiirlerinin tanimlanmasina yonelik
calismalarda, 16S rRNA gen dizilerinden elde edilen veriler, % 97.0 ve iizeri dizi
benzerligi goriildiigli durumlarda, cogunlukla cesitli molekiiler analizlerin yani sira DNA-

DNA hibridizasyonu ile de desteklenmelidir (5, 54, 156).

Karsilastirmali dizi analizleri O6ncesinde, ilk olarak ham dizi verileri CLUSTAL X,
CLUSTAL W, CLUSTAL X2, CLUSTAL W2, MEGA, T-COFFEE, MUSCLE BLAST
ve CLUSTALX gibi coklu hizalama programlar1 kullanilarak hizalanir. Bakteri tiirleri
arasindaki akrabalik iliskisinin derecesi, hizalanan bu dizilerle PAUP, PHYLIP ve MEGA
gibi programlar kullanilarak olusturulan filogenetik aga¢ ya da dendrogram yardimiyla
tespit edilebilir. Filogenetik agag¢, bakteri suslarmin tahmini olarak hangi cinse ait
oldugunu ve gergeklestirilecek genotipik, kemotaksonomik ve fenotipik analizler igin
gerekli, cesitli kiiltiir koleksiyonlarindan elde edilebilecek, ilgili suslarla % 97.0’den fazla
16S rRNA gen dizi benzerligi gosteren yakin akraba tiirlerini gostermektedir. Bir
dendrogram olustururken suslarin evrimsel hiyerarsisini gosterecek bir kok vazifesi goren
farkli bir dig grup (ilgilenilen bakteri grubu disinda bir takson) secilebilir. Taksonomik
pozisyonun degerlendirilmesi amaciyla neighbour-joining, maksimum-parsinomi,
maksimume-likelihood yontemleri gibi farkli aga¢ olusturma algoritmalar1 kullanilmaktadir.
Bu metotlarla aynmi dizi verileri farkli yollarla islenerek farkli sonuglar elde edilebilir. Bu
nedenle, en az iki yontemin kullanilmasi ve filogenetik iliskiyi en iyi sekilde yansitacak

agac modelinin kullanilmasi gerekmektedir (2, 162, 166).

2.3.3.2. ITS (Internal Transcribed Spacer) Bolgeleri

ITS (intergenik transkribe edilmis ayrici) bolgesi, prokaryotik mikroorganizmalarda 16S
ve 23S rRNA genleri arasinda yer alan ve temelde kodlayici-olmayan diziler iceren
genomik bir DNA bdlgesi olup, bakteriyel sus tiplendirilmesinde kullanilan ilk kodlayici-
olmayan dizilerdir (174, 175).
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ITS bolgeleri, evrimsel olarak olduk¢a korunmus olan 16S rRNA gen dizilerine gore daha
fazla gesitlilik igermektedir. ITS bolgelerindeki bu polimorfizmin sebebi, uzunluk ve dizi
bakimindan onemli 6lgiide farklilik gosteren birden ¢ok ribozomal operonda yerlesmis
tRNA genlerinin varligidir. Bunun yani sira, allel sayis1 ve kromozomdaki pozisyonlari
bakimindan da degiskenlik gosterirler (175-177). 16S ve 23S rDNA gen bolgesi arasindaki
ITS bolgesinin konumu Sekil 2.4’te gosterilmektedir.

intergenik transkribe
edilmig ayirici bolge

(ITS) Transkripsiyon
Promotoriar — sonlandirici
5 AAM s ona H 235TDNA 1HH ¥ 3
Gen urinleri  16SrRNA  tRNA'lar 23S rRNA 5S rRNA tRNA'lar

Sekil 2.4. Cogaltilan 16S ve 23S rDNA gen bolgesi arasindaki ITS bolgesinin 30S pre-
rRNA geni ilizerindeki gosterimi (178)

16-23S rRNA arasindaki ITS bolgesinin ¢ogaltilmasi genellikle ITS-PCR olarak
tanimlanir. TRNA genleri arasindaki ara bolge, hedef bolge oldugu icin yontem ayni
zamanda PCR-ribotiplendirme olarak da adlandirilir. ITS-PCR parmak izi tekniginde, ITS
bolgesindeki bu polimorfizmden yararlanilarak uzunluk ve dizi bakimindan farklilik
gosteren ¢oklu ribozomal operonlar iceren bakteriler tiir ve alt tir seviyesinde
tanmimlanabilmektedir (54, 166). Daffonchio ve ark. (2003), Bacillus cereus grubundaki
tiirler ile yakin iliskili suslar1 ayirmak i¢in ITS-PCR tiplendirme yontemini kullanmiglardir.
Bacillus ve ilgili cinslere ait spor-olusturan bakterilerin genomlarmnda 30S pre-rRNA
genlerine ait ¢oklu ribozomal operonlar yer almaktadir. Bacillus cereus ve ilgili tiirlerde en
fazla 12 ribozomal operon bulunur. Farkli operonlardaki ITS dizilerinin uzunluklari
cesitlilik gosterdiginden, PCR amplifikasyonu sonucunda tiir seviyesinde tipik bir bant
profili meydana gelir (179). Bu polimorfizm, Belduz ve ark. (2003), Cihan ve ark. (2011),
Zhang ve ark. (2013) ve Cihan ve ark. (2014) tarafindan yapilmis olan g¢alismalarda,
sirastyla A. gonensis, A. salavatliensis, A. vitaminiphilus ve A. calidus tiirlerinin yakin

iliskili Anoxybacillus tiirlerinden ayrilmasi amaciyla kullanilmistir (71, 72, 80, 82).

2.3.3.3.  Genomik Parmak izi Teknikleri

Bakteriyel taksonomide yaygin olarak kullanilan genomik parmak izi teknikleri sunlardir:
AFLP (gogaltilmig fragment uzunluk polimorfizmi), PFGE (pulsed field jel elektroforezi)

sonras1 gergeklestirilen makrorestriksiyon analizi, RAPD (rastgele ¢ogaltilmis polimorfik
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DNA analizi), ERIC-PCR (enterobakteriyel intergenik tekrar eden konsensus dizilerin
PCR’1), boxA ve (GTG)s elementlerini i¢eren tekrar dizilerinin ¢ogaltildigi BOX-PCR ve
(GTG)s-PCR tekniklerini igeren Rep-PCR, ribotiplendirme, RFLP (restriksiyon fragment
uzunluk polimorfizmi), MLST (¢oklu lokus dizi analizi) ve ARDRA (Cogaltilmis
ribozomal DNA restriksiyon analizi). Genel olarak, kullanilan bu teknikler tiir ve/veya alt
tir seviyesinde bilgi vermektedir (4). Bu kisimda, sadece bu tez ¢alismasi kapsaminda
kullanilan genomik parmak izi tekniklerinden bahsedilmektedir.

2.3.3.4. REP (Tekrarlanan Ekstragenik Palindromik) Elementler

Bir¢ok farkli prokaryotik genomda cesitli tekrarli DNA dizi smiflar1 bulunmaktadir.
Ribozomal RNA genleri ve insersiyon dizileri gibi kodlayici diziler, kopya sayist diisiik
oranda bulunan biiyiik tekrarli elementleri temsil etmektedir. Bu biylik tekrarh
elementlerin aksine, nispeten kisa polintikleotid dizi profilleri prokaryotik genomlarda ¢ok
tekrarli diziler halinde bulunabilirler (180). Bu diziler, intersistronik (sistronlar arasi)
lokasyona sahip, translasyona ugramayan ve transkripsiyon sonlanmasi, mRNA stabilitesi
ya da kromozomal organizasyonda gorev aldiklar1 diistiniilmesine karsin, fonksiyonlar1 tam
olarak bilinmeyen dizilerdir. Bu diziler, kodlayic1 diziler olmamakla birlikte, kodlayic1
diziler iceren ve daha biiyiikk olan diger tekrarli elementlerle kiyaslandiklarinda kopya
sayilar1 ¢ok daha yiiksektir (181).

Palindromik birimler (PU) olarak da bilinen tekrarlanan ekstragenik palindromik (REP)
diziler (182) ve enterobakteriyel tekrarlanan intergenik konsensus (ERIC) dizileri (183), bu
elementlerden en iyi Kkarakterize edilmis olanlaridir ve ilk kez sirasiyla Salmonella
typhimurium ve Escherichia coli’de tanimlanmislardir. Tekrarlanan ekstragenik
palindromik (REP) elementler, bircok bakterinin genomunda bulunan, evrimsel olarak
korunmus ve c¢oklu kopyalar halinde bulunan tekrarli ve kodlayici olmayan DNA
dizileridir. REP konsensus dizisi, merkezi bolgede 5 b¢’lik bir degisken loop ile kararli bir
kok-loop yapisi olusturabilen, genellikle 35-40 b¢ uzunlugunda yiiksek oranda korunmus
bir palindromik dizi igermektedir (182, 184). Genomda 50-1000 arasinda degisen REP dizi
kopyas1 bulunabilir ve en fazla 6 kopyanin ardisik olarak diizenlendigi kiimeler halinde
bulunurlar (185-187). REP dizilerinin birbirine bitisik kopyalar1 25 b¢’den az dizilerle
ayrilir ve birbirlerine goére ters oriyantasyonda bulunurlar ve bdylece RNA sa¢ tokasi

yapilariin olugmasi saglanir (182).
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REP dizisinin protein i¢in kodlayict olan bir dizide bulunduguna dair herhangi bir
ornek bulunmamaktadir. Bu zamana kadar tanimlanan tiim kopyalar, genomun
ekstragenik, translasyona ugramamis bolgelerinde, ya tek bir operonun pargasi olarak
birlikte transkripte olmus iki gen arasinda ya da bir operonun translasyona ugramamis
3’ bolgesinde farkli konumlarda, ardisik diziler halinde ve genom boyunca dagilmis
operonlarda konumlanmislardir (182, 186, 188-190). REP dizilerinin genel dizi
ozelliklerine bakildiginda, ardindan tamamlanmamis bir GC-zengin palindrom
dizisinin geldigi, 5’ ucunda bulunan degismez bir tetraniikleotid GTAG ya da GTGG
dizisinin varligi ile tanimlanirlar. REP palindromlarinin uzunlugu ve dizileri oldukga
degiskenlik gostermesine karsin, sadece palindromik diziler ile bunlarin tek zincirli
sekonder yapilara katlanma potansiyelleri evrimsel olarak korunmustur (191).
Fonksiyonlar1 tam olarak bilinmemekle beraber, bu dizilerin palindromik yapisi ve
transkripte olmus RNA i¢inde kararli kok-loop yapilarini olusturabilme yetenekleri,
bakterilerde transkripsiyonel terminasyon, mRNA stabilitesi ve kromozomal
organizasyon ile iligkili diizenleyici rollerde gorev aldiklar1 diisiiniilmektedir (180,
192).

Su ana kadar 3 tekrarli DNA dizi ailesi tanimlanmistir:

a) merkezi, korunmus palindromik yapilara sahip, 124-127 bg¢ uzunlugunda ve genom
basina 30-150 kopya halinde bulunan enterobakteriyel tekrarli intergenik konsensus
(ERIC) dizileri (183),

b) (GTG)s gibi politriniikleotid dizileri (193),

c) boxA (59 bg), boxB (45 bg) ve boxC (50 bg) olmak iizere ii¢ korunmus alt birimden
olusan BOX elementleri (187).

BOX elementleri, kararli kok-loop yapilar1 olusturma potansiyeline sahip palindromik
diziler olup, genomun intergenik bolgelerinde yer alirlar. Sadece boxA-1 alt birimine ait
diziler, bakteriler arasinda evrimsel olarak korunmus halde bulunmaktadir. BOX
elementleri, boyut, kopya sayis1 ve kararli kdk-loop yapilarint olusturma potansiyeli
bakimindan benzerlikler gosterse de dizileri prokaryotik REP DNA dizilerinden
tamamen farklidir (181, 187). Ayrica, yapisal olarak benzerlik gdstermelerine karsin,
ERIC dizilerinin niikleotid dizisi REP konsensus dizilerinden tamamen farklilik gdsterir
(183).
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Rep-PCR, her bir bakteriyel izolatin DNA parmak izini elde etmek i¢in genomda birden
cok kopyasmin dogal olarak bulundugu, olduk¢a korunmus ve tekrarlanan dizilere
komplementer oligoniikleotid primerlerinin kullanildigt DNA amplifikasyonuna dayali bir
genomik parmak izi teknigidir (180). PCR’a dayali amplifikasyonda, primer olarak
dejenere, tekrarlayan oligoniikleotid dizileri ilk kez Versalovic ve ark. (1991) tarafindan
kullanilmistir. Tekrarlanan DNA dizilerinin E. coli kromozomunda farkli konumlarda
dagilim gosterdikleri ve farkli araliklarla birbirlerinden ayrildiklari 6ne siiriilmiis ve bu
nedenlerden dolayi, bu dagilmis tekrarlayan dizilerin primer baglanma bdlgeleri olarak
kullanilabilecegi belirlenmistir (192). Bu tekrarlanan elementlerin birgogu ¢esitli bakteri
cinslerinde korunmus haldedir ve bu nedenle, bir¢cok farkli mikroorganizmada DNA
parmak izi teknigi i¢in tek bir primer seti kullanilabilir. Bu konsensus dizilerini igeren
primerler kullanilarak ERIC, (GTG)s ve BOX dizileri arasinda yerlesmis ayiric1 bolgeler
cogaltilabilir. Bu yontemler, sirasiyla, ERIC-PCR, (GTG)s-PCR ve BOX-PCR genomik
parmak izi teknikleri olarak adlandirilir. Bu yontemlere toplu olarak Rep-PCR genomik
parmak izi teknigi denir (181, 194-196).

REP ve ERIC-PCR tekniginde kullanilacak primerler, tekrarlanan bdlgelerin digsindan,
BOX-PCR’da ise boxA alt tinitesinden baslayacak sekilde tasarlanabilirler (180, 181, 192,
197, 198). ERIC primer setleri, REP primer setlerine kiyasla daha kompleks profillerin
olusumuna sebep olmaktadir. Bununla Dbirlikte, ERIC primerlerinin  olasi
kontaminantlara karsi daha duyarli olduklar1 bilinmektedir (199). Bir Gram-pozitif
tiirde (Streptococcus pneumoniae) bulunan ilk tekrarlayan intergenik dizinin, yaklasik
154 bg¢ uzunlugundaki BOX elementi oldugu saptanmistir (187). BOX primerinin
kullanim1 olduk¢a kompleks profiller olusturur ve genellikle bakteriyel izolatlarin

ayrimi ve karakterizasyonu i¢in yeterlidir (200).

Her bir mikrobiyal sus ya da izolat, genomunun farkli bdlgelerine yerlesmis
tekrarlayan dizilere sahip oldugundan, primer olarak bu tekrar dizileri kullanilarak
gergeklestirilen PCR reaksiyonu sonucunda, bitisik tekrar elemanlarinin baglanma
bdlgeleri arasindaki genomik mesafe ile dogru orantili olarak boyutlar1 birbirinden
farkli birden fazla amplikon olusmaktadir. PCR iirlinlerinin elektroforezle ayrimi sonrasi
olusan bant profilleri, bakterilerin alt tiirlerinin ayrimi ve tiirlerin belirlenmesi amaciyla
kullanilabilen, her bir bakteriyel sus ya da izolat i¢cin spesifik DNA parmak izlerini

olustururlar. Bant boyutlarindaki farkliliklar, farkli genomlardaki tekrarl diziler arasindaki
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uzakliklarin polimorfizmini temsil etmektedir (199, 201, 202). Bant profilleri, bilgisayara
bagli bir tarayic1 ya da densitometre ile kaydedilebilir. Dijitallestirilmis, optimize yogunluk
degerleri bir bilgisayara aktarilir ve bant profilleri densitogramlar olarak saklanir. Gel
Compar (Applied Maths, Belcika) ya da Dendron (Solltech, Oakdale, CA) gibi yazilim
programlar1 kullanilarak da bant profilleri analiz edilebilir. Bu programlar, genomik
parmak izlerinin normalize edilmesini, veri tabanlarinin olusturulmasini ve benzerliklerin
kantitatif tayini ile bu parmak izlerinin gruplandirilmasini ya da tanimlanmasmi saglarlar

(166, 190, 192). Rep-PCR genomik parmak izi teknigi Sekil 2.5’te 6zetlenmektedir.

Rep-PCR tekniginin diger niikleik asit parmak izi tekniklerinden en onemli farki,
bakterinin tiim genomundaki tekrarli dizilerin taranmasi ile suslarin tiir ve alt tiir
seviyesinde ayrilmasina olanak saglamasidir (203). Rep-PCR,; (i) kolay uygulanabilir, (ii)
yiksek ayrim giiciine sahip, (i1) diisiik maliyetli olmast ve (iv) ¢ok sayida izolat ile
calisma imkani saglamasi1 bakimindan bakterilerin siniflandirilmasi ve tiplendirilmesi

icin giivenilir bir yontem olarak kabul edilmektedir (204).

Ticari, yari-otomatize bir Rep-PCR DNA parmak izi sistemi olan DiversiLab™
sisteminin gelistirilmesiyle elle-yapilan, jel bazli Rep-PCR yontemine Kkiyasla
standardizasyon ve tekrarlanabilik anlaminda 6nemli ilerlemeler saglanmistir (195).
Bu sistem ile web-tabanli yazilim kullanilarak parmak izi profilleri arsivlenebilmekte
ve karakterize edilmis suslar ile olusturulmus veri tabanlari, bilinmeyen 6rneklerin

arastirilmasinda referans kiitiiphaneler olarak kullanilabilmektedir (200).

Anoxybacillus cinsinin yakimn iligkili tiirlerinin ayirt edilebilmesi igin, bazi ¢alismalarda
Rep-PCR teknigi kullanilmustir (39, 70, 71, 82, 83, 205). Tim bu ¢alismalar, Rep-PCR
parmak izi tekniginin termofilik bakterilerin tiir ve alt tiir seviyesinde ayrilmasinda hizl,
uygulanmasi kolay ve tekrarlanabilen bir yontem oldugunu gdstermistir. ERIC-, BOX- ve
(GTG)s-PCR reaksiyonlarinda bir¢ok primer setinin kullanildig1 ¢alismalarda; Geobacillus,
Anoxybacillus ve Bacillus cinslerine ait termofilik bakteri tiirlerinin tanimlanmasinda
uygulanan Rep-PCR teknigi i¢in en uygun primerlerin (GTG)s ve BOXALR primerleri
olduklar1 goriilmistiir (39, 71, 206). Ayrica, yapilan bazi ¢aligmalarla BOX-PCR’in ERIC-
PCR ile karsilastirildiginda, daha yiiksek genetik polimorfizm gosterdigi gozlenmistir (39,
205). Diger benzer ¢alismalarda, Rep-PCR’1n Bacillus ve Geobacillus cinsine ait mezofilik
ve termofilik tiirlerin genotipik olarak ayrilmasinda da oldukga etkin bir yontem oldugu

gosterilmistir (39, 207-209).
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Sekil 2.5. Rep-PCR genomik parmak izi teknigi (199)

2.3.3.5. Cogaltilmis Ribozomal DNA Geni Restriksiyon Analizi (ARDRA-Amplified

rDNA restriction analysis)

Cogaltilmis ribozomal DNA restriksiyon analizi (ARDRA), genellikle rDNA
polimorfizmini temel alarak mikrobiyal ¢esitliligin arastirilmasinda kullanilmaktadir. 16S
rRNA gen bolgesi, evrimsel olarak korunmus ve tiirler aras1 degisken dizilere sahip olmasi
nedeniyle, bakteri tiirlerinin smiflandirilmasinda 6nemli bir belirteg  olarak
kullanilmaktadir (210). 16S rDNA dizilerinin ¢ogaltilmas: esasina dayanan ARDRA
analizinde, evrensel ya da tiire 6zgii spesifik primer ¢iftleri kullanilarak 16S rDNA gen
bolgesi cogaltildiktan sonra, amplifiye edilen bolgeler farkli restriksiyon endoniikleaz
enzimleriyle kesilir ve elde edilen DNA fragmentlerinin agaroz ya da akrilamid jellerde
ayrilmasi1 saglanir. Elde edilen bant profilleri, GelCompar gibi bir yazilim programi
kullanilarak normalize edilir ve birlestirilir. Son olarak, sayisal analiz, birlestirilmis
ARDRA restriksiyon profillerinin tiire ait tiim referans suslarin restriksiyon profilleri ile
karsilagtirilmas1 neticesinde, desenlerindeki benzerliklere gore arastirilan tiirtin genotipik
olarak gruplandirilmasini saglar. Bu yontem, filogenetik profillere gére RNA operonu
iizerindeki restriksiyon bdlgelerinin evrimsel olarak korunmus olmasi temeline

dayanmaktadir (211, 166). Sekil 2.6’da ARDRA tekniginin asamalar1 goriilmektedir (212).
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ARDRA tekniginde dort bazlik bdlgeyi taniyan (tetracutter) restriksiyon enzimleri
kullanildiginda, genellikle her genom i¢in 3-5 bant profili elde edilmektedir (211). Tirler
ve alt-tiirler arasindaki ve operonlar arasindaki varyasyonu tespit edebilmesi ve her takson
icin ¢ok sayida susun nispeten hizli bir sekilde analizine imkan vermesi nedeniyle, bu
teknik belirli bir filogenetik ve taksonomik bilginin elde edilmesi i¢in olduk¢a uygundur.
Bazi yakin iligkili tlirlerin ayrimi i¢in birden fazla restriksiyon profilinin karsilastirilmasi
gerekmektedir (166, 213).

ARDRA analizinin Bacillus ve Geobacillus cinsi gibi termofilik, sporlu bakterilerin
genotipik olarak gruplandirilmasindaki etkinligi bir¢ok arastrmada gosterilmistir (207,
214-217). Yapilan ¢aligmalarda, genotiplendirme i¢in Alul, Cfol, Haelll, Hinfl, Msel, Rsal
ve Tagl restriksiyon endoniikleazlar1 kullanilmis ve bu enzimlerden en sik kullanilanlari,
en fazla ayirt edici bant trettikleri igin Alul ve Haelll enzimleri olmustur. Cihan ve ark.
(2012) tarafindan yapilan bir ¢alismada da Bacillus cinsine ait izolatlarmm genotipik
cesitliliginin  belirlenmesinde, restriksiyon fragment sayisi itibariyle, Alul ARDRA
profillerinin, Haelll ve Tagl enzimleri kullanilarak elde edilen ARDRA profillerinden

daha iyi sonug verdikleri gézlenmistir (66).

Anoxybacillus cinsine ait tiirler igcin ARDRA profillerini gosteren sinirli sayida ¢alisma
bulunmaktadir. Cihan (2013) tarafindan, Anoxybacillus izolatlarmin ve referans suslarin
Alul, Haelll ve Taql restriksiyon enzimleriyle kesilmis amplifiye 16S rRNA geninin PCR
uriinleri ile kiimeleme analizleri gergeklestirilmistir. Alul, Haelll ve Tagl enzimleriyle
kesim sonucunda toplamda sirasiyla 28, 27 ve 31 ARDRA bant profili gozlenmistir. Bu
kesim desenleri arasinda, Tagl restriksiyon bolgelerinin diger iki restriksiyon enzim kesim
bolgelerinden daha fazla oldugu tespit edilmistir. Haelll-ARDRA analizinden elde edilen
kiimelerin 12 referans susunu 11 farkli kiimeye ayirmasma karsilik, Taql restriksiyon
fragmentlerinin 31 kiime ile Anoxybacillus cinsi i¢in genellikle daha ayirt edici oldugu
sonucuna varilmigtir. Sonug olarak; ARDRA analizi Rep-PCR, ITS-PCR gibi DNA parmak
izi teknikleri ve diger 16S rRNA gen dizi analizine dayali tekniklerle birlikte
kullanildiginda, yeni bakteri tiirlerinin tanimlanmasi igin DNA-DNA hibridizasyonu gibi
daha detayli molekiiler tekniklerde kullanilacak suslarin belirlenmesinde uygulanabilecek

kolay ve giivenilir bir yontemdir (148).
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Sekil 2.6. Cogaltilmis ribozomal DNA restriksiyon analizi (ARDRA) (212)

2.3.3.6. DNA-DNA Hibridizasyonu (DDH)

DNA-DNA hibridizasyon (DDH) teknigi, yeni izolatin genomik DNA’smin 16S rRNA gen
dizi benzerligine gore secilmis en yakin akraba tiirlerin genomik DNA’siyla
karsilastirilmast sonucunda tiirler arasindaki genetik benzerlik derecesinin Ol¢lilmesinde
kullanilmaktadir (158). 1960’larin sonlarinda, mikrobiyoloji alaninda ilk ortaya ¢ikisindan
(218) bu yana prokaryot sistematiginde uygulanmakta olan bu teknik, giiniimiizde yeni bir

tiirtin tanimlanmasinda kullanilan “altin standart” kriter olarak kabul edilmektedir (4, 160).

DDH teknigi; 1) G+C igerigi (% mol), ii) tampon ¢ozeltinin iyonik giicii ve ii1)) DNA
hibritinin erime sicakligi (Tm) olmak {izere {i¢ parametreye dayanmaktadir. Optimum
renatilirasyon sicakligmin ayarlanabilmesi i¢in deney Oncesinde incelenecek suslarin DNA

G+C iceriklerinin belirlenmesi gerekmektedir. Sadece Tm degeri degisken parametre olup,
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Tm hesaplamasi hibridize edilecek suslarin DNA’larmin % G+C igerigi esas almarak
yapilmaktadir. Heterodupleks DNA molekiilleri arasindaki benzerlik ne kadar fazla olursa,
bu yapiyt ¢6zmek icin daha yiiksek sicakliga (yiikksek Tm degeri) gerek duyulur.
Hibridizasyonlar genellikle Tn-30°C ve/veya Tm-15°C kosullarinda gergeklestirilir (4,
166).

Standart kosullar altinda, hibrit ve homolog DNA iplik¢ikleri arasindaki erime sicakliklar1
farkin1 gésteren ATm degerinin, tiir teshisinde onemli bir parametre oldugu bilinmektedir.
Bu nedenle, bir tiiriin tanilanmasi i¢in ATm degerinin belirlenmesi gerekmektedir. ATm
degerleri ile DDH degerleri arasinda bir korelasyon bulunmaktadir. % 70’den biiyiik DDH
degeri gosteren suslarin, 5°C’den kiigiik ATm degerine sahip oldugu kabul edilmektedir.
DDH deneylerinde sadece 5°C ya da daha az erime sicaklik farkliligi (ATm) gdsteren
suslardan elde edilen DNA’larin kullanilmasi 6nerilmektedir (54, 219).

Wayne ve ark. (1987), bazi istisnai durumlar olsa da, yeni bakteri tiirlerinin
tanimlanmasinda DDH esik degerini % 70 olarak onermislerdir. DDH degerinin % 70 ya
da daha diisiik olmasi durumunda, test edilen bakterinin farkli bir tiire ait oldugu kabul
edilmektedir. DDH ve 16S rRNA gen dizi benzerligi arasindaki ilk karsilagtirmali
calismalar, % 97.0 oranindaki 16S rRNA gen dizi benzerliginin % 70 DDH degerine
karsilik geldigini géstermistir (5, 7).

2002 yilinda, bakteri sistematigi alaninda uzman taksonomistlerden olusan “ad-hoc
committee” tyeleri tarafindan prokaryot taksonomisinde kullanilan giincel yontemlerin
yeniden degerlendirilmesi sonucunda, Ozellikle dizilenmis genom sayilarindaki artis
nedeniyle gelismekte olan bir¢ok yonteme ragmen, o yillarda mevcut daha iyi bir alternatif
yontemin bulunmadigi anlagilmigtir. Tiir tanimlamada kullanilan DNA-DNA hibridizasyon
yonteminin tekrarlanabilirlik, kolay bir sekilde uygulanabilirlik anlaminda bazi
dezavantajlarmm bulunmasina ragmen, bu ydntemin gecerli ve gilivenilir bir yontem
olduguna karar verilmistir. 2000’11 yillarin baginda, taksonomik ¢aligmalarda genellikle iki
sus arasindaki 16S rRNA gen dizi benzerliginin % 97.0 ve iizerinde olmasi durumunda,
DNA-DNA hibridizasyon analizlerinin yapilmasi kuvvetle 6nerilmekteydi (156). Eger yeni
takson birden fazla tip susa bu derece yiiksek oranda benzerlik gosteriyorsa, susun ya da
suslarin yeni bir takson grubu olarak smiflandirilabilmesi i¢in tiim iligkili tip suslar
arasinda DDH analizinin yapilmasi gerekmektedir (4, 158, 159). Bununla birlikte, bazi
suglar arasinda % 99.0 oraninda 16S rRNA gen dizi benzerligi bulunmasma karsm, DDH
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sonucunda % 70 ya da daha diisiik bir hibridizasyon oran1 elde edilebilir ve bu suslar yeni

tiir olarak tanimlanabilir (63, 219).

Bu nedenlerle, son yillarda 6zellikle 16S rRNA gen dizi benzerligi ile DDH degerleri
arasindaki iliskiyi gosteren mevcut verilerin yeniden degerlendirilmesi sonucunda, yeni
izolatlarin tanimlanmasi i¢in 16S rRNA gen dizi benzerliginin yalnizca > % 98.2-99.0
olmas1 durumunda, DDH deneylerinin yapilabilecegi 6ne stiriilmistiir (6, 172, 220). 16S
rRNA gen dizi benzerligi esik degerinin % 99.0 olarak uygulanmasi durumunda, DNA-
DNA hibridizasyon analizi uygulanmaz ise tiim vakalarin yaklasik % 2.5’unda iki sus
yanhghkla farkli tiirler olarak siiflandirilabilmektedir. % 98.8 benzerlik esik degeri
kullanildiginda ise maksimum hata 100 vakada 1’e diismektedir (172). Yapilan ¢alismalar
sonucunda, % 97.0 ve tizerindeki 16S rRNA gen dizi benzerligi ile 10.000 sus ¢iftinden
sadece birinin DNA-DNA hibridizasyon degerinin % 70’in {izerinde oldugu belirlenmistir
(158, 161).

% 70 DDH esik degerinin tiim bakteri cinslerinin tanimlanmasinda uygulanamamasi
(6zellikle filogenetik olarak ¢ok yakin tiirlerde), smirh sayidaki laboratuvarin altyapisinda
bulunan 6zel donanima gereksinim duyulmasi, yiiksek seviyede standardize edilmis
kosullar ve yogun is giicii gerektiren, pahali bir yontem olmasi DDH tekniginin kisitlayici
ozellikleridir. Ancak, giinlimiizde bakteriyel taksonomik caligmalarda hala altin standart
teknik olarak kullanilmaktadir. Bu teknik kullanilarak 5.000’den fazla bakteri tiirii basarili
bir sekilde tanimlanabilmistir (4, 166).

2.3.3.7. DNA Baz Kompozisyonu: % G+C Icerigi

DNA’nin guanin ve sitozin mol yiizdelerinin (G+C % mol) belirlenmesi genomik icerik
hakkinda bilgi saglayan klasik bir yontemdir. Gliniimiizde bir mikroorganizmanin
taksonomik pozisyonunun belirlenmesi i¢in diger genotipik yOntemlerle birlikte
kullanilmaktadir. Bakterilerde genel olarak, G+C igerigi % 24-76 arasinda degismektedir.
Bu oran tiir i¢in spesifik olup segici degildir, yani benzer G+C igerigine sahip iki sus ayni
tiire ait olabilir ya da olmayabilir. Literatiir verileri, tiir icindeki G+C igeriginin en fazla %
3 (221) ya da % 5 (219) oraninda degistigini gostermektedir. G+C igerikleri % 10’dan
fazla farklilik gdsteren bakterilerin ayni cinse ait olmadiklar1 deneysel olarak gosterilmigtir
(219).
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Bakteriyel DNA’nin % G+C igerigi, DNA-DNA hibridizasyonunun kullanilacagi
durumlarin belirlenmesi i¢in 6nemli bir 6n kosuldur (4). Termal denatiirasyon metodu veya
HPLC ile tim genomun baz dizilerinin belirlenmesi, DNA’nin % G+C igeriginin
belirlenmesinde en sik kullanilan yontemlerdir (222-224). DNA’nin % G+C igerigi ve
erime sicaklig1 arasindaki iligki, yeni bakteri tiirlerinin tanimlanmasina yonelik taksonomik
caligmalarda Oonemlidir (225). Bahsedilen yontemlerden farkli olarak, tiim genom dizisi
mevcut mikroorganizmalarin DNA’larindaki G+C igeriginin tespiti i¢in, DNA’nimn termal

denatiirasyon sicakligina dayal bir florometrik yontem de kullanilmaktadir (226).

2.4. a-AMILAZLAR
2.4.1. AMILAZLARIN SINIFLANDIRILMASI

Nisastanin hidrolizini katalizleyen amilazlar, nisastanin yapisindaki etki ettikleri glikozidik
baga gore endoamilazlar ve ekzoamilazlar olarak smiflandirilirlar (27, 29, 227).
Endoamilazlar, amiloz ya da amilopektin zincirinin i¢ kisminda yer alan o,1-4 glikozidik
baglarimi rastgele pargalayarak oa-anomerik iriinlerin olusumuna neden olurlar. a-1,4-
glukan-4-glukanohidrolaz olarak da bilinen a-amilaz (EC 3.2.1.1), iyi bilinen bir
endoamilaz olup bakterilerin yani sira arkeleri da igeren ¢ok sayida mikroorganizmada
bulunmaktadir (25, 26). a-Amilazlar, nisasta zinciri boyunca rastgele noktalara etki ederek
uzun zincirli karbohidratlar1 pargalarlar ve hidrolizin son {iriinleri, a-konfigiirasyonuna
sahip degisen uzunluklardaki oligosakkaritler ile dallanmis oligosakkaritleri olusturan a-
limit dekstrinlerdir. a-Amilazlar, kalsiyum metalloenzimler olup kalsiyum yoklugunda

cogunlukla fonksiyonlarini kaybederler (25, 27).

Ekzoamilazlar, B-amilaz (EC 3.2.1.2) gibi sadece a,1-4 glikozidik baglarim1 ya da
amiloglukozidaz veya glukoamilaz (EC 3.2.1.3) ve a-glukozidaz (EC 3.2.1.20) gibi hem
a,1-4 hem de a,1-6 glikozidik baglarmi parcalayabilirler. Ekzoamilazlar, amiloz ya da
amilopektin zincirinin dis kisminda yer alan glukoz birimlerine etki ederler ve bu nedenle,
son uriin olarak sadece glukoz (glukoamilaz ve a-glukozidaz) ya da maltoz ve B-limit
dekstrinler (B-amilaz) olustururlar. B-Amilaz ve glukoamilaz, ayni zamanda reaksiyon
sonunda a¢iga ¢ikan maltozun anomerik konfigiirasyonunu o’dan f3’ya doniistiiriir (228). -
Amilazlar, Bacillus, Staphylococcus, Lactobacillus ve Clostridium gibi bakteriyel suslar ile

Rhizopus ve Volvariella gibi fungal suslar tarafindan tretilirler (227). y-Amilazlar olarak
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da bilinen glukoamilaz ya da amiloglukozidazlar diger amilaz formlarindan farkli olarak,

asidik ¢evrelerde 6zellikle pH 3.0°de optimum aktivite gosterirler (27, 229).

24.11. CAZy (Carbohydrate Active Enzymes) Siniflandirma Sistemi ve a-

Amilazlar

a-Amilazlar, glikozid hidrolaz (GH) enzim grubuna dahil olup ¢esitli sakkaritlere karsi
aktif enzimlerin dizi bazli siiflandirma sisteminin bir par¢asini olustururlar. Bu sistem, ilk
olarak glikozid hidrolazlar igin yaklasik 25 yil once gelistirilmis (230) ve sonrasinda
giincellenmistir (231, 232). Giiniimiizde, bu sistem tiim karbohidrat-aktif enzimler i¢in
1998 yilindan beri CAZy (Carbohydrate Active EnZymes) olarak adlandirilan veri
tabaninda ¢evrimigi olarak yer almaktadir (233). Klasik IUB Enzim Terminolojisinin (1UB
Enzyme Nomenclature), (GH’lar igin EC 3.2.1.x), GH’larin yapisal &zelliklerini ve
enzimlerin evrimsel yonlerini yansitmadaki yetersizligi nedeniyle, aminoasit dizilerinin
karsilastirilmasina dayanan CAZy siniflandirma sistemi kurulmustur. CAZy sistemi
icerisinde, her bir enzim aminoasit dizilerine dayanilarak aileler halinde smiflandirilir.
1991 yilindan giiniimiize kadar 130'dan fazla enzim ailesi bu sekilde kronolojik olarak

olusturulmus durumdadir (6rn. GH13) (230).

CAZy wveri tabaninda, ilave olarak iki hiyerarsik smiflandirma seviyesi daha
bulunmaktadir: hiyerarsinin yiiksek seviyesi olarak bilinen klanlar ve daha diisiik
seviyedeki subfamilyalar (233, 234). Bir klan, ayn ii¢ boyutlu katalitik domain yapisina
sahip, ancak smirli dizi benzerligi gésteren, yani protein yapisi amino asit dizisine gore
daha iyi korunmus olan, iki ya da daha fazla aile igerebilir. Her bir klan olusumu, tersiyer
yap1 bilgisine dayanmakla birlikte, bir klan alfabetik swraya gore kisa ¢izgi sonrasinda
gelen bir harf (6rn. GH-H) ile gosterilir (233). Bir glikozid hidrolaz subfamilyasi ise tiim
aile i¢in gegerli olandan daha fazla dizi/yapisal ve islevsel 6zellikleri paylasan bir ailenin
iyelerinden olusan bir gruptur. Belirli bir GH ailesinin subfamilyalari, alt ¢izgi sonrasi

eklenen bir sayisal sonek ile gosterilir (6rn. GH13_7) (235).

24.1.2. a-Amilaz Enzim Ailesi

a-Amilaz enzim ailesi (GH13), tiim glikozid hidrolazlarin smiflandirilmasmin ilk kez
CAZy veri tabaninda yaymlanmasi ile birlikte 1991 yilinda olusturulmustur. O yillarda,
GHI13 ailesi, siniflandirma kriterleri nedeniyle, a-amilaza ilave olarak a-glukozidaz,

dekstran glukozidaz, izoamilaz, pullulanaz, amilopullulanaz, neopullulanaz, siklodekstrin
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glukanotransferaz ve bazi ekzo-amilazlar gibi enzimleri igeren polispesifik bir enzim ailesi
olarak tanimlanmaktaydi (230). Bu siniflandirma, gesitli nisasta hidrolazlarinin ve benzeri
amilolitik enzimlerin ortak katalitik bolgelere ve katlanmalara sahip olabilecegi ve ortak
dizi benzerlikleri gosterebilecekleri Ongoriisiiyle olusturulmustur. Giinlimiizde GHI13
ailesi, dizileri ve evrimsel siirecleri bakimindan aile iyeleri ile iligkili olabilecegi
diistiniilen heteromerik amino asit tastyicilarmin ve 4F2 antijenlerin agir zincirleri ile
temsil edilen enzimatik olmayan fiyelerin yani sira, hidrolazlar, transferazlar ve
izomerazlar1 kapsayan yaklasik 30 farkli enzim icermektedir (236-239). GH13 enzim
ailesi, agirlikli olarak bakteriyel kaynakli 2000’den fazla dizi igcermekte olup, 28.000’den
fazla {iyesi ile ana a-amilaz enzim ailesi olarak kabul edilmektedir (240). a-Amilazlar, esas
olarak GH13 enzim ailesinin en 6nemli temsilcisi olmakla birlikte, GH57 ve GH119 ve
hatta GH126 enzim ailesi igerisinde de yer alirlar (240, 241). a-Amilaz ailesi ile
ekstremofilik a-amilaz ailesi olan GH57 arasindaki iliski heniiz dogrulanmamis ya da

kanitlanmamuistir (242).

Henrissat (1991)’m smiflandirmasina gore; nisastanin hidrolizinden sorumlu enzimlerin
¢ogu, amino asit dizi benzerliklerine gére a-amilaz enzim ailesine (GH13) aittirler (230) .

a-Amilaz enzim ailesinin tiim tiyeleri asagida belirtilen 6zelliklere sahip olmalidir:

(1) a-Glikozidik baglara etki ederler ve a-glikozidik baglar1 hidrolizleyerek a-anomerik
mono- ve oligosakkaritlerin olusumuna neden olurlar (hidroliz) ya da a-1,4 veya a-1,6
glikozidik baglar1 meydana getirirler (transglikolizasyon) ya da her iki reaksiyon tiiriinii de

katalizlerler.

(i) a-Glikozidik bagin hidrolizi igin geri doniisimli reaksiyon mekanizmasini

gerceklestirirler (olusan hidroksil grubu a-konfigiirasyonunu korur).

(iii) Kkatalitik domainin ozellikle B-iplikg¢iklerinde bulunan, katalitik amino asitler ile
korunmus (P/a)s’li fig1 yapisinin topolojisinin stabilitesi i¢in gerekli bazi amino asit

koklerini igeren 4-7 arasinda degisen korunmus dizi bolgelerine sahiptirler.

(iv) p4-iplik¢iginde aspartik asit (katalitik niikleofil), B5-iplik¢iginde glutamik asit (proton
vericisi) ve P7-iplik¢iginde substrat baglanmasi i¢in gerekli olan aspartik asit (gegis-
durumu stabilizatorii) olmak tizere katalitik ticlii amino asit koklerini igeren (B/a)s’li fig1
yapisina sahip bir katalitik domain igerisinde ayn1 katalitik mekanizmaya sahiptirler (228,

242-244). Tiim bu kriterlere sahip a-amilaz ailesi enzimleri Cizelge 2.4’te listelenmistir.
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Cizelge 2.4. a-Amilaz enzim ailesinin liyeleri (klan GH-H) (245)

Enzim simifi Enzim EC GH ailesi
a-Amilaz 3211 13
Oligo-1,6-glukozidaz 3.2.1.10 13
a-Glukozidaz 3.21.20 13
Pullulanaz 3.2.141 13
Amilopullulanaz 3.2.1.1/41 13
Siklomaltodekstrinaz 3.2.1.54 13
Maltotetraohidrolaz 3.2.1.60 13
izoamilaz 3.2.1.68 13
Dekstranglukozidaz 3.2.1.70 13

Hidrolazlar
Trehaloz-6-fosfat hidrolaz 3.2.1.93 13
Maltohekzaohidrolaz 3.2.1.98 13
Maltotriohidrolaz 3.2.1.116 13
Maltojenik a-amilaz 3.2.1.133 13
Maltojenik amilaz 3.2.1.133 13
Neopullulanaz 3.2.1.135 13
Maltooligoziltrehaloz hidrolaz 3.2.1.141 13
Maltopentaohidrolaz 3.2.1.- 13
Siikroz hidrolaz 3.2.1.- 13
Amilosiikraz 2414 13
Glukoziltransferaz 2415 70
Siikroz fosforilaz 2417 13
Glukan dallandirict enzim 24.1.18 13

Transferazlar Siklodekstrin glukanotransferaz 2.4.1.19 13
4-a-Glukanotransferaz (amilomaltaz) 24.1.25 13,77
Glukan dalkirict enzim 2.4.1.25/3.2.1.33 13
Alternansiikraz 2.4.1.140 70
Maltoziltransferaz 24.1.- 13
izomaltuloz sentaz 5.4.99.11 13

izomerazar Maltooligoziltrehaloz sentaz 5.4.99.15 13
Trehaloz sentaz 5.4.99.16 13
rBAT protein 13

HAT?
4F2hc antijen 13

2 HAT: Heteromerik amino asit tastyici proteinler

GH13 enzim ailesi, katalitik domainin {i¢ boyutlu yapis1 olan, klan birimine gore daha ileri
derecede smiflandirilabilir. Glikozidazlar ve transglikozidazlar i¢in tanimlanmis 14 klan
(A-N) arasindan, o-amilaz ailesi (GH13) 8. klan olan klan GH-H’a aittir (238).
Giinlimiizde, CAZy veri tabaninda ana o-amilaz enzim ailesi olarak bilinen GH13, a-
amilaz igermeyen GH70 ve GH77 enzim aileleri ile birlikte GH-H klanmni olusturur (233,
244). Klan GH-H enzimleri, bir biitiin olarak ele alindiginda, sadece katalitik {i¢lii yapinin
degismeden korunmus oldugu goériilmektedir. Kendine 6zgii bir¢ok enzimin ve ¢ok sayida

dizinin varhigi ve oligo-1,6-glukozidaz ve neopullulanaz subfamilyalar1 olarak bilinen
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enzim alt gruplarmin bulunmasi nedeniyle, GH13 enzim ailesinin daha ileri alt boliimlere
ayrilmasi gerektigi one siiriilmiistiir (240). Dizi benzerligine dayanilarak, su anda CAZy
veri tabaninda GH13 ailesine ait 42 subfamilya tanimlanmistir. Su ana kadar, GH13 1, 5,
6,7,15,19,24,27,28,32,36,37, 39, 41 ve 42 olmak iizere 15 subfamilyada a-amilazlarin
yer aldig1 bilinmektedir. Ancak, CAZy veri tabaninda heniiz herhangi subfamilyaya dahil
edilememis a-amilaz enzimleri de bulunmaktadir (235, 241, 246, 247).

2.4.2. NISASTANIN YAPISI VE BIYODEGRADASYONU

Nisasta, glukoz birimlerinin birbirlerine 1. karbon atomunun (C1) oksijeni arasinda
meydana gelen glikozidik baglarla baglanmasi sonucunda olusan bir glukoz polimeridir.
Bu glikozidik bag, yiiksek pH degerlerinde kararl iken, diisikk pH degerlerinde hidrolize
olmaktadir. Polimerik zincirin sonunda indirgeyici ug olarak bilinen bir latent aldehit grubu

bulunmaktadir (29, 228).

Nisasta, fotosentezin karanlik evresi siiresince 6zellikle yapraklardaki plastitlerde olmak
lizere amiloplast, yumru, tohum ve koklerde bitkisel depo materyali olarak
sentezlenmektedir (248). Ham nisasta, molekiil i¢i ve molekiiller aras1 baglarla biraraya
gelen polikristalimsi yap1 seklinde yogun olarak paketlenmis, boyut ve sekil bakimmdan
farklilik gosteren graniiller halinde depolanmaktadir. Nisasta graniilleri, amorf ve
kristalimsi bolgeler halinde organize olmustur. Yumru ve kok nisastalarda, amorf
bolgelerde amiloz yer alirken, kristalimsi bolgeler tamamen amilopektinden olusmaktadir.
Tahil nisastalarinda, amilopektin kristalimsi bolgelerin en onemli bilesenidir. Amiloz ise
lipidlerle kompleks olusturarak zayif bir kristal yapi olusturur ve graniiliin saglam bir
yapida olmasini saglar. Nisastanin bu kararli konfigiirasyonu, onun soguk kosullarda
coziinmemesini ve kimyasallar ile amilolitik enzimlere kars1 da diren¢li hale gelmesini

saglamaktadir (249).

Nisastanin yapisinda, amiloz ve amilopektin olmak tizere iki tiir glukoz polimeri bulunur.
Dogal nisastanin yaklasik % 10-30’u amilozdan, % 70-90’1 amilopektinden olusur.
Amilopektin suda ¢oziiniirken, amiloz ve nisasta graniilii soguk suda ¢oziinemez. Amiloz
ve amilopektin yapilar1 Sekil 2.7°de goriilmektedir. Amiloz, birbirlerine a-1,4 glikozidik
baglarla bagli, en fazla 6000 D-glukoz biriminden meydana gelen diiz zincir seklinde bir
polimerdir. Polimerizasyon derecesi olarak da ifade edilen glukoz birimlerinin sayisi ile

amiloz ve amilopektinin nispi i¢erigi, nisastanin kaynagina gore degisir. Amiloz, suda her
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bir doniiste 6 glukoz monomerinden olusan bir heliks sekli meydana getirir. Bu kivrimli
yap1 sayesinde iyot molekiilii, bu heliksin ortasma girer, nisastanin iyot ile reaksiyonu
sonucunda amiloz-iyot kompleksi meydana gelir ve karakteristik mavi-mor renk olusumu
gerceklesir. Amiloz-iyot kompleksinin bu rengi esas olarak kompleksin yaklasik 650 nm
dalga boyunda maksimum absorbans gdstermesinden kaynaklanmaktadir. fyotun, amiloza

affinitesi yaklasik % 20 oraninda iken amilopektine % 1’den azdir (26, 29).

CH,OH CH,OH CH,OH
o o o
Gt )
o o
OH OH
OH l OH n OH

0-1.4 glikozidik bag |

a-glukoz molekiilii

a. Amiloz

CH,0H CH,0H CH,0H
b. Amilopektin o © -5
@ o @ o @
OH i .
o —» a-1,6 glikozidik bag
OH OH

OH I
CH,OH 6 CH, CH,O0H
o o o
@ o @ o @
OH OH
OH J OH n OH

a-1,4 glikozidik bag

Sekil 2.7. Nisastanin yapisindaki iki glukoz polimeri: (a) amiloz ve (b) amilopektin (250)

Amilopektin, a-1,4 glikozidik bagli, 10-60 glukoz birimi i¢eren kisa lineer zincirlerden ve
15-45 glukoz biriminin a-1,6 glikozidik baglarla baglandig1 yan zincirlerden olusmaktadir.
Bir amilopektin molekiilii, her 25-30 glukoz biriminde bir dallanma yapis1 gostererek
binlerce glukoz biriminden olusabilir. Amilopektin molekiilii, yaklasik 2 milyon glukoz
birimi i¢erdiginden dogadaki en kompleks molekiillerden biridir. Amilopektinin sarmal
yapisi, zincirinin dallanmasi ile bozulur ve bu nedenle, amilozun iyot ile reaksiyonu
sonucu olusan koyu mavi-mor renk yerine, amilopektin ile daha az yogun bir kirmizimsi-
mor renk olusumu gozlenir. Iyot-amilopektin kompleksi yaklasik 540 nm'de maksimum
absorbans gosterirler (228).

Nisastanin pargalanmasi, temel olarak bitki artiklarinda ve toprakta bulunan
mikroorganizmalarin etkisi ile ger¢eklesir. Dogal nisasta, suda ¢oziinmediginden ve hiicre

icine penetre olamadigindan, nisastanin biyolojik olarak parcalanmasi ekstraselliiler
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(hiicre-dis1) olarak gergeklesir. Amilazlar, cogunlukla besiyeri icerisine salgilanmis ya da
hiicre zarmma bagli olarak bulunurlar. Belirli bir enzim ile uzun siireli inkiibasyon
sonucunda nisastanin hemen hemen tiim hidrolizi gerceklesebilse de, nisastanin etkin
hidrolizi, kompleks bir islem olmasi nedeniyle bir¢ok enzimin etkisine bagli olarak
gerceklesir. Endo- ve ekzoamilazlarin yani sira dallanma noktalarina etki eden enzimler ve

transferazlar olmak iizere nisasta hidrolizinde gorev alan dort enzim grubu bulunmaktadir

(Sekil 2.8) (29).

siklodekstrin
glukanotransferaz

O
N\
dal kirica
enzimler
siklodekstrin
lukoamilaz/
E;g amilaz g
o-limit I.’u a-glukozidaz
dekstrin
| izoamilaz | |pullulanaz-lll
lmeer
oligosakkaritler
Q v
glukoz ma]toz @
maltoz ve glukoz
maltoz

p-limit dekstrin o009 oo
lineer O\O\ob ® glukoz

oligosakkaritler ocf

Sekil 2.8. Nisastanin glukozid hidrolaz familyasindaki enzimlerle hidrolizi. (@) indirgeyici
a-D-glukoz birimi, (o) indirgeyici olmayan a-D-glukoz birimi. “ — * isareti nisasta
molekiiliindeki a-1,6 dallanma noktalarini1 gosterir (251).

O—-0O-@® maltotrioz

Dallanma noktalarina etki eden enzimler, Sadece a-1,6 glikozidik baglarmi hidrolize
edebilen, izoamilaz (EC 3.2.1.68) ve pullulanaz tip 1 (EC 3.2.1.41) enzimleridir. Bu
enzimler, ozellikle amilopektini pargalayarak uzun lineer polisakkaritler olustururlar.
Ayrica, 0-1,4 ve a-1,6 glikozidik baglarin1 hidrolize edebilen pullulanaz enzimleri de
bulunmaktadwr. Bu enzimler, grup Il pullulanaz enzim ailesine ait olup, a-amilaz-
pullulanaz ya da amilopullulanaz olarak bilinmektedir. Ana par¢alanma iiriinleri maltoz ve
maltotriozdur. Transferaz enzimleri ise dondr molekiilin bir o,1-4 glikozidik bagini
pargalayarak dondriin bir kismini yeni bir glikozik bagm olugmast ile birlikte bir glikozidik

akseptore transfer ederler. Dallanma gosteren enzim (EC 2.4.1.18) yeni bir o,1-6 glikozidik
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bag olustururken, amilomaltaz (EC 2.4.1.25) ve siklodekstrin glukanotransferaz (EC
2.4.1.19) gibi enzimler ise yeni bir o-1,4 glikozidik bag olustururlar. Siklodekstrin
glukanotransferazlar, ¢ok diisiikk hidrolitik aktiviteye sahiptirler ve 6, 7 ya da 8 glukoz
birimli siklik oligosakkaritleri ve olduk¢a dallanmis yiiksek molekiiler agirlikli dekstrinler
olan siklodekstrin glukanotransferaz limit dekstrinleri olustururlar. Amilomaltazlar,
gerceklestirdikleri enzimatik reaksiyon bakimindan siklodekstrin glikoziltransferazlara ¢ok
benzerler. Aralarindaki en dnemli farklilik; siklodekstrin glukanotransferaz bir siklik {iriin
verirken, amilomaltazin bir transglikozilasyon reaksiyonu sonucunda lineer bir iirlin

olusturmasidir (Sekil 2.8) (29).

Zincirin u¢ kismindan itibaren baslayarak pargalanacak bagm nispi konumuna bagl olarak,
nisastanin enzimatik parcalanma tirtinleri dekstrin, maltotrioz, maltoz, glukoz, vb. seklinde
olabilir. Dekstrinler, nisasta molekiiliiniin i¢ kismindaki glukozidik baglarin rastgele
hidrolizi sonucu olusan kisa, kirilmis nisasta segmentleridir. Bir nisasta molekiiliiniin ug
kismindan itibaren iiglincii bagin pargalanmasi ile bir maltotrioz molekiilii; eger ikinci bag
pargalanirsa bir maltoz molekiilii ve en sondaki bagin parcalanmasi ile de bir glukoz

molekiilii olusmaktadir (29).

Nisastanin fruktoz ve glukoz suruplarina doniistiiriildiigii nisasta sivilastrma isleminde,
nisastanin hidrolizi i¢in kullanilan a-amilazlar, nisasta endiistrisinde en yaygm uygulama
alanina sahiptirler. Tiim nisastanin enzimatik doniisiimii, nisasta graniillerinin ¢6zlinmesini
ve boylece viskoz bir siispansiyon olusumunu igeren jelatinizasyon; kismi hidroliz ve
vizkozite kaybmin gerceklestigi sivilastirma asamasi ve ileri hidroliz ile glukoz ve maltoz
gibi basit monosakkaritlerin olustugu sakkarifikasyon olmak iizere li¢ asamadan olusur
(30, 252). Nisastanin Kristal yapismi birarada tutan hidrojen baglarinin parg¢alanmasi ve
amilolitik enzimlerin erisebilir hale gelebilmesi icin nisasta hidrolizinin yiiksek
sicakliklarda gerceklestirilmesi gerekir. Bu islemde, nisastanin sivilastirilmasi amaciyla
yaklagik 70-100°C sicakliklarda etki edebilen oldukga termostabil bir a-amilazin kullanimi
Onem taswr. Nisasta ilk olarak sivilastrma islemi esnasinda o-amilaz tarafindan
oligosakkarit ve dekstrin karisimi seklinde kismi olarak parcalanir. Sakkarifikasyon
isleminde yer alan ikinci enzim, oligosakkaritlerin glukoz ~monomerlerine
par¢alanmasindan sorumlu olan amiloglukozidaz ya da glukoamilaz enzimidir. Bununla
birlikte, nisastada amiloz ve amilopektin yapilarinin bulunmasi nedeniyle pullulanaz
enzimine ihtiya¢ vardir. Bunun nedeni, amiloglukozidaz enziminin a-1,6 glikozidik

baglarin par¢alanmasinda daha yavas etki gostermesi ve hidroliz reaksiyonunu izomaltoz
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iirlin olusumuna kadar gergeklestirebilmesidir. Pullulanaz, hizli bir hidroliz reaksiyonu ile
a-1,6 glikozidik baglarini par¢alamak i¢in dallanma noktalarina etki eder. Bununla birlikte,
amilopullulanaz enzimi nisasta yapisindaki hem o-1,4- hem de a-1,6-glikozidik baglarini
monomerlerine kadar pargalayabildiginden bu islemde bu enzimin varlig1 avantaj

saglamaktadir (30, 228, 249).

2.4.3. a-AMILAZLARIN YAPISI VE KATALITIK MEKANIZMASI

2.43.1. Domain Yapisi

GHI13 o-amilaz enzim ailesinin iyeleri, (B/a)s’li fig1 seklinde bir katalitik domain (A
domaini), B3 ipligi ile A domainin a3 heliksi arasinda daha uzun bir loop seklinde ve fi¢1
yapisinin disinda ilmik olusturan kiigiik bir domain (B domaini) ve C-terminal ucunda yer
alan C domaini olmak iizere ii¢ domain igeren ve antiparalel f-sandvi¢ katlanma modeli

gosteren, tek bir polipeptid zincirli, monomerik ve kalsiyum i¢eren enzimlerdir (227, 240).

Tim a-amilaz ailesi enzimlerinde bulunan en korunmus domain, (p/a)s’li fig1 yapismnin N-
terminal ucunda yer alan A domainidir. Bu domain yapisi, ilk kez Aspergillus oryzae’den
elde edilen Taka-amilaz A (TAA) enziminde tespit edilmistir (253). (B/a)s’li fig1 seklindeki
domain, sekiz a-heliks tarafindan ¢evrelenmis bir fi¢1 yapisi igerisinde yerlesmis, yiliksek
oranda simetrik katlanma gosteren sekiz paralel B-ipliginden olusmaktadir (Sekil 2.9. ve
2.10a) ve ilk kez trioz-fosfat izomeraz (TIM) yapisinda gézlendigi i¢in genellikle TIM-fig1
(TIM-barrel) yapisi olarak bilinmektedir. Her bir B-iplik¢igi ve a-heliksi birbirini izler ve
loop vyapilar1 ile birbirlerine baglanirlar (254). Kataliz ve substrat baglanma
reaksiyonlarinda rol oynayan korunmus aminoasit kokleri (6rn. Bacillus licheniformis a-
amilaz [BLA] inda yer alan Asp231, Glu261 ve Asp328), bu domaindeki B-iplik¢iklerinin
C-terminalindeki loop bolgelerinde yer almaktadir (227, 228, 244).

a-Amilaz ailesinin tiim iiyelerinde, (B/a)s fig1 yapisinin B3 iplik¢igi ile A domainin o3
heliksi arasinda uzanan uzun bir loop bolgesi bulunur. B domaini olarak adlandirilan bu
domain, 44-133 arasinda degisen aminoasit kokii igerir ve substrat ya da kalsiyum
baglanmasinda rol oynar (228, 255). B domaini, olduk¢a diizensiz ve B-dizisi bakimindan
zengin bir yapiya sahiptir ve o-amilazlar arasinda ¢ogunlukla boyut ve yap1 bakimmdan
farklilik gosterir (26, 237). B domaini, substrat baglanma bolgesinin biiylik boliimiinii
olusturur ve a-amilazlar arasinda gozlenen substrat spesifitesindeki farkliliklar agisindan

onemli oldugu sanilmaktadir (256).

57



Sekil 2.9. Aspergillus oryzae a-amilazi, Taka-amilaz A (TAA)nin (253) sekonder yapi1
elemanlar1. Kareler ve daireler, sirasiyla, B-iplik¢ik ve a-heliks yapilarini gostermektedir.
TAA: A domaini (1-121. aa, 177-380. aa; B domaini (122-176. aa) ve C domaini (384-478.
aa) aa: amino asit (257)

C domaini, basit bir polipeptid zinciri ile A domainine baglanan B-tabakali bir yapiya
sahiptir ve dizinin C-terminal kismini olusturur (26, 258). C domainin fonksiyonu tam
olarak bilinmemekle birlikte, Bacillus stearothermophilus’un o-amilazinin C-domaini
iizerinde gerceklestirilen mutasyon c¢alismalari, bu domainin enzim aktivitesinde rol
oynayabilecegini gostermistir (259). Ayrica, A domainin hidrofobik kisimlarini ¢6ziiciiden
koruyarak katalitik domaini stabilize ettigi ve substrat baglanmada da gorev aldigi one

stirilmektedir (227, 244). GH13 enzim ailesine ait a-amilazlarin karakteristik yapist Sekil

2.10b’de gosterilmistir.

GH13 enzim ailesinin tyeleri, polipeptid zincirinin her iki ucunda ilave domainler
icerebilir. Bu domainlerin gorevleri tam olarak bilinmemekle birlikte, genelde nisasta,
glikojen ve diger benzeri sakkaritlerin baglanmasinda gorev aldiklar1 diisiiniilmektedir
(240). o-Amilaz ailesine ait enzimlerin substrat ve {irlin spesifiteleri biiyiikk Olgtide
degiskenlik gosterir. Bu farkliliklarin, katalitik merkeze farkli domainlerin baglanmasindan
ya da katalitik bolgenin etrafinda ilave seker-baglayici alt bolgelerin bulunmasindan
kaynaklandig1 disiiniilmektedir (228). Her bir enzimin spesifikliginin ise biiyiik
cogunlukla A ve B domainlerinin amino asit kokleri tarafindan tanimmlandig:

diistiniilmektedir (244).
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\ Domain B

Sekil 2.10. (a) Aspergillus oryzae a-amilazi, Taka-amilaz A’nin (PDB ID: 2TAA,; 253) ii¢-
boyutlu yapisi. Mavi ve yesil kisimlar sirasiyla B-iplikgiklerini ve a-heliksleri temsil eder.
Okla gosterilen kisim katalitik bdlgedir. A-C domainleri, sirastyla beyaz, sar1 ve kirmizi
renkle; Ca*2-baglanma bolgesi pembe renkli daire ile gosterilmistir (260). (b) GH13 enzim
ailesine ait a-amilazlarin karakteristik yapisi. A, B ve C domainleri sirasiyla yesil, sar1 ve
mavi renkle; Ca*? iyonlar1 pembe renkli daireler ile gosterilmistir. Maltoz, aktif bdlgeye
baglanmustir (261).

2.4.3.2.  Aktif Bolge

Yapisal ¢alismalar, a-amilazlarin aktif bolgesinin (substrat baglanma bolgesi), polimerik
substratlarin seker birimleri i¢in ¢oklu baglanma bélgelerinden ya da alt birimlerinden
olustugunu gostermektedir. (B/a)s fi¢1 yapisinda B-iplikgiklerinin C-terminal ucunda, A ve
B domainlerinin ara yiizeyinde aktif bolge yarigi yer almaktadir (262). Substrat baglanma
bolgelerinde, cogunlukla seker zincirleri ile hidrofobik etkilesimler igerisinde olan
aromatik amino asit kokleri bulunmaktadir. Ayrica, aktif bolgeler substrat ile dogrudan ya

da su molekiilleri araciligiyla hidrojen baglari olusturan bir¢ok dizi igermektedir (227).

a-Amilaz enzimi, substrat molekiiliiniin 4-10 arasinda degisen glukoz birimlerini i¢ine alan
karakteristik bir substrat baglanma bolgesine sahiptir. Her bir baglanma bdlgesinin,
karbohidrat zincirinin sadece bir glukoz birimine kars1 affinitesi bulunmaktadir. Bununla
birlikte, oligosakkaritlerin bircok baglanma bdlgesi ile etkilesimleri, uzun substrat
molekiillerinin katalitik bdlgeye dogru uygun bir sekilde konumlanmasi sonucunda
gerceklesmektedir. Substrat baglanma bdlgelerinin sayisinda ve Kkatalitik bolgelerin
lokasyonundaki farkliliklar, substrat spesifitesini, hidroliz sonrasi olusan oligosakkarit

fragmentlerinin uzunlugunu ve son {iriiniin karbohidrat profilini belirlemektedir. Ilgili
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oligosakkarit zincirinin glukoz birimleri, katalitik bolge disindaki bir bolgeye baglanirsa

kataliz i¢in uygun substrat baglanmasi gerceklesemez (263).

a-Amilaz ailesine ait bir enzimin aktif bolgesinde, Sekil 2.11°de goriildiigi gibi her biri
substratin bir glukoz birimi ile etkilesime girebilen alt bolgeler bulunmaktadir. Bu alt
bolgeler, enzim yapisindaki loop bolgelerinde konumlanmis amino asit yan zincirlerinden
olusmaktadir. B-o loop bdlgelerinin yapisi, enzimden enzime degiskenlik gdsterdiginden,
aktif bolgedeki alt bolgelerin sayis1 ve yapist da degiskenlik gostermektedir. Bu 6zellik,
her bir enzim i¢in karakteristiktir. o-Amilaz ailesine ait farkli enzimler, farkli substratlar
iizerine etki ederler ve bu substratlari tek ortak 6zelligi, -1 alt bolgesine baglanan bir a-
bagl glukoz kokii igermeleridir. Dolayisiyla, bu alt bolgeyi meydana getiren amino asit
koklerinde kuvvetli benzerlikler bulunmas1 gerekmektedir (244).

Glikozidik bagin
enzimatik kesim noktas:

indirgeyici olmayan uc
|(glikon baglanma bélgeleri)

Indirgeyici uc
(aglikon baglanma bélgeleri)

X

[oXex

L L

-3 -2 -1 +1 +2 +3
Negatif (donor) Pozitif (akseptor)
alt bolgeler alt bolgeler

: : >_—<_.> £
\ ’
\ /
~ ’
~ -

Sekil 2.11. a-Amilaz enzim ailesinin aktif bolgesinde yer alan substrat baglanma alt
bolgeleri. Bir oligosakkaritin indirgeyici olmayan ugtan indirgeyici uca dogru uzanan alt
bolgelere baglanmis oldugu goriilmektedir. Enzim kesim reaksiyonu okla belirtildigi gibi -
1 ve +1 arasindaki alt bolgeler arasinda gergeklesir (264).

Her bir glukoz birimi, ilgili glukoz birimi i¢in baglanma alt bolgesi olusturdugu diisiiniilen
belirli amino asit kokleri tarafindan baglanir (244). Alt bolge kavrami, Davies ve ark.
tarafindan tanimlanmis olup, bu bdlgeler parcalanacak bagin konumuna gore katalitik
bolgeden baslanarak numaralandirilmistir. Alt bolgeler, parcalanacak bagin indirgeyici
olmayan ucunda (glikon baglanma bolgeleri) negatif, indirgeyici ucunda (aglikon
(265).

substrattaki parcalanabilir bagin indirgeyici ucunda iki ya da ii¢ alt bolge (+1, +2 ve +3 alt

baglanma bolgeleri) ise pozitif olarak numaralandirilirlar a-Amilazlarda,
bolgeler) bulunurken, indirgeyici olmayan ucunda iki ile yedi arasinda degisen sayida alt
bolge bulunur (Sekil 2.11) (262). a-Amilaz ailesinin farkli enzimleri farkli spesifitelere

sahiptir; baz1 enzimler glukoz kokleri arasindaki a-1,4 glikozidik baglarma etki ederken,
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bazilar1 sadece a-1,6 glikozidik baglarina ve bazilari ise her iki baga da etki edebilirler. +1
ve +2 alt bolgelerinde substrat baglanma kisminin yapisi, enzimin spesifitesine gore,
ozellikle de parcalanan ya da olusturulan bagin tiirline gore (6rn. a-1,4 ya da a-1,6 bagi
olup olmadigina gore) degiskenlik gostermekle birlikte, tiim enzimler i¢in aktivite
substratin bir glukoz biriminin -1 alt bolgesine baglanmasi ile gergeklesir. Bu nedenle, bir
enzimin +1 ve +2 alt bolgelerini olusturan amino asit koklerinin, enzimin spesifitesi ile

degiskenlik gosterebilecegi diistiniilmektedir (244).
2.4.3.3. Korunmus Dizi Bolgeleri

a-Amilaz ailesine ait enzimlerin amino asit dizileri, korunmus dizi bdlgeleri (CSR-
conserved sequence region) olarak adlandirilan birgok kisa diziler icermektedir. Bu
dizilerin varligi, a-amilaz ailesini evrimsel ¢aligmalar i¢in onemli kilmaktadir. a-Amilaz
ailesi igerisinde, (PB/a)s-fig1 yapisindaki katalitik domainin 4 ve B7 iplik¢iklerinde iKi
aspartik asit ve B5 iplik¢iginde bir glutamik asit olmak iizere korunmus katalitik ti¢li yap1
bulunur (6rn. Asp206, Glu230 ve Asp297/Taka-amilaz A) (246, 257, 263). Bu boliimde

yer alan amino asitler, A. oryzae Taka-amilaz A enzim dizisine gére numaralandirilmistir.

Mevcut veriler 15181inda, iki korunmus aspartik asitten ilkinin (Asp206) katalitik niikleofil,
glutamik asit kokiiniin (Glu230) ise proton donorii olarak gorev aldigi kabul edilmektedir.
Ikinci aspartik asitin (Asp297) rolii hakkinda daha az bilgi bulunmakla birlikte,
okzokarbonyum iyon-benzeri ge¢is durumunun stabilizasyonunda ve ayrica glutamik asitin
aktivite i¢in dogru pozisyonda konumlanmasinda gérev aldigi one siiriilmektedir (266). a-
Amilaz ailesinin dordiincii korunmus amino asit kokiiniin, katalitik B4 ipligindeki katalitik
niikleofil olan aspartik asite gére n—2 pozisyonunda yer alan arjinin (Arg204) oldugu
diistiniilmektedir (242). a-Amilaz enzim ailesi liyeleri arasinda korunmus olmayan, ancak
substrat baglanmasinda ve enzimin gegis-durumu stabilizasyonu igin 6nemli olan,
fonksiyonel iki histidin kokii (His122 ve His296) sirasiyla B3 ve B7 iplikgiklerinde
bulunmaktadir. His122 koki, GH70 ve GH77 ailelerinde mevcut degildir (32, 244, 263).
[k kez Thermus aquaticus’un trehaloz sentaz enziminde yerine glutamik asit (267) gelmis

olsa da, B3 iplik¢igindeki aspartik asit kokii (Asp117) de oldukea iyi korunmustur (242).

Tipik katalitik tiglii yapiy1 olusturan Katalitik niikleofil Asp206, geg¢is-durumu stabilizatorii
Asp297 ve proton dondrii Glu230 koklerinin yani sira olduk¢a korunmus olan Aspl17 ile

fonksiyonel histidin kokleri, His122 ve His296, Taka-amilaz A igin 6nemli diziler olarak
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kabul edilmislerdir (253). Bu diziler, tiim a-amilaz ailesinde bulunan 4 temel korunmus
dizi bolgesinde (CSR-I, 11, 11l ve 1V), (B/a)s-fig1 yapisindaki katalitik domainin sirasiyla
B3, B4, B5 ve PB7 iplikgiklerinde ya da iplikgiklerin C-terminaline yakin bir yerde
konumlanmislardir. Bu dort korunmus bolge, a-amilaz ailesinin tanimlanmasinda
kullanilmistir  (242). oa-Amilazlar ve iligkili enzimlere ait ¢ok sayidaki amino asit
dizilerinin detayli analizlerine dayanilarak, ilave ii¢ korunmus dizi bdlgesi daha
bulunmustur (243, 257, 268-271). 5. korunmus dizi bdlgesi (CSR-V), kalsiyum baglayan
aspartik asit (Aspl75) etrafinda B-domaininin C-terminal boélgesine yakm bir yerde
bulunur (268, 271). Diger korunmus dizi bolgeleri, CSR-VI ve VII, katalitik domainin
sirasiyla B2 ve B8 iplik¢iginin C-terminalinde ya da yakminda yer alir ve GH13 enzim

tiyelerinin birbirlerinden ayrilmasinda kullanilabilecek amino asit koklerini igerir (Sekil
2.12) (240).

Kronolojik ag¢idan bakildiginda; B3, B4 ve B7 iplik¢iklerinde bulunan ilk {i¢ korunmus dizi
bolgelerinin (Sekil 2.12°deki CSR-I, I, 1V) varligy, ilk kez Toda ve arkadaslar1 (1982)
tarafindan Taka-amilaz A ve domuz pankreatik a-amilazinda ortaya konulmustur. Bir yil
sonra, Friedberg (1983) Bacillus amyloliquefaciens a-amilazindaki bolgeleri bulmus ve
son olarak Rogers (1985) arpa a-amilazinda korunmus bolgelerin varligini tespit etmistir.
Bu nedenle, a-amilaz enzim ailesinin tanimlanmasinda kullanilan dort korunmus dizi
bolgelerinden {igiiniin mikroorganizmalar, bitkiler ve hayvanlarin a-amilazlarindaki varhigi
1985 yilinda bilinmekteydi (272-274). Nakajima ve ark. (1986), farkli kaynaklardan izole
edilen (mikroorganizmalar, bitkiler ve hayvanlar) a-amilazlarm 11 amino asit dizisinin
karsilagtrmali olarak incelendigi bir calisma ile B5 iplik¢iginde yer alan dordiinci
korunmus dizi bolgesini (Sekil 2.12°deki CSR-111) tanimlamislardir (275). Ayn1 zamanda
korunmus dort dizi bolgesinin tiimiiniin uzunlugu da belirlenmistir. Bu dort bolge, zamanla
diger nisasta hidrolazlarina ve iligki enzimlerine ait dizilerin karsilastirilmasi yolu ile
tanimlanmis ve a-amilaz ailesinin ayirtedilmesinde 6nemli kriterlerden biri haline gelmistir
(243, 257, 276). CSR-I, II, 11l ve IV bolgeleri, a-amilaz ailesi iiyelerinin katalitik ve
substrat baglanmasindan sorumlu amino asit koklerini, CSR-V, VI ve VII ise belirli bir

enzim spesifitesi gésteren amino asit koklerini igermektedir (242).

e CSR-I bolgesi, katalitik domainin 3 iplik¢iginde C terminaline yakin olup Aspl17,
His122 ve Asnl21 korunmus amino asit koklerini igerir. Aspl17, CSR-II’deki tamamen
korunmus, degismeyen Arg204 kokii ile hidrojen bagi olusturdugundan aktif bdlgenin
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biitiinligii icin gereklidir. Asnl21, A ve B domainleri arasindaki korunmus kalsiyum
iyonunu koordine eden bir Ca*? baglanma bdlgesi olarak bilinmektedir. His122, tiim a-
amilaz enzim ailesinde korunmus olmamakla birlikte substrat baglanmasinda ve enzimin

gecis-durumu stabilizasyonunda 6nemli rol oynar.

e CSR-II bolgesi, P4 iplik¢iginin C terminaline yakin olup, bu bolgede katalitik
aktivite i¢in gerekli olan ve tiim a-amilazlarda bulunan katalitik niikleofil Asp206 ve
tamamen korunmus, degismeyen Arg204 amino asitleri bulunur. Ayrica, bu bolgede yer
alan His210 kokii, bazi1 o-amilaz ve siklodekstrin glukanotransferazlarda substrat

baglanmasinda gorevli olup, kalsiyum baglanma bolgesi olarak da 6nemlidir.

e CSR-III bolgesi, B5 iplik¢iginin C terminaline yakin olup, katalitik proton donorii

olan Glu230 korunmus amino asitini igerir.

e CSR-IV bolgesi, B7 iplik¢iginin C terminaline yakin olup, tamamen korunmus
Asp297 ile fonksiyonel His296 koklerini igerir. Asp297 kokiiniin substrat baglanmasmi ve
proton dondrii olan Glu230’un pKa’simi arttirdigi 6ne siiriilmektedir. His296 ise CSR-

I’deki His122 kokiine benzer isleve sahiptir.

e CSR-V bolgesi, B-domainin C terminaline yakin (loop3) olup, Ca*? iyonunun
baglanmasmdan sorumlu Aspl75 amino asitini igerir. Cogu durumda, Ca*?-baglayici
aspartat (Asp 175) ile B4 iplikgigindeki katalitik aspartat (Asp206) arasinda 28-30 amino

asit koka bulunur.

e CSR-VI bolgesi, B2 iplik¢iginde yer alir ve yapisal olarak onemli rol oynayan,
korunmus Gly56 ve Pro64 amino asitlerini igerir. o-Amilazlarin ¢ogunda glisin ve prolin
kokleri arasindaki amino asit sayisi1 7 iken, siklodekstrin glukanotransferaz ve bazi
maltooligosakkarit-iiretici enzimlerde bu say1 8’dir. Siklodekstrin glukanotransferazlarin,
a-amilazlardan ayirt edilmesinde CSR’lerdeki bazi 6zel dizilerin varliginin yani sira bu

amino asit uzunlugu da 6nem tagir.

e CSR-VII bolgesi, B8 iplikgiginde yer alir ve genellikle n+2 pozisyonunda bir prolin
amino asitini izleyen, yapisal olarak 6nemli ve oldukga korunmus bir glisin (Gly323) kokii
ile baslar (240, 242, 257, 262).

63



EC Yil
GH13 ailesi:
3.2.1.1 1984
2.4.1.19 1991
3.2.1.10 1993
3.2.1.60 1997
3.2.1.68 1998
3.2.1.133 1999
3.2.1.133 1999
3.2.1.141 2000
2.4.1.4 2001
= LY 5 okt 2001
2.4.1.18 2002
2.4.1.25 2002
3.2.1.54 2002
3.2.1.135 2003
5.4.99.11 2003
5.4.99.15 2003
3.2.1.98 2004
2.4.1.7 2004
3.2.1.41 2006
3.2.1.20 2008
3.2.1.70 2008
32 1. 2008
3.2.1.1/41
3.2.1.93
3.2.1.116
3 2.1=
2.4.1.25/3.2.1.33
5.4.99.16
GH70 ailesi:
2.4.1.5 2007
2.4.1.141
GH 77 ailesi:
2.4.1.25 2000
HAT™:
v 2007

Sekil 2.12. a-Amilaz enzim ailesindeki korunmus dizi bolgeleri. Katalitik ticlii yap1 (D-Asp; E-Glu; D-Asp), sar1 renkle ve lizerinde yildiz isareti
ile gosterilmistir. o-Amilazin His122, Arg204 ve His296 gibi fonksiyonel olarak diger dnemli amino asit kokleri de sirasiyla kirmizi, mavi ve
kirmizi renklerle gosterilmistir. Cok iyi korunmusg aspartik asit (B3 ipliginin en basindaki) siyah-beyaz renklerle gosterilmistir. En az % 50’si
korunmus diziler ise gri renk ile belirtilmistir. Y1l, enzimin/proteinin ii¢ boyutlu yapismin belirlendigi tarihi gdstermektedir. "HAT: Heteromerik

Enzim/Protein o

Bs
a-Amilaz 202 GLiH D Q
Siklodekstrin glukanotransferaz 225_GISVDAVK
Oligo-1,6-glukozidaz UMD l
Maltotetrachidrolaz I FD] G
izoamilaz LD
Maltojenik amilaz 1,0
Maltojenik a-amilaz S IDAVKH
Afalt, "gon'.lﬁ Thal hidrolaz B LDAVHI
Amilosiikraz IIMD
Maltoziltransferaz GASLOMGHA
Glukan dallandiric: enzim VD S
4-a-Glukanotr feraz (amil 1taz) L FDAAKH
Siklomaltodekstrinaz Ref\»
Neopullulanaz GW3 LD
izomaltuloz sentaz SUFDTVAT
AMal "gozil‘. hal sentaz .[4_-liifl L DG
Maltohekzaohidrolaz P TDAVKH
Siikroz fosforilaz [ SLD
Pullulanaz D
a-Glukozidaz L LDTAGL
Dekstranglukozidaz GEMDVID
Siikroz hidrolaz AFLLOSTAY
Amilopullulanaz SLOVEN
Trehaloz-6-fosfat hidrolaz B S LDVINI
Maltotriohidrolaz (D7 A
Maltonentachidrolaz AV DAAKH
Glukan dalkarici enzim RUDONCHS
Trehaloz sentaz ELLDAVE
Glukansiikraz
Alternansiikraz
4-a-Glukanotransferaz 239_!.@“
rBAT protein 156 MIKTVWITS 210 SrIeN] 282 QPDIN 310 GFSLDAVKF
4F2hc antijen 286_KVKGLVIGP 336 SLIPNY = —-———- 375 ¢

amino asit tastyici proteinler (245).
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381_GTLYVXQGD
344 1
486_GVPLITMGD
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442_SVAREAVYP

474_BTBITEYGE
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2.4.3.4. Kalsiyum Iyonlan

Birkag istisna disinda, bilinen tiim a-amilazlarda A ve B domainleri arasindaki ara yiizeyde
sikica baglanmis olarak yer alan, kararli ve aktif bir enzim igin gerekli oldugu bilinen
korunmus bir kalsiyum iyonu bulunmaktadir (26, 28, 277). Korunmus kalsiyum iyonunun
aktif bolgeden kataliz reaksiyonuna dogrudan etki edemeyecek kadar uzakta olmasi
nedeniyle, bu iyonun temelde yapisal bir roliiniin oldugu one siiriilmiistiir Kalsiyum
iyonlarinin, a-amilazlar, amilopullulanazlar ve diger glikozid hidrolazlarda katalitik
ve/veya substrat baglanma bolgelerinin {i¢ boyutlu yapisinin Korunmasmin yani sira
enzimin termostabilitesinde gorev aldig: diisiiniilmektedir (28, 278). Ca*? iyonlarmin asir1
miktarda olmasi ise inhibitor etkilerini indiiklemekte ve reaksiyon verimini diistirmektedir
(26, 263). Birgok yapida bir ya da daha fazla sayida kalsiyum iyonlar1 tespit edilmistir. B.
licheniformis a-amilaz (BLA)’inda bulunan lineer Ca-Na-Ca diizenlemesi buna 6rnek
olarak verilebilir (28). Bacillus sp. KR-8104 susundan izole edilen Ca*? iyonundan
bagimsiz yeni bir a-amilaz {izerine yapilan bir ¢alismada, kalsiyum iyonuna bagimli iki a-
amilaz olan BLA ve BAA (B. amyloliquefaciens o-amilaz) enzimleriyle
karsilastirildiginda, Ca*?-baglanma bolgesinde tek bir amino asit farkliliginm bulundugu

ortaya konulmustur (279).

2.4.3.5. Katalitik Mekanizma

a-Amilazlar, substrat molekiiliiniin i¢ kismindaki a-1,4-glikozidik baglarin par¢alanmasini
katalizleyerek substratin molekiiler agirhginda ve viskozitesinde hizli bir azalmaya neden
olurlar (263). a-Glikozidik bag, oda sicakliginda yaklasik 2 x 10° s™’lik spontan bir
hidroliz hizina sahip olup olduk¢a kararhidir. a-Amilaz ailesinin tiyeleri, bu hizi biiyiik

oOlgtide arttirabildiklerinden, bilinen en etkili enzimler olarak kabul edilebilirler (29, 228).

Bu endo-etkili enzimler, substratin hidroliz derecesine gore sakkarifiye edici ve sivilastirict
a-amilazlar olarak ikiye ayrilmaktadwr. Sakkarifiye edici o-amilazlar, nisastanin
yapisindaki glikozidik baglarin yaklastk % 50-60’mi1 hidrolizlerken, sivilastirict o-
amilazlar bu baglarin yaklasik % 30-40’mn1 pargalarlar. Amiloz molekiiliiniin uzun siireli
hidrolizi sonucunda, karbohidratin maltoz, maltotrioz ve degisen zincir uzunluklarma sahip
oligosakkaritlere doniisiimii gergeklesir ve bazen maltotriozdan glukozun aciga ¢iktig
ikinci bir basamagin da olustugu gozlenir (263). Bununla birlikte, enzim kiigiik

oligosakkarit molekiillerine etki ettigi zaman reaksiyon hiz1 diismektedir. Maltopentoz bazi
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a-amilazlar tarafindan hidrolizlenen en kiigiik substrat oldugundan, bu enzimler, d6rnegin
Pyrococcus furiosus’dan elde edilenler, glukoz aciga ¢ikarmazlar. Amilopektinin hidrolizi
sonucunda, glukoz, maltoz ve maltooligosakkaritlerin yani sira polisakkarit molekiiliindeki
dallanma noktalarindan koken alan bir a-1,6-glikozidik bagin ¢evresinde bulunan dort ya
da daha fazla glukoz birimi igeren bir dizi dallanmis a-limit dextrinler agiga ¢ikmaktadir.
Bu enzimlerin katalizledikleri hidroliz swrasinda, glikozidik baglarin pargalanmasi ile
olusan hidroksil gruplar o-konfigiirasyonlarin1 korurken, p-amilaz ve glukoamilaz

enzimleri anomerik B-konfiglirasyonun inversiyonuna neden olmaktadir (257).

a-Amilaz ailesi icerisinde, enzimlerin benzer bir etki mekanizmasina sahip olduklarina ve
bu nedenle, tiim enzimlerde katalitik amino asit koklerinin ortak olduguna inanilmaktadir
(276). Substrat iirtine doniistiigiinde anomerik konfiglirasyon korunur. Bagka bir deyisle,
enzimler glukanlar ya da glukozidlerdeki a-baglarina etki ederek a-bagli triinlerin
olusumuna neden olurlar. o-Amilaz ailesinin genel olarak kabul goéren katalitik
mekanizmasi, iKili-yer degistirme mekanizmasidir (280). Bu mekanizmada, aktif bolgede
asit/baz katalizorii olarak bir glutamik asit ve niikleofil olarak bir aspartik asit olmak iizere
iki katalitik amino asit kokii yer alir. Ugiincii korunmus amino asit kokii olan ikinci
aspartik asit ise hidrojen baglar1 ile substratin OH-2 ve OH-3 gruplarina baglanir ve
substratin par¢alanmasinda rol oynar (266). Diger korunmus amino asitler histidin, arginin
ve tirozin olabilir. Bunlar, substratin aktif bolgede dogru bir sekilde konumlanmasinda,
niikleofilin uygun bir sekilde yonlendirilmesinde, gegis durumunun stabilizasyonunda ve

substratin elektrokimyasal yapisinin polarizasyonunda rol oynarlar (29, 228).
Katalitik mekanizma bes basamaktan olusmaktadir:

(1) Substrat aktif bolgeye baglandiktan sonra, asit formundaki glutamik asit glikozidik
oksijene (-1 ve +1 alt bolgelerde yer alan iki glukoz molekiilii arasindaki oksijen) bir
proton verir ve niikleofilik aspartik asit -1 alt bolgedeki glukozun 1. karbon atomuna (C1)

baglanir.

(i) Bir kovalent ara {irin olusumunun ardindan C1-O bag1 pargalanarak bir

okzokarbonyum iyonu-benzeri gegis durumu meydana gelir.

(ii1) +1 alt bolgedeki protonlanmis glukoz molekiilii aktif bolgeden ayrilir. Aktif bolgeye
bir su molekiilii ya da yeni bir glukoz molekiilii gelir ve -1 alt bolgedeki glukoz molekiilii

ile aspartik asit arasndaki kovalent baga baglanir.
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(iv) Reaksiyonun ikinci basamaginda, a-anomerik konfigiirasyona sahip iriin elde etmek
ve orijinal asit grubunun tekrar proton almis hale donmesi i¢in yeniden bir okzokarbonyum

Iyonu-benzeri ge¢is durumu olusur.

(v) Baz katalizorii olan glutamik asit, aktif bolgeye yeni gelen su molekiiliinden ya da +1
alt bolgesine yeni gelen glukoz molekiiliinden bir hidrojen alir. Su molekiiliiniin ya da +1
alt bolgesine yeni gelen glukoz molekiiliiniin oksijeni, -1 alt bolgedeki glukoz molekiilii ile
aspartik asit arasindaki okzokarbonyum baginin yerini alir ve bdylece -1 alt bdlgedeki
glukoz molekiiliiniin C1 pozisyonunda yeni bir hidroksil grubu olusur (hidroliz) ya da -1
ve +1 alt bolgedelerdeki glukoz molekiilleri arasinda yeni bir glikozidik bag olusur
(transglikozilasyon) (266). Sekil 2.13’te a-amilaz enzim ailesinin ikili-yer degistirme

katalitik mekanizmasi goriilmektedir (264).
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Sekil 2.13. a-Amilaz enzim ailesinin ikili-yer degistirme katalitik mekanizmasi. Proton
vericisi LG (ayrilan grup), substrati temsil eder (6rn. amilazlar igin nisasta).
Deglikolizasyon reaksiyonu i¢in kovalent glikozil-enzim ara {irinii, bir su molekiilii
(hidroliz, R=H) ya da bir dis proton alicis1 (transglikolizasyon, R=glukoz, vb.) ile
reaksiyona girebilir (264).

2.4.4, MIKROBIYAL a-AMILAZ KAYNAKLARI

a-Amilazlar, bitkiler ve hayvanlarin yanmi sira birgok fungus, maya, bakteri, arke ve
aktinomiset tarafindan da tretilmektedir (27). Endistriyel tiretim i¢in diisiik maliyette

olmalari, kararliliklari, {iretim i¢in daha az zaman gerektirmeleri, islem optimizasyonunda
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ve modifikasyonunda kolaylik saglamalar1 gibi avantajlart nedeniyle giiniimiizde
endiistriyel uygulamalarda yaygin olarak fungal ve bakteriyel kaynakli a-amilazlar tercih
edilmektedir (281). Bakteriler ve funguslar, hiicre dis1 enzim hidrolizini gergeklestirmek
iizere amilazlarini hiicre digina salgilarlar. Amilaz {retimi i¢in mikroorganizmalarin
kullanim avantajlari; ekonomik iiretim kapasiteleri ve mikroorganizmalarm istenilen

ozellikteki enzimlerin elde edilmesi i¢in kolayca manipiile edilebilmeleridir (27, 29).

Bir¢ok biyoteknolojik islemin yiiksek sicaklik ya da pH kosullarina ihtiyag gostermesi
nedeniyle, endiistriyel uygulamalarda kullanilacak enzimlerin se¢iminde biyokatalizorlerin
stabilitesi onemli bir kisitlayici faktordir (29). Termofilik mikroorganizmalardan izole
edilen enzimler, daha siki1 konformasyona sahip olduklarindan, yiiksek sicakliklarda ve
genis pH araliklarinda kararhiliklarint koruyup aktivite gosterebilirler ve organik
coziiciilere, proteazlara, deterjanlara ve denatiire edici bilesiklere de daha dayanikhidirlar.
Bu nedenle, biyoteknolojik ve endiistriyel islemlere daha uygun ve dayanikli termofilik
enzimlerin potansiyel kullanim alanlar1 giderek artmaktadir. Yiiksek sicakliklardaki
endiistriyel islemlerde mezofilik mikroorganizmalarin kontaminasyon riski diismekte,
sicakliga bagl olarak artan aktivasyon enerjisinden dolayr reaksiyon oranlar1 oldukca
yiikselmekte ve organik bilesiklerin ve substratin ¢oziiniirliigli dolayisiyla da islem verimi
oldukca artmaktadir. Ayrica, enzimatik reaksiyonlar kimyasal reaksiyonlara gore ¢cok daha
hizl1 oldugundan, istenilen iirliniin sentezi ¢ok daha kisa zamanda ve daha diisiik maliyet

ile gergeklestirilmektedir (282).

Bakteriyel a-amilazlarin iiretimi; sus tipi, besiyeri bilesimi, kiiltiire edilme yontemi, hiicre
biliylimesi, besin gereksinimleri, inkiibasyon periyodu, pH ve sicaklik, metal iyonlar1 ve
termostabilite gibi bir¢ok faktére baglh olarak degismektedir. Bakteriler tarafindan
sentezlenen a-amilazlar, termofilik, termotolerant, alkali ve asidofilik olmak tizere spesifik
Ozellikler gosterebilirler. Yiiksek sicakliklarin nisasta jelatinizasyonunu artirmasi,
besiyerlerinin viskozitesini azaltmasi, Kkatalitik reaksiyonlar1 hizlandirmasi, reaksiyon
stiresini kisaltmalar1 ve dolayisiyla dnemli 6lglide enerji kazanimi saglamalari, mikrobiyal
kontaminasyon riskini en aza indirmeleri, diisiik sogutma masrafi, substrat ¢éziiniirliigiinde
artis ve denatiire edici ajanlar ile proteolitik enzimlere karsi direngli olmalar1 bakimmdan
endiistriyel uygulamalar igin genellikle termostabil a-amilazlar tercih edilmektedir.
Nisastanin enzimatik sivilastirilma ve sakkarifikasyon islemleri 100-110°C gibi yiiksek
sicakliklarda gergeklestirildiginden, gliniimiizde nisasta par¢alanmasima iliskin endiistriyel

islemlerde kullanilma potansiyeline sahip termostabil amilolitik enzimler glukoz, kristalin
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dekstroz, dekstroz surubu, maltoz ve maltodekstrinler gibi tirtinlerin tiretiminde 6nemli bir
yere sahiptirler. Ayrica, glukoz surubu iiretimi gibi asidik ya da deterjan endiistrisi gibi
alkali tim endiistriyel uygulamalarda genis pH araliginda calisabilen a-amilazlar tercih
edilmektedir. Buna karsilik, termolabil (termal olarak degisken) a-amilazlar genellikle
iliml sicaklik kosullarinda 6rnegin; bira endiistrisinde alkoliin distilasyon islemlerinde
fermentasyon sivisinin hazirlanmasinda, hamurun sekil almasinda ya da deterjan katki
maddesi olarak kullaniminda nisastanin sakkarifikasyonu i¢in kullanilmaktadir.
Endiistriyel tretimde o-amilazlarda aranilan diger bir 6zellik ise kalsiyumdan bagimsiz
olunmasidir (27, 29, 227). Bazi istisnalar disinda, bilinen bir¢ok a-amilazda, kalsiyum
iyonunu enzim aktivitesi i¢in 6nemli kilan korunmus bir Ca*? baglanma bdlgesi bulunur
(277). Fruktoz surubunun yapiminda, Ca*? iyonlar1 islemin son basamagmda kullanilan
glukoz izomeraz enzimini inhibe eder ve fermantasyon ve sonraki islemler {izerinde zararl
etkilere sahip inorganik c¢okeltilerin olusmasina neden olabilir. Tiim endiistriyel igslemlerde
bu metal iyonlarinm ortamdan uzaklastirilmas: hem zaman alict hem de maliyetli oldugu
icin, yiiksek sicakliklarda ortamda Ca*? iyonlar1 olmadan da kararhligini ve islevselligini
koruyabilen a-amilazlarin kullanimi tercih edilmektedir (29). Yapilan bazi ¢aligmalarla,
Bacillus thermoleovorans’in hipertermostabil, son {riin olarak ¢ok miktarda maltoz

olusturan ve kalsiyum iyonundan bagimsiz bir a-amilaz {irettigi belirlenmistir (283, 284).

Bakteriler arasinda, yiiksek sicakliklarda 6nemli 6l¢iide kararliliklari koruyabilmeleri ve
bu enzimler i¢in etkili ekspresyon sistemlerinin varligi, Bacillus tiirlerini endiistriyel
termostabil o-amilaz iiretiminde 6nemli kilmaktadir (26, 30). lyi birer termostabil a-amilaz
tireticisi olan B. subtilis, G. stearothermophilus, B. licheniformis ve B. amyloliquefaciens
tiirleri gida, fermentasyon, tekstil ve kagit endiistrileri gibi endiistriyel uygulamalarda
kullanilmak tizere ticari enzim tiretiminde yaygin olarak kullanilirlar (25, 29, 258, 277). B.
licheniformis’in termostabil a-amilaz1 dikkate deger bir 1s1 stabilitesi gostermekte ve
proteinlerin termostabilitesinin yapisal temelinin arastirilmasi i¢in uygun bir model
olusturmaktadir. Diger a-amilazlarda oldugu gibi, polipeptid zinciri A, B ve C olmak iizere
ti¢ farkli domain halinde katlanmistir. Su ana kadar yiiriitiilen tiim mutasyon caligsmalari, B
domaini i¢inde ya da sinirinda gergeklestiginden, enzimin bu bdlgesinin termostabilite i¢in
onemli oldugu diistiniilmektedir. Bu enzimin biiylik dl¢lide termostabilite gdstermesinin
artan iyonik etkilesimler, azalmis yiizey alam1 ve i¢ kisimlardaki artan katlanma
etkilegsimlerinden kaynaklandig1 one siiriilmektedir (227). Termofilik B. licheniformis a-

amilazinin termostabilitesinin baslica nedeninin, birkag spesifik lizin rezidiisii iceren ilave
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tuz kopriileri oldugu bulunmustur. Benzer sekilde, B. amyloliquefaciens’dan elde edilen
mutant bir a-amilazin yani sira B. stearothermophilus a-amilazinin iyonik etkilesimler

nedeniyle termal denatiirasyona kars1 oldukga kararli olduklar1 6ne siiriilmiistiir (285).

Filament6z funguslar da uzun yillardir a-amilaz iiretiminde kullanilirlar. a-Amilaz tireten
funguslarla ilgili ¢aligmalar, sadece bazi mezofilik fungus tiirleri ile smirli olup, ticari
Olgekte tiretim i¢in en iyi fungus suslarinin secimine ve kiiltlirel kosullarin sadece enzim
iireticileri i¢in spesifik olmasina yonelik bircok calisma yapilmaktadir. Ticari dneme sahip
hiicre-dis1 amilaz freticisi funguslardan bazilar1 Aspergillus, Rhizopus, Mucor,

Neurospora, Penicillium ve Candida’dir (29).

2.4.5. a-AMILAZLARIN BiYOTEKNOLOJIK VE ENDUSTRIYEL UYGULAMA
ALANLARI

Diinya enzim iiretiminin yaklasik % 30’nu temsil eden amilazlar, yaygin olarak gida,
deterjan, tekstil ve kagit endiistrisi gibi gesitli endiistriyel alanlarda nisastanin hidrolizi i¢in
kullanilirlar. a-Amilazlar, nisastanin fruktoz ve glukoz suruplarina dontistiiriildiigii nisasta
sivilagtrma  isleminde nisastanin  hidrolizi amaciyla kullanilirken, islenmis-gida
endiistrisinde c¢ogunlukla ekmek yapimi, bira imalati, sindirime yardimci maddelerin,
meyve sularinin ve nisasta suruplarmin iiretiminde kullanilirlar. Ozellikle ekmek iiretim
sektoriinde yaygin olarak kullanilan bu enzimler, un igindeki nisastanin daha kiiglik
dekstrinlere par¢alanmasi ve sonrasinda bu dekstrinlerin maya ile fermente edilebilmesi
icin ekmek hamuruna ilave edilebilirler. Ekmek hamuruna o-amilaz eklenmesi,
fermentasyon hizinin artmasma, hamurun vizkositesinin azalmasina ve dolayisiyla iiriin
hacminde ve yapisinda iyilestirmelere neden olmaktadir (29, 227). Amilazlar, enzimatik
deterjan formiilasyonunda kullanilan ikinci tip enzimlerdir ve tiim sivi deterjanlarm % 90’1
bu enzimleri icerir. Bu enzimler, nisastali gida kalntilarinin dekstrinlere ve diger kiigiik
oligosakkaritlere pargalanmasi amaciyla ¢amasir deterjanlarinda kullanilirlar. Amilazlar,
deterjan kosullarinda kararlhiliklarin1 koruyarak, diisiik sicakliklarda ve alkali pH
degerlerinde aktivite gdsterebilirler. Amilazlarin oksidatif stabiliteleri, yikama ortaminin
cok oksitleyici oldugu deterjanlardaki kullanimlar1 i¢in Onemli Kriterlerden biridir.
Deterjan endiistrisinde kullanilan amilazlar ¢ogunlukla Bacillus ya da Aspergillus
kaynaklidir. Bununla birlikte, kagit hamuru ve kagit endiistrisinde kaplanmis kagittaki
nisastanin modifikasyonu yani diisiik viskoziteli, yiiksek molekiiler agirlikli nigastanin

tiretiminde Ve tekstil {iretiminde nisastanin gideriminde (hasil giderme) de kullanilirlar (26,
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28-30). Amilazlar, aynm1 zamanda c¢evre kirliliginin giderimi, nisasta igeren atiklarin
infiltrasyonu ve biyokimyasal materyal {iretimi gibi biyoteknoloji ile iliskili alanlar da
kullanilirlar. Biyoteknolojideki yeni geligsmelerle birlikte, amilaz uygulamalar1 klinik,
farmasotik ve analitik kimya gibi diger bir¢ok alana yayilmistir. Endiistriyel olarak {iretilen
ilk enzim, 1984 yilinda fungal kaynaktan izole edilen bir amilaz olup, sindirim sistemi

rahatsizliklarinin tedavisinde farmasotik bir yardimer olarak kullanilmistir (30).

2.4.6. ANOXYBACILLUS TURLERINDEN a-AMILAZ GENININ
IZOLASYONUNA YONELIK YAPILMIS CALISMALAR

Chai ve ark. (2012) tarafindan yapilan bir calismada, Malezya’daki iki farkli sicak su
kaynagindan izole edilmis ve amilolitik aktiviteye sahip olduklar1 kalitatif olarak tespit
edilmis iki Anoxybacillus susunda (SK3-4 ve DT3-1), iki yeni termostabil ve alkalitolerant
a-amilaz enziminin biyokimyasal 6zellikleri ve protein dizileri incelenmistir. Bu ¢alisma
ile Anoxybacillus suslarindan elde edilmis a-amilaz enzimini kodlayan iki gen ilk kez E.
coli’de klonlanmis ve ifade edilmistir. 1.518 b¢ uzunlugundaki a-amilaz gen dizilerinin
birbirine % 98.0 oraninda benzer, diger bilinen a-amilaz genlerinden ise farkli olduklari
tespit edilmistir. Bu ¢alismanim sonuglari, yakin iliskili Anoxybacillus izolatlar1 arasindaki
a-amilaz gen varyasyonlarmin aydinlatilmasi yoniindeki diger ¢alismalar i¢in tek onemli

kaynaktir (18).

Literatiir bilgileri 15181 altinda, Anoxybacillus cinsi bakterilerin iyi birer termostabil amilaz
tireticisi olduklar1 bilinmesine ragmen, amilaz genlerinin dizileri, amilazlarin izolasyonu,
saflastirilmas1 ve karakterizasyonu hakkinda smirli sayida bilgi bulunmaktadir. Bu tez
caligmasi, endiistriyel anlamda 6nemli olabilecek Anoxybacillus cinsi termostabil amilaz
iireticisi yeni izolat ve tip suslarin gen kaynaklarinin belirlenmesini saglayarak yeni

arastirma konularmin oniinii agabilecektir.
2.4.7. SIKLODEKSTRIN GLUKANOTRANSFERAZLAR
2.4.7.1. Siklodekstrin Glukanotransferazlarin Yapisi

Siklodekstrin glikoziltransferaz, siklomaltodekstrin glukanotransferaz ve
siklomaltodekstrin glikoziltransferaz olarak da bilinen siklodekstrin glukanotransferaz
(CGTaz) (EC 2.4.1.19), nisasta ve ilgili a-glukanlara etki eden glikozid hidrolaz 13 enzim
ailesinin bir tyesidir (235, 276). 1991 yilinda Bacillus circulans'tan CGTaz’m ilk yapisal
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modeli elde edildiginde, CGTaz’larin yapis1 ve mekanizmasi hakkinda daha ayrintili bilgi
edinilmistir (286). Son 20 yilda 51 farkli CGTaz enziminin kristal yapisi aydmlatilmistir.
Bu ii¢ boyutlu yapilar, CGTaz’larin mekanizmasi ve dogrudan molekiiler miihendisligi

tizerine daha ileri arastirmalar igin bir temel olusturmaktadir (287).

Kristalize edilmis tim CGTaz’lar ¢ogunlukla bakterilerden izole edilmis olup, spesifik
olarak 24’4 B. circulans’tan, 11’1 Bacillus sp.’den, 1’i Bacillus clarkii’den, 3’
Thermoanaerobacterium thermosulfurigenes’ten, 2’si Paenibacillus macerans’ten ve 1’i
G. stearothermophilus’tan elde edilmistir (http://www.rcsb.org; 288). Bu kaynaklardan
elde edilen CGTaz’larin 3 boyutlu yapilar1 olduk¢a benzerdir (> % 60) ve her biri A, B, C,
D ve E olmak iizere 5 domain yapisina sahiptir (Sekil 2.14) (286, 289).
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Sekil 2.14. Bacillus circulans 8 susunun siklodekstrin glukanotransferazinin (286)
sekonder yap1 elemanlari. Kareler ve daireler sirasiyla B-iplik¢ik ve a-heliks yapilarini
gostermektedir. B. circulans 8 CGTaz: A domaini (1-138. aa; 203-406. aa); B domaini
(139-202. aa); C domaini (407-494. aa); D domaini (495-581. aa) ve E domaini (581-684.
aa) (aa:amino asit) (257)

A domaini, bir (B/a)s ya da TIM-fig1 yapisi gosteren katalitik domain olup a-amilaz
ailesinin tiim enzimlerinde bulunur (269). A domaindeki B-ipliklerinin karboksil ucunda
katalitik aktivitede ve substrat baglanmasinda 6nemli rol oynayan korunmus amino asit
kokleri bulunur. B domaini, A domainin B3 tabakasi ile a3 heliksi arasinda disa dogru
cikintili bir loop bdlgesidir ve substrat baglanmasinda dnemli rol oynayan 44-133 amino
asit kokiinden olusur (32). Goh ve ark. (2012), B domainin protein yiizeyine yeni bir tuz
kopriisii ekleyerek CGTaz’in stabilitesini onemli Olciide etkileyebilecek A/B domain

arayliziinde bir kalsiyum-baglanma bolgesinin varligimi bildirmislerdir (290). Benzer
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sekilde, Leemhuis ve ark. (2004) B domainindeki amino asit koklerini degistirerek ve bir
tuz kopriisii ekleyerek B. circulans CGTaz’inin termostabilitesini artirmislardir (291). Yine
Goh ve ark. (2012) tarafindan farkli CGTazlar arasinda B domainlerinin degisimi ile B
domaininin enzim termostabilitesini etkiledigi dogrulanmustir (292). CGTaz’larin C-
terminal bolgesinde B-tabaka yapisina sahip C, D ve E domainleri bulunur (Sekil 2.15). C
domaini, yaklagik 100 amino asit uzunlugunda olup substrat baglanmasinda gorev alan bir
maltoz baglanma bolgesi igerir (293). Yaklasik 90 amino asitten olusan ve ¢ogunlukla
CGTaz’larda bulundugu bildirilen D domainin fonksiyonu ise heniiz bilinmemektedir

(287).

Yaklasik 110 amino asitten olusan E domaini, ham nisasta-baglanma domaini olarak
bilinmektedir (293-295). E domaini, graniiler nisastanin baglanmasinda gorevli karbohidrat
baglanma modiilii 20 (CBM20-Carbohydrate-Binding Module Family 20) ailesi olarak
smiflandirilmistir (233, 296). Birgok amilaz ve CGTaz’larin  E-domaini ile
glukoamilazlarin ham nisasta baglanma domaini arasindaki dizi karsilastirilmalari, cesitli
nisasta-pargalayici enzimlerde bu domainin varligini ortaya koymustur (297). Daha sonra,
CGTaz’larda aktif bolgeden ayr1 olarak bir nisasta baglanma bdlgesinin bulundugu
gosterilmis (298) ve B. macerans CGTaz’ mna ait E-domainin B-galaktozidaza baglanmasi
ile bu domainin bir nisasta baglanma domaini gibi fonksiyon gosterebilecegi bulunmustur
(294). B. circulans 251 (BC251) susunun CGTaz’1 iizerinde yapilan ¢alismalar, E-
domainin fonksiyonu hakkinda daha detayli bilgi vermistir (299). Protein yiizeyinde 3
maltoz baglanma bdlgesi (MBS-maltose binding site) oldugu belirlenmistir. 11k iki maltoz
baglanma bolgesi (MBS1 ve MBS2) E domaininde, digeri (MBS3) ise C domaininde yer
alir. Maltozun MBS1 boélgesine baglanmasi her iki glikoz halkasinin Trp616 ve Trp662
amino asit koklerinin indol gruplari ile hidrofobik etkilesimi sonucu gergeklesir. Maltozun
indirgeyici glukoz birimi MBS2 bdlgesinde Tyr633’iin fenil halkasi lizerinden, MBS3
bolgesinde ise Trp413’{in aromatik yan zincirinden baglanmaktadir (289). MBS1 ve MBS3
bolgelerinin, ham nigasta baglanmasinda 6nemli rol oynadigi, MBS2’nin ise lineer nigasta
zincirlerinin aktif bolgeye taginmasinda gérev aldigini belirlenmistir (293). Ayrica, MBS1

bolgesinin siklizasyon reaksiyonunda rol oynadigi 6ne siiriillmektedir (300).

Belirli a-amilazlar 3 kalsiyum baglanma ve 1 sodyum baglanma bolgesi icerirken,
CGTaz’larin ¢ogu A domainde ve A/B domain arayiizeyinde yer alan ve stabilite ve
katalitik aktivite icin Onemli olan 2 kalsiyum baglanma bolgesine sahiptir (290). B.

circulans 251 susunun CGTaz’inda 2 ayr1 kalsiyum baglanma bdlgesi tespit edilmistir. B.
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circulans 251 CGTaz’indaki 1. kalsiyum baglanma bdlgesinin yapisi, B. circulans 8
CGTaz’1ile A. oryzae ve A. niger amilazlarmin yapilari ile benzer homoloji gostermistir. B
domainde yer alan 11e190 ve Asp199 ile A domaindeki Asnl139 ve His233 amino asit
kokleri ilk kalsiyum baglanma bolgesindeki kalsiyum iyonu ile etkilesime girmektedir
(289). 11e190 kokii, BC251 CGTaz’inin termostabilitesi i¢in énemli oldugu gosterilmis
olan 185-TTENGIYK-192 dizi motifinde yer almaktadir (291). Amilazlarla yapisal
homoloji géstermeyen 2. kalsiyum baglanma bdlgesi ise A domainin 1 ipligi ve al heliksi
ile baglantili loop bolgesinde bulunur. Bu bdlgede kalsiyum ile etkilesime giren amino asit
koklerinin Asp27, Asn29, Asn32, Asn33 ve Asp53 oldugu belirlenmistir (289). B.
circulans 8 susunun CGTaz’indaki 2. kalsiyum baglanma bdlgesinde bu amino asit
koklerine ek olarak Gly51 kokiiniin varligi bildirilmistir (286).

Maltoz-baglanma bdlgesi

Substrat baglanma bilgeleri

Sekil 2.15. Bacillus circulans 251 siklodekstrin glukanotransferaz enziminin {i¢ boyutlu
yapisi (PDB ID: 1CXK; 266)

2.4.7.2. Siklodekstrin Glukanotransferazlarin Katalizledigi Reaksiyonlar

Glikozid hidrolaz 13 enzim ailesinin diger iiyeleri gibi CGTaz’lar da nisasta
molekiiliindeki a-glikozidik baglara etki ederek a-anomerik mono- veya oligosakkaritlerin
olustugu hidroliz reaksiyonlarin1 katalizlerler. Ancak, a-amilazlarin aksine CGTaz’larin
hidroliz aktivitelerinin diisiik oldugu bildirilmistir. CGTaz’lar, nisasta molekiillerinin
indirgen olmayan uglarindan parcalayan ekzoenzimler olup nisastaya etki ettiklerinde

olusan ana {irlinler ise siklodekstrinler ve olduk¢a dallanmis yiiksek molekiiler agirlikli
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dekstrinlerdir (siklodekstrin glukanotransferaz limit dekstrinler) (32). Genel olarak, CGTaz
tarafindan katalizlenen reaksiyonlarda lineer bir oligosakkarit molekiiliinin CGTaz’in
substrat baglanma alt bolgelerine baglanmasi ile a-glukanlarin -1 ve + 1 alt bolgeleri
arasindaki glikozidik baglar parcalanir ve donor alt bolgelerine kovalent olarak baglanan
kararl bir glikozil-enzim ara {iriinii olugur. Reaksiyonun ikinci basamaginda kovalent bagl

glikozil-enzim ara tiriinii bir akseptor molekiiliine transfer edilir (301, 302).

CGTaz’lar temel olarak hidrolizin yani sira siklizasyon, disproporsiyonasyon ve
birlestirme olmak iizere ii¢ transglikolizasyon reaksiyonunu katalizlerler (Sekil 2.16).
CGTaz’lar igin spesifik olan siklizasyon reaksiyonunda, glikozil-enzim ara iiriinii akseptor
molekiilii olarak ayni oligosakkarit zincirinin indirgen olmayan ucundaki 4-hidroksil
grubuna transfer edilir ve a-(1,4)-bagh siklik oligosakkarit olan bir siklodekstrin molekiilii
olusur. CGTaz’lar kovalent bagli glikozil-enzim ara iirlinii akseptdr olarak bir su
molekiiline (hidroliz) ya da lineer bir iriin olusumu igin ikinci bir oligosakkarit
molekiiliine (disproporsiyonasyon) transfer edebilirler. Bununla birlikte, CGTaz’lar bir
siklodekstrin halkasinin a-glikozidik baginin parcalanmasi ile olusan lineer siklodekstrinin
diger bir akseptor sekere aktarilmasi sonucunda lineer bir oligosakkaritin iiretildigi
birlestirme (coupling) reaksiyonu ile siklodekstrinleri de pargalayabilirler. Birlestirme

reaksiyonu siklizasyon reaksiyonunun tersi olarak da bilinmektedir (303, 304).

+1 ve +2 alt bolgeleri, glukoz halkasini fenil halkalar ile stabilize eder (266, 305) ve -1 alt
bolgesi CGTaz’in kataliz merkezini olusturur (306). -2 ve -3 alt bolgelerindeki amino asit
kokleri CGTaz’in 4 reaksiyonu (siklizasyon, disproporsiyonasyon, birlestirme ve hidroliz)
tizerinde O6nemli etkilere sahiptir (307, 308). -3 ve -7 alt bolgelerinin siklodekstrin tiriin
spesifitesi i¢in 6nemli oldugu gosterilmistir (301, 304). -6 ve -7 alt bolgeleri substrati
baglar (309). -4 ve -5 alt bolimlerinin islevlerini bildiren ise az sayida g¢alisma

bulunmaktadir (310).

Biyokatalizor olarak, CGTaz’larin katalizledikleri dort reaksiyon ile iligkili ¢ok sayida
uygulama alani bulunmaktadir. Temelde siklodekstrinlerin iiretiminde kullanilirlar.
Siklodekstrin glukanotransferazlar, aslinda nisasta molekiiliinden, 6, 7 veya 8 glukoz
iinitesinden olusan ve siklodekstrin (SD) adli siklik D-glikozil birimleri olusturabilen tek
enzim grubudur (31). Farkli siklodekstrin spesifitesine gore, CGTaz’lar sirasiyla a-, B- ve
y-CGTaz (a-SD [SD6], B-SD [SD7] ya da y-SD [SD8]), olmak iizere 3 alt gruba ayrilirlar.

Siklodekstrin  glukanotransferazlarin son {riinii olan siklodekstrinler, ortamdaki
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molekiilleri sararak bir inkliizyon kompleksi olustururlar. Bu kompleksler, ortamdaki

molekiilleri ¢evreleyerek, molekiillerin fizikokimyasal 6zelliklerinde degisiklere neden

olurlar. Bu ozellikler arasinda; ¢Oziniirliik artisi, fiziksel faktorlere karst molekiiliin

stabilizasyonu, siiblimasyonun ve uguculugun kontroli,

istenmeyen koku ve tatlarin

maskelenerek modifikasyonu, kontamine bilesiklerin fiziksel olarak ayrilmasi gelmektedir.

Bu nedenle siklodekstrinler; gida, eczacilik, kozmetik, ¢evre, paketleme, biyodoniisiim ve

tekstil endistrisinde kullanilmaktadir (311). CGTaz’lar SD iretiminin yani sira

transglikozilasyon yoluyla ¢06ziniirlik ve kararlilik gibi karbohidrat 6zelliklerinin

iyilestirilmesi, acmm  hafifletilmesi,

bifidojenik

karakteristiklerin  arttirilmasi,

sitotoksisitenin azaltilmasi ve raf dmriiniin arttirilmasi gibi bazi uygulamalarda 6nemli rol

oynarlar (287).
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Sekil 2.16. Siklodekstrin glukanotransferazlarin katalizledigi reaksiyonlarin sematik
gosterimi. Kovalent bagh oligosakkarite transfer edilen akseptor molekiillerinin yapisi

enzim reaksiyonunun spesifitesini belirlemektedir (301, 312).

2.4.7.3. Mikrobiyal Siklodekstrin Glukanotransferaz Kaynaklari

CGTaz enzimleri ¢ogunlukla bakteriler tarafindan iiretilmekte olup, bu enzim ilk olarak

Bacillus macerans’tan elde edilmis (313) ve B. macerans’taki ilk CGTaz geni ise 1986

yilinda Takano ve arkadaslar1 tarafindan tanimlanmistir (314). Daha sonra, gesitli

kaynaklardan, Ozellikle Bacillus,

Paenibacillus,

Geobacillus,

Klebsiella,

Thermoanaerobacterium ve Thermoanaerobacter cinsi bakterilerden de CGTaz’lar elde
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edilmistir (315). Bunlara ek olarak, Abelian ve ark. (1995) Actinomycetes tiirlerinden
CGTaz izole etmislerdir (316). Ayrica, Thermococcus ve Pyrococcus cinslerine ait gesitli
arke tiirlerinin de CGTaz iirettikleri bilinmektedir. Giliniimiizde, endistriyel CGTaz

tiretiminde en ¢ok aerobik ve alkalifilik Bacillus cinsi bakteriler kullanilmaktadir (287).

Chung ve ark. (1998), 2000 yilindan sonra Geobacillus cinsine dahil edilen B.
stearothermophilus ET1 susundan termostabil bir CGTaz enzimi izole etmisler ve E.
colide klonlanan CGTaz geninin niikleotid ve amino asit dizilerinin, diger B.
stearothermophilus suslarmin CGTaz genleri ile sirasiyla % 84 ve % 88 benzerlik
gosterdigini belirlemiglerdir (317). Son zamanlarda farkli kaynaklardan bazi yeni CGTaz
enzimleri de elde edilmistir. Go ve ark. (2007), alkalifilik Bacillus sp. BL-31 susundan
biyoflavonoidlerin molekiil i¢i transglikolizasyonuna yiliksek oranda spesifite gosteren yeni
bir B-CGTaz izole etmislerdir (318). Yapilan bir ¢alismada, Bacillus pseudalcaliphilus 8SB
(319) susundan nisastay1 B-SD ve y-SD’ye doniistiiren ve yiiksek iiretim etkinligine sahip
yeni bir termostabil, alkali CGTaz enzimi elde edilmistir (320). Petrova ve ark. (2012),
ayni zamanda, alkalifilik halotolerant Bacillus pseudalcaliphilus 8SB susundan yeni bir cgt
geni izole edip dizilemisler ve bu gen dizisinin diger Bacillus CGTaz’larin niikleotid
dizileri ile diistik homoloji (< % 82) gosterdigini tespit etmislerdir (321). Yenpetch ve ark.
(2011), Paenibacillus sp. RBO1 susundan yeni bir CGTaz enzimi izole etmisler ve
rekombinant enzim ayni boyutta ancak farkli yiiklere sahip 3 izoform (I, II ve III)
gostermistir; bu durum kararsiz asparajin amino asit koklerinin deaminasyonunun
CGTaz’larin molekiiler bi¢imlerini degistirdigini ortaya koymustur (322). Ibrahim ve ark.
(2012) tarafindan asir1 tuzlu soda gollerinden (Wadi Natrun Vadisi, Misir) izole edilen
alkalifilik Amphibacillus sp. NPST-10 susundan genis bir pH araliginda (5.0-11.0) aktivite
gosteren yeni bir CGTaz elde edilmistir (323).

Termostabil siklomaltodekstrin glukanotransferazlardan en iyi bilinenleri, Anoxybacillus
sp. B2M1 (CP015435.1:784808-786943), Anoxybacillus sp. B7M1 (B7M1
CP015436.1:¢859160-857025), Bacillus stearothermophilus ET1-bscgt (317) ve B.
stearothermophilus NO2-cgt232 (324) tiirlerine ait gen dizilemesi yapilan enzimlerdir.
Anoxybacillus’lara 6zgii siklodekstrin glukanotransferazlar ile ilgili ¢ok kisith bilgiye sahip
olunup, sadece Anoxybacillus sp. B2M1 ve B7MI1 kodlu iki izolatin tiim genom
dizilemesinden elde edilen annotasyon c¢alismalar1 sonucunda siklomaltodekstrin
glukanotransferaz irettikleri bilinmekte, ancak bu bakterilerdeki enzimin aktivitesi veya

karakterizasyonu ile ilgili herhangi bir ¢aligma bulunmamaktadir (33, 93).

77



2.4.7.4. Siklodekstrin Glukanotransferazlardaki Dizi Benzerlikleri

Genel olarak, CGTaz’larin aminoasit dizileri bakimindan % 47-99 arasinda degisen net bir
benzerlik gostermeleri, a-amilaz ve CGTaz katalizindeki farkliliklardan sorumlu amino
asit koklerinin tanimlanmasina imkan saglamaktadir (32). CGTaz’lara 6zgii ve tamamen
korunmus ilk spesifik amino asit kokleri, A domainin B1 ipligi ve al heliksi arasinda yer
alan 27DG ve 32NNPXG dizi motifleri ile 46L ve 53D amino asitleridir (bu boliimdeki
amino asit pozisyonlari, aksi belirtilmedikg¢e, Bacillus circulans 251 CGTaz enzim dizisine
gore numaralandirilmistir). Bu amino asit koklerinden sadece Pro34, Klebsiella
pneumoniae’nin CGTaz’inda bulunmaz ve bu nedenle tamamen korunmus degildir. Asp27,
Asn29, Asn32, Asn33 ve Asp53 a-amilazlarda yer almayip, sadece CGTaz’larda bulunan
ve bir kalsiyum baglanma bolgesinin ligandlarmi olusturan amino asit kokleridir (286,
289). Gly28, Pro34 ve Gly36’nin bu kalsiyum baglanma bdlgesi i¢in yapisal destek gorevi
gordiikleri diisiiniilmektedir. Leud46 kokii kalsiyum baglanmasinda etkin olmamakla
birlikte, yanindaki 47. amino asit kokii CGTaz’larda (semi)siklik oligosakkaritlerin

baglanmasinda rol oynayan tipik olarak bir arjinin, lizin ya da histidin amino asitidir (32).

CGTaz’lara 6zgli amino asit kokleri en ¢ok B domainde yer alir: Phel36 (K.
pneumoniae’da tirozin), Phe/Tyrl51, Glul53, Gly165 (K. pneumoniae’da treonin, a-
amilazlarda tipik olarak bir aromatik amino asit), Tyrl67, Phel75 (K. pneumoniae’da
tirozin), Hisl77, Glyl80 ve 192-K/R, N, L, F/Y, D-196 dizi motifi (bunlardan sadece
Leul94 a-amilazlarda da bulunur). I1e190 ve Tyrl91 amino asit kokleri de K.
pneumoniae’nin CGTaz’1 disinda tiim CGTaz’larda korunmustur (32). Tyr191, B ve D
domainleri arasinda bir baglant1 kurar (325). Phel95, CGTaz’in aktif bolgesinin
merkezinde yer alir ve bu nedenle karbohidrat kdkleri ile hidrofobik ekilesime girerek
indirgen olmayan u¢ kismini bagli bulunan oligosakkaritin indirgen ucuna dogru
biikiilmesinde ve sonugta siklodekstrin olusumunda rol oynadig1 6ne siiriilmektedir. Bu
bolgedeki mutasyonlar, Phel195 kokiiniin siklizasyon reaksiyonu i¢in 6nemli oldugunu
gostermistir (324, 326-328). Bununla birlikte, Tyr195Gly mutasyonlar1 sonucunda
siklizasyon aktivitesinin % 10-25'i korunmus ve bu durum Tyr/Phe195 kokiiniin aromatik
karakterinin bu reaksiyon i¢in ¢ok da dnemli olmadigina isaret etmistir. Tyrl95’in suyu

aktif bolgeden uzaklagtirarak hidrolizi 6nlemede rol oynadigi da disiiniilmektedir (326).

A domainin ikinci kisminda, Tyr210, Trp218, 1e226 ve Trp258 olmak iizere kismen daha
az sayida CGTaz-spesifik amino asit kokii bulunmaktadwr. Trp258, katalitik Glu257
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kokiiniin yaninda yer alir ve a-amilazlarda ise burada genellikle alanin, valin, izoldsin ya
da 16sin gibi bir hidrofobik bir amino asit bulunur. B. stearothermophilus NO2 susunda bu
triptofan amino asitinde yapilan mutasyon g¢aligmalari, siklizasyon aktivitesinde oldukca

azalmaya neden olurken hidroliz aktivitesini neredeyse hi¢ etkilememistir (324).

CGTazlar icin yaklagik 25 benzersiz ya da benzersiz sekilde korunmus amino asit koki
tanimlanmis olup, bu korunmus bolgelerden sadece Tyr/Phel95 ve Trp258’in CGTaz in
katalizledigi siklizasyon reaksiyonunda yer aldigi gosterilmistir. Ancak, bu hidrofobik

amino asitlerin reaksiyondaki mekanik rolleri heniiz aydinlatilmamistir (303).

2.4.75. Siklodekstrin Glukanotransferazlari a-Amilazlardan Aywran Karakteristik
Dizi Farkhhklar:

Siklodekstrin glukanotransferazlar dizilerinde, a-amilazlardan farkli olarak korunmus dizi
bolgelerinde tespit edilen ve CGTaz’lar igin karakteristik olan amino asit kokleri asagida
verilmistir (Sekil 2.17). Bu boliimde, siklodekstrin glukanotransferazlardaki amino asit

pozisyonlar1 B. circulans 251 CGTaz dizisine (289) gore numaralandirilmistr.

a) P2 iplik¢igindeki CSR-VI bdlgesi, amino asit uzunlugu ve bazi 6zel dizi motifleri
bakimindan CGTaz’larin a-amilazlardan ayirtedilmesinde Onemlidir. o-Amilazlarin
cogunda bu bolgedeki korunmus Gly56 ve Pro64 (A. oryzae Taka-amilaz A) arasindaki
amino asit sayis1 7 iken, bilinen iki arke CGTaz’1 (329, 330) disinda CGTaz’larda bu say1
8’dir. CSR-VI’da korunmus prolin amino asitinin (Pro79) n-1 pozisyonunda (bir amino asit
oncesi) yer alan glutamin kokii (GIn78) (QP dizi motifi) ile n-4 pozisyonundaki triptofan
(Trp75) koki (o-amilazlarda glutaminin yerinde hi¢bir amino asit kokii yer almaz iken,
triptofanin yerinde ise glutamin koki bulunur) (242, 257, 331),

b) B3 iplik¢igindeki CSR-I’de korunmus asparajin (Asn139) ve histidin (His140) amino
asitlerinin 6niinde yer alan prolin (Pro138) kokii (PNH dizi motifi), Alaiz7Proiss ya da
nadiren Thris7Proig dizisi (diger amilolitik enzimlerde alanin yerini valin alir) ve
degismeyen, tamamen korunmus aspartik asit (Asp135) kokiiniin ardindan gelen tipik bir
hidrofobik aromatik amino asit olan fenilalanin (Phe136) kokii (K. pneumoniae’da tirozin)
(257, 276, 331, 332),

c) B domainin C-terminaline yakin loop3 bolgesindeki CSR-V’de asparagin (Asn201)
kokii (257),
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d) P4 iplik¢igindeki CSR-II’de degismeyen, tamamen korunmus arjinin (Arg227)
kokiiniin oniinde yer alan izolosin (I1e226) kokii (257, 331),

e) B5 iplikgigindeki CSR-III’de korunmus, katalitik glutamik asit (Glu257, proton
dondrii) kokiinii takip eden glisin (Gly256) kokii (GE dizi motifi), Glu257 kokiiniin n+1 ve
n+3 pozisyonlarinda yer alan, sirasiyla, tamamen korunmus triptofan (Trp258) ve 16sin
(Leu260) kokleri (32, 257, 331),

f) B7 iplik¢igindeki CSR-1V’de korunmus fenilalanin (Phe323) amino asitinden sonra
gelen izoldsin (I1e324) ya da 16sin kokii ile B7 iplik¢iginin baglangicinda yer alan glutamin
(GIn320) ya da metiyonin kokii (257, 331, 332) CGTaz’lar igin karakteristiktir.

B2 B3 loop3 P4 BS BT
a-Amilazlar

Bacli 36_GITAVWIP-P 94 DINVYGDVVINH 198 YADID 226 DGFRLDAV 257 FTVAEYWQ 320 AVTFVDNHD
Bacsu 33_GITAIQTS-P 91 GIKVIVDAVINH 144 LYDWN 171 DGFRFDAA 204 FQYGEILQ 261 LVTWVESHD
strli 32_GYGYVQVS-P 82 GVKVVADSVINH 145 LADLD 172 DGFRIDAA 200 YWKQEAIH 260 SAVFVDNHD
Aspor 56_GFTAIWIT-P 111 GMYIMVDVVANH 173 LPDLD 201 _DGLRIDTV 226 YCIGEVLD 289 LGTFVENHD
Barle 34_GVTHVWLP-P  82_GVQAIADIVINH 147 APDID 175 DAWRLDFA 201 _LAVAEVWD 283 AATFVDNHD
Drome 36_GYAGVQVS-P  88_GVRTYVDVVENH 154 LRDLN 181 AGFRVDAA 219 YIVQEVID 280 SLVFVDNHD
Pigpa 36_GFGGVQVS-P  90_GVRIYVDAVINH 165 _LIDLA  192_AGFRLDAS 229 FIFQEVID  292_ALVFVDNHD
Yeniden sainif. ! ! 't ! ! ! ! ! !
Bacci 71_GVIAIJISSP 130 NIKVVIDNNH 198 LADLY 225 DGHRVDAV 254 FTHEEWF# 321 SVTEHDNHD
Bacsp 70_GITALJIS®P 129 NIKVIIDFNaNH 197 LADLY 224 DGuRMDAV 253 FTEEEWFY 320 oVTFLDNHD
Cloth 70_GVTAIJISSP 128 NIKVIIDFNNH 196 LADLY 223 DGURLDAV 252 FTEEEWFY 319 MVTFLDNHD
CGTaz’ lar [ H ! ! ! ! ! !
Bacci 70_GVIALTISEP 129 GIKIVIDFANH 197 LADF] 224 DGHRVDAV 253 FTHEEWF@ 320 [SVTFHDNHD
Bacst 67 GVIAIJIS®P 125 GIKVIIDFNNH 193 LADLY 220 DGURMDAV 249 FTHEEWE 316 SvTElpNED
Bacch 66_GITAIJISSP 122 GIKVIMDETZNH 190 LADYD 217 DGURVDAV 246 FTEEEWFY 313 VTFUDNHD
Klepn 66_GVISIJITPP 124 NMKLVIDY[QNjNH 191 LSDL] 218 DAMRIDAI 253 FFEEEWFG 325 oVVEMDNHD

Sekil 2.17. o-Amilazlar ve siklodekstrin glukanotransferazlardaki korunmus dizi
bdlgelerinin karsilastirilmasi. CGTaz’lar i¢in karakteristik amino asit kokleri (!) isareti ve
mavi renk ile gosterilmistir. a-Amilazlar: Bacli, Bacillus licheniformis (SwissProt
aksesyon numarasi1 P06278); Bacsu, Bacillus subtilis (P00691); Strli, Streptomyces limosus
(P09794); Aspor, Aspergillus oryzae (TAA, P10529); Barle, arpa (P00693); Drome,
Drosophila melanogaster (P08144); Pigpa, domuz pankreasi (P00690), CGTaz olarak
yeniden siniflandirilanlar: Bacci, Bacillus circulans F-2 (P08137); Bacsp, Bacillus sp.
B1018 (P1 7692); Cloth, Clostridium thermosulfurogenes (P26827), CGTaz’lar: Bacci,
Bacillus circulans 8 (P30920); Bacst, Bacillus stearothermophilus (P31797); Bacoh,
Bacillus ohbensis (P27036); Klepn, Klebsiella pneumoniae (P08704) (331, 257)
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3. GEREKCE VE AMAC

Son 80 yil i¢inde, prokaryotik taksonomi alaninda tanimlanmis tiir, alt tiir ve daha iist
seviyedeki taksonlarin sayisindaki artisin yami swra, smiflandirma ve isimlendirme
kavramlarinda da biiyiik degisikliklere neden olan birtakim gelismeler olmustur. Su an
mevcut teknikler ile dogadaki prokaryotik c¢esitliligin sadece bir kismi kiiltiire
edilebilmektedir. Bu nedenle, prokaryotik cesitliligi ortaya ¢ikarmak icin daha gelismis
kiiltiirel ve molekiiler araclar kullanilarak yapilacak olan her tiirlii taksonomik ¢alismanin,

literatiirde bu konudaki bilgi eksikliginin doldurulmasina katkida bulunacag kesindir (2).

Endiistriyel, biyoteknolojik ve ¢evresel dneme sahip tiirler icermeleri ve izole edildikleri
habitatlardaki yiiksek sicakliklara adaptasyon yeteneklerinin enzim yapilarma da
yansiyarak, bircok termostabil enzim (termozim) iiretme yetenegine sahip olmalar1
nedeniyle, yeni termofilik basil tiirlerinin izole edilerek tanimlanmasi son yillarda énemli

calisma konulardan biri haline gelmistir (68, 252).

Bacillaceae familyasina ait olan Anoxybacillus cinsinin tiim tiyeleri termofilik olup, ilk
defa Pikuta ve ark. (2000) tarafindan tamimlanarak literatiire kazandirilmistir (8).
Anoxybacillus cinsinin ilk teshisinin ardindan geg¢en on yillik siire¢ igerisinde, temel ve
uygulamal1 bilimlerden elde edilen bilgiler 15181nda, bu cinsin nisasta ve lignoseliilozik
biyokiitlelerin hidrolizi, gevresel atiklarin aritimi, enzim teknolojisi ve biyoenerji tiretimi
gibi ¢ok sayida endiistriyel uygulamada kullanilabilecegi anlasilmistir. Bu nedenle, bu yeni
bakteri cinsinin cesitliligi ve filogenetik iliskileri {izerine yapilan caligmalar, cinsin
taksonomisinin yani sira biyoteknolojik potansiyelinin de ortaya ¢ikarilmasi bakimindan
onem tasimaktadir. Anoxybacillus tiirleri, jeotermal sicak su kaynaklarinda yaygin olarak
bulunmakta ve bu alanlardan kolayca izole edilebilmektedir. Asidotolerant veya
alkalitolerant, termofilik endospor fireticisi Anoxybacillus cinsinin tyeleri, endiistriyel
uygulamalardaki yiiksek sicaklik ve pH gibi zorlu islem kosullarina dayanikli yeni
termostabil enzimlerin kaynagi olmalar1 bakimindan siirekli artan bir biyoteknolojik ve

endiistriyel oneme sahiptirler (67).

Sonug olarak; biyoteknolojik 6neme sahip olabilecek termostabil enzim iiretebilen, enzim
saflagtirilmasma ve karakterizasyonuna yonelik c¢aligmalarda materyal olarak
kullanilabilecek yeni Anoxybacillus tiirlerinin teshis edilerek literatiire kazandirilmasi

bakimindan tez Onerisinin biyoteknoloji alanina katki saglama potansiyeli bulunmaktadir.
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Ayrica, bu yeni izolatlarin tiir teshislerinin yapilmasi, bir yandan iilkemizin zengin
mikroflorasindaki gesitliligin ortaya ¢ikarilmasi, diger yandan da uluslararasi bakteri veri
tabanina mikrobiyal taksonomi seviyesinde Onemli bilgiler kazandirabilecek olmasi

bakimindan dnemlidir.
Bu tez ¢alismasinda,

e Bazi molekiiler ve filogenetik 6n ¢aligmalardan elde edilen verilere dayanilarak yeni
Anoxybacillus tiirleri olabilecegi 6ngoriilen, E184aa ve E208a kodlu, a-amilaz enzim
tireticisi termofilik Anoxybacillus izolatlarinin fenotipik, kemotaksonomik ve

molekiiler taksonomik yaklagimlar kullanilarak tiir seviyesinde tanimlanmalari,

e Literatiirde Anoxybacillus cinsine ait tiirlerde yaygmn oldugu bilinen amilolitik
aktivite, az sayida susla yapilmis smirlt sayidaki ¢alisma (18) haricinde, ilk kez bu
tez kapsaminda ¢ok sayida Anoxybacillus cinsi izolatin ve tip susun gen seviyesinde

arastirilmast,
e Olas1 biyoteknolojik 6neme sahip enzim kaynagi mikroorganizmalarin belirlenmesi,

e Dizilenen Anoxybacillus izolatlarmin ve referans suslarmm a-amilaz ve siklodekstrin
glukanotransferaz genlerinin annotasyon ¢alismalar1 ve gergeklestirilen filogenetik
analizleri sonucunda o-amilaz ve CGTaz genlerindeki varyasyonlarin ortaya
¢ikarilmas: ve in siliko teknikler kullanilarak ilgili enzimlerin olasi amino asit
dizilerinde yer alan korunmus dizi bdlgelerinin ve bu bolgelerde yer alan enzim
aktivitesi ve substrat baglanmasi i¢in 6nemli amino asitlerin tespit edilmesi

amaclanmustir.
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4. MATERYAL VE YONTEM
4.1. MATERYAL

4.1.1. BAKTERI iZOLATLARI VE REFERANS TURLER

4.1.1.1. Referans Termofilik Anoxybacillus Tiirleri

Bu calisma kapsaminda, 6zellikle izolatlarin fenotipik ve genotipik karakterlerine gore
yakinlik gosterdikleri referans tiirlerin belirlenebilmesi ve biyokimyasal test sonuglarmin
dogru yorumlanabilmesi amaciyla, E184aa ve E208a kodlu Anoxybacillus izolatlar1 ile
birlikte 18’1 Anoxybacillus, 2’si Geobacillus ve 1’1 Bacillus cinsine ait olmak tizere toplam
21 adet referans tiir tiim testlerde ¢aligmaya dahil edilmistir. Ancak, yaptigimiz arastirmada
A. flavithermus subsp. flavithermus DSM 26417 alt tiiriiniin, bagh oldugu A. flavithermus
tip susu ile gerek Genbank aksesyon numarasi gerekse kiiltiir koleksiyon numarasi
yoniinden incelendiginde, aym bakteriler olduklar1 tespit edildiginden, tez kapsaminda
temin edilen A. flavithermus subsp. flavithermus g¢alismalara dahil edilmemistir. Kiiltiir
koleksiyonumuzda bulunmayan A. kamchatkensis subsp. asaccharedens DSM 184757, A.
flavithermus subsp. yunnanensis KCTC 137597, A. mongoliensis DSM 191697, A.
suryakundensis DSM 273747 ve A. flavithermus subsp. flavithermus DSM 26417 olmak
tizere 5 adet referans tir ise DSMZ Enstitiisi’'nden temin edilmistir. Ayrica, A.
kaynarcensis DSM 217067 referans tiirii Karadeniz Teknik Universitesi’nden temin
edilmistir. Diger referans tiirler Ankara Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii,

Mikrobiyoloji Arastirma Laboratuvari kiiltiir koleksiyonunda yer almaktadir.

4.1.1.2. Anoxybacillus Cinsi Bakteri izolatlari

Cihan ve ark. (2009, 2012 ve 2013) tarafindan yapilan calismalar ile Aydm, Izmir,
Nevsehir ve Ankara illerinde yer alan farkli jeotermal alanlardan izole edilmis 53
Anoxybacillus cinsi bakteri izolatmin bazi fenotipik testlerinin yani sira 16S rRNA
genlerine ait dizi analizleri gergeklestirilmistir. Bu ¢alismalar sonucunda, bu izolatlarin
Anoxybacillus cinsine ait Gram (+), hareketli, spor olusturabilen ve amilolitik aktivite
gosteren termofilik basiller olduklar1 belirlenmistir (66, 147, 333). Bu izolatlar igerisinden,
yeni bakteri tiirleri olabilecegi Ongoriilen 6 Anoxybacillus izolati segilmis ve bu tez
kapsaminda tiir seviyesinde teshisleri yapilacak Anoxybacillus cinsi bakteri izolatlarinin

saptanabilmesi i¢in bazi ilave molekiiler ve filogenetik 6n caligmalar yapilmistir. 6
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Anoxybacillus izolatmm 16S rRNA gen dizi analizlerinin tekrarlanmasi sonucunda, bu
izolatlarin birbirlerine % 97.0-99.2 ve tanimlanmis tiim referans Anoxybacillus suslarina
ise % 93.7-99.6 oranlar1 arasmnda 16S rRNA gen dizi benzerligi gosterdikleri tespit
edilmistir. E184aa ve E208a kodlu izolatlarin ise diger tanimlanmis tiirlere diisiik 16S
rRNA gen dizi benzerligi gostermeleri, bu iki izolatin yeni tiirler olabilecegine isaret
etmektedir. Bu nedenle, 6 Anoxybacillus izolati1 arasindan tam tiir teshisi i¢in sadece
E184aa ve E208a kodlu izolatlar bu ¢aligma kapsamina dahil edilmistir. Tez ¢alismasinda
materyal olarak kullanilan bu iki izolat, Nevsehir ili, Kozakli ilgesi, Baglica vadisindeki
Kozakli Belediye kaplicasindan alman toprak orneklerinden izole edilmistir. Bu izolatlar
gliserol iceren ortama alinmis olup, laboratuvarimizda -80°C’de muhafaza edilmektedir.
Ayrica, 6n ¢alismalarda kullanilan D222b, E184ab, A3210 ve A321 kodlu yiiksek amilaz
iireticisi izolatlar, enzim iiretim kapasiteleri diisiiniilerek sadece kalitatif ve kantitatif o-
amilaz aktivite tayini ve amilaz gen dizilemesi ¢alismalarina alinmistir. Tez kapsaminda
kullanilan toplam 27 Anoxybacillus izolati ve referans tiiriin listesi Cizelge 4.1°de
sunulmaktadir.

Cizelge 4.1. Tez kapsaminda kullanilan Anoxybacillus izolatlar1 ve referans tiirler

Anoxybacillus izolatlar:

16S rRNA
Sira | lzolat izole Edildigi 9 = . . | GenBank
No Kodu Yer/Bolge Kaynag* Ornek tiirii Aksesyon Referans
Numarasi
Baglica vadisi igi, Kozakli Belediye
1 El84aa Kozakli, Nevsehir Kaplicasi Toprak F1430059.3
Baglica vadisi igi, Kozakli Belediye
2 E208a I§ozak11, Nevsehir Kaplicasi Toprak F1430063.3
3 A3210 Omerbeyli, Germencik, | Aktas MTA sondaj Toprak F3429569.3
Aydn | kuyusu : (66, 147, 333)
4 A321 Omerbeyli, Germencik, | Aktas MTA sondaj Toprak F1429993.3
Aydin kuyusu
Dikili, Kaynarca, Sicak su artezyen
5 D222b Kocaoba Mevkii, Izmir | kuyusu Su F1429576.2
Baglica vadisi igi, Kozakli Belediye
6 E184ab Kozakli, Nevsehir Kaplicasi Toprak F1429585.2
Referans Tiirler
Sira Kiiltiir koleksiyon Tiir Ads 16S rRNA GenBank Referans
No numarasi Aksesyon Numarasi
1 | DSM 226267 Anoxybacillus salavatliensis EU326496 (82)
2 | DSM 252207 Anoxybacillus calidus FJ430012 (71)
3 | NCIMB 139337 Anoxybacillus gonensis AY122325 (72)
4 | NCIMB 139727 Anoxybacillus ayderensis AF001963 (73)
5 |NCIMB 139717 Anoxybacillus kestanbolensis AY248711 (73)
6 |DSM 26417 Anoxybacillus flavithermus CP000922 (8)
7 | DSM 149887 Anoxybacillus kamchatkensis AF510985 (152)
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http://www.straininfo.net/sequences/CP000922

Cizelge 4.1. (devam)

Referans Tiirler

8 DSM 15939T Anoxybacillus amylolyticus AJ618979 (16)

9 DSM 15730T Anoxybacillus caldiproteolyticus FN428698 (52, 154)
10 | DSM 163257 Anoxybacillus tepidamans FN428691 (52, 155)
11 |DSM 171417 Anoxybacillus thermarum AMA402982 77
12 | DSM 171277 Anoxybacillus rupiensis AJ879076 (75)
13 | DSM 170757 Anoxybacillus voinovskiensis AB110008 (74)
14 | DSM 184757 :;‘;g‘cyhb;‘:ét’;skamCh"“ke”Sis subsp. AM999779 (153)
15 | KCTC 137597 )A/Sr?r’]‘;’rt]’;f;'l'sus flavithermus subsp. HMO016869 (78)
16 | DSM 191697 Anoxybacillus mongoliensis EF654664 (117)
17 | DSM 273747 Anoxybacillus suryakundensis KC958552 (70)
18 | DSM 217067 Anoxybacillus kaynarcensis EU926955 (81)
19 | DSM 227 Geobacillus stearothermophilus FN428694 (46, 52, 334)
20 | DSM 25427 Geobacillus thermoglucosidans FN428685 (335)
21 |DSMTT Bacillus amyloliquefaciens AB006920 (336-339)

* [zolatlarin temin edildigi jeotermal alanlarin su sicaklig1 50-100°C ve pH degerleri ise 6.0-9.0 arasinda degismektedir.

4.1.2. BESIYERLERI

-80°C’de gliserol stoklarinda saklanan Anoxybacillus izolatlar1 ve referans tiirlerin
aktiflestirilmesi, amilolitik aktivitelerinin belirlenmesi ve bazi fenotipik karakterizasyon
testlerinin (koloni morfolojileri, spor olusum ozellikleri, Gram-boyama, antibiyogram,
amilaz ve bazi biyokimyasal testler) gergeklestirilmesi amaciyla Geobacillus
thermoglucosidasius besiyeri olarak bilinen Medium | (MI) kat1 besiyeri (340, 341)
kullanilmistir. Bakterilerin koloni morfolojilerinin belirlenmesi i¢in MI kat1 besiyerinin
yani sira, Tryptic Soy Broth (TSB) siv1 besiyeri de kullanilmustir. izolatlarin ve referans
suslarm farkl sicaklik, pH ve tuz oranlarindaki optimum tremelerinin belirlenmesi igin
Nutrient Broth (NB) (Merck, 1.05443), katalaz aktivitelerinin belirlenmesi i¢in Nutrient
Agar (NA) (Merck, 1.05450) ve kazein hidroliz testi i¢in ise % 5 oraninda skim milk
powder iceren kazein besiyeri kullanilmistir. Hiicre morfolojileri, hiicre boyutlar1 ve
hareket yeteneklerinin incelenmesi i¢in MI kat1 besiyerinde tiretilmis kiiltiirlerden alinan
orneklerin % 0.85’lik serum fizyolojik (SF) ile siispanse edilerek hazirlanmis preparatlari
kullanilmustir. a-Amilaz tireticisi Anoxybacillus izolatlarin1 enzim tiretimi igin gelistirmek
amaciyla modifiye Santos ve Martins (2003) siv1 besiyeri (342) kullanilmistir. Besiyeri

icerikleri asagida sunulmustur.
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Medium | Agar besiyeri icerigi (340, 341)

Icerik g/L Kimyasal marka ve kodlar1
Coziiniir nisasta 10g Sigma, S2004

Kazein Pepton 5¢9 Merck, 1.07213

Yeast ekstrakt 39 Merck, 1.03753

Meat ekstrakt 39 Merck, 1.03979

Potasyum fosfat dibazik (K2HPOa) 39 Sigma, P8281

Potasyum fosfat monobazik (KH2PO4) 1g Sigma, P5379

Agar 30g Scharlau, AG0020

Distile su 1000 mL

pH™: 7.0

* Sterilizasyon 6ncesi besiyeri pH’st 2 N NaOH ile 7.0 olarak ayarlanmistir.

Modifiye Santos ve Martins siv1 besiyeri icerigi (342)

Icerik g/L Kimyasal marka ve kodlar
Kazein Pepton (Tripton) 109 Merck, 1.07213

Yeast ekstrakt 5¢9 Merck, 1.03753

Coziiniir nisasta 10g Sigma, S2004

Distile su 1000 mL

pH™: 7.5

* Sterilizasyon oncesi besiyeri pH’s1 2 N NaOH ile 7.5 olarak ayarlanmustir.

Tryptic Soy Agar besiyeri icerigi

icerik o/L Kimyasal marka ve kodlar
Kazein Pepton 17¢g Merck, 1.07213

Soya pepton 39 Fluka, 70178

D-Glukoz 25¢g Merck, 1.08342

Potasyum fosfat dibazik (K2HPQOa) 25¢g Sigma, P8281

Sodyum kloriir (NaCl) 5¢ Merck, 1.06404

Agar 30¢g Scharlau, AG0020

Distile su 1000 mL

pH™: 7.3

* Sterilizasyon 6ncesi besiyeri pH’s1 2 N NaOH ile 7.3 olarak ayarlanmistr.

Kazein besiyeri icerigi

Icerik o/L Kimyasal marka ve kodlari
Skim milk powder 100 g Fluka, 70166

Agar 209 Scharlau, AG0020

Distile su 1000 mL

pH™: 6.7

* Sterilizasyon éncesi besiyeri pH’s1 1 N HCl ile 6.7 olarak ayarlanmistr.

4.1.3. TAMPONLAR VE COZELTIiLER

4.1.3.1. Genomik DNA izolasyonunda Kullanilan Tampon ve Cézeltiler

Tris-EDTA (TE) Tamponu: 9.28 g EDTA (Sigma, E5134) 40 mL distile su igerisinde

¢coziilmiis ve 2 N NaOH (Merck, 1.06482) ¢ozeltisi ile pH’s1 8.0’e ayarlanmistir. 0.6 g

Trisma-Base (Sigma, T6066) 20 mL distile su icerisinde ¢oziildiikten sonra, hazirlanan
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EDTA karisimi ilave edilerek, son hacim steril distile su ile 100 mL’ye tamamlanmis ve

pH 7.0’ye ayarlanarak otoklavda steril edilmistir.

Lizozim cozeltisi: 0.01 g/mL’lik lizozim stok ¢dzeltisi hazirlamak i¢in; 0.1 g lizozim

(Sigma, L7651) tizerine 0.3 g Trisma-Base (Sigma, T6066) ilave edilerek son hacim steril
distile su ile 10 mL’ye tamamlanmis ve pH 8.0’e ayarlanarak filtre ile steril edilip her

defasinda taze hazirlanmistir.

RNaz cozeltisi: 1 mg/mL RNaz stok ¢ozeltisi hazirlamak igin; 5 mL steril distile su i¢inde

hazirlanan 0.05 M sodyum asetat (Sigma, 25022) ¢ozeltisinin pH’s1, asetik asit (Sigma,
27225) ile 5.0’e ayarlanmis ve iizerine 5 mg RNaz A (Fermentas, EN0531) ilave edilmistir.
Hazirlanan RNaz ¢6zeltisi, steril 1.5 mL’lik eperdorf tiiplerine boliistiiriilerek -20°C’de

muhafaza edilmistir.

4.1.3.2. Agaroz Jel Elektroforezinde Kullamilan Tampon ve Agaroz Jeller

10X TBE (Tris-Borik Asit-EDTA) Tamponu: 108 gr Trisma-Base (Sigma, T6066), 55
gr Borik asit (Sigma, B6768) ve 40 mL 0.5M EDTA (Sigma, E5134), (pH 8.0) 800 mL

steril distile su igerisinde ¢6ziindiikten sonra, son hacim 1000 mL’ye tamamlanmistir. 100
mL 10X TBE tamponu, 900 mL steril distile su ile 1X konsantrasyonuna seyreltilerek

agaroz jel elektroforezinde kullanilmistir.

% 1 ve % 1.5’luk Agaroz Jel: PCR iiriinlerinin mini yatay agaroz jel elektroforez

tankinda (TermoFisher Scientific, OWL-B2-CST, 12x14 cm) yiiriitiilmesi igin; 1 gr agaroz
(Sigma, A9539) tizerine son hacim 100 mL olacak sekilde 1X TBE tamponu ilave edilerek
% 1’lik agaroz jel hazirlanmistir. Maksi boy yatay agaroz jel elektroforez tanki
(TermoFisher Scientific, 15x25 cm) i¢in 3.75 g agaroz (Sigma, A9539) iizerine son hacim
250 mL olacak sekilde 1X TBE tamponu ilave edilerek % 1.5’luk agaroz jel hazirlanmistir.
Hazirlanan karigimlarmm mikrodalga firinda ¢oziinmesi saglanmustir. Cozelti yaklasik
50°C’ye kadar sogutulduktan sonra, stok etidyum bromiir (EtBr) soliisyonundan (Sigma,
E8751) 5 uL eklenerek iyice karigtirilmistir. Hazirlanan ¢ozelti jel tablasina dokiilmiis ve
25-30 dakika oda sicakliginda bekletilerek iyice katilagmasi saglanmustir.
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4.1.33. oa-Amilaz Aktivitesinin Kantitatif Tayininde Kullamlan Tampon ve

Cozeltiler

0.2 M Sodyum-Fosfat Tamponu: 2.4 g sodyum fosfat monobazik (Na;HPO4), (Sigma,
71496) tizerine 0.38 g sodyum kloriir (NaCl), (Merck, 1.06404) ilave edilerek steril distile
su ile toplam hacim 100 mL’ye tamamlanmig ve pH 7.0’ye ayarlanarak otoklavda steril

edilmistir.

3,5-dinitrosalisilik asit (DNS) ayiraci: Bu ayirag, a-amilaz aktivitesini durdurmak

amaciyla kullanilmistir. 1 gr DNS (Sigma, D0550) 50 mL steril distile su igerisinde
¢oziildiikten sonra 30 gr potasyum sodyum tartarat (CsHsKNaOs.4H20), (Merck, 1.08087)
ve 20 mL 2N NaOH (Merck, 1.06482) ¢ozeltisi ilave edilerek, son hacim steril distile su ile
100 mL’ye tamamlanmistir. Hazirlanan karisim otoklavda steril edildikten sonra 11k

goérmemesi i¢in aliiminyum folyo ile sarilmastr.

4.1.3.4. Gitschier Tamponu (5X)

5X Gitschier Tamponu, (GTG)s ve BOX-PCR reaksiyonlarinda kullanilmigtir. 1 M
(NH4)2S04 (Sigma, 31119)°dan 830 uL, 1 M Tris-HCI (pH 8.8)’den 3350 uL, 1 M MgCl;
(Fermentas, R0971)’den 335 uL, 5 mM EDTA (pH 8.8) (Sigma, E5134)’dan 65 pL ve B-
merkaptoetanol (AppliChem, A1108)’den 104 uL almnarak 5316 uL steril distile su

icerisinde ¢oziilmiis ve toplam 10 mL hacminde Gitschier tamponu hazirlanmistir.
4.1.4. KIMYASALLAR

Tez kapsaminda kullanilan tiim kimyasallarin listesi Cizelge 4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.2. Tez kapsaminda kullanilan tiim kimyasallarin listesi

Kimyasalin Adi | Marka ve katalog numarasi
Morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal testlerde kullamlan kimyasallar
Nisasta (patates nisastasindan) Sigma, S2004
Potasyum fosfat monobazik (KH2PO4) Sigma, P5379
Potasyum fosfat dibazik (K2HPQOs) Sigma, P8281
Agar Scharlau, AG0020
Kazein Pepton (tripton) Merck, 1.07213
Yeast ekstrakt Merck, 1.03753
Meat ekstrakt Merck, 1.03979
Soya pepton Fluka, 70178
D-Glukoz Merck, 1.08342
Skim milk powder Fluka, 70166
Antibiyogramda kullanilan antibiyotik diskleri
Kanamisin (K), 30 pug Oxoid, CT 0026 B (5 x 50 disk)
Novobiosin (Nv), 30 ug Oxoid, CT 0038 B (5 x 50 disk)
Vankomisin (Va), 30 ug Oxoid, CT 0058 B (5 x 50 disk)
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Cizelge 4.2. (devam)

Kimyasalin Ad1

| Marka ve katalog numarasi

Antibiyogramda kullam

lan antibiyotik diskleri

Penisilin G (P), 10 U

Oxoid, CT 0043 B (5 x 50 disk)

Neomisin (N), 30 ug

Oxoid, CT 0033 B (5 x 50 disk)

Azitromisin (AZM), 15 ug

Oxoid, CT 0906 B (5 x 50 disk)

Tetrasiklin (Te), 30 ug

Oxoid, CT 0054 B (5 x 50 disk)

Kloramfenikol (C), 30 pg

Oxoid, CT 0013 B (5 x 50 disk)

Bazitrasin (B), 10 U

Oxoid, CT 0005 B (5 x 50 disk)

Rifampisin (Rf), 30 pg

Oxoid, CT 0207 B (5 x 50 disk)

Genomik DNA izolasyonu, agaroz jel elektroforezi

ve PCR reaksiyonlarinda kullanilan kimyasallar

Lizozim Sigma, L7651
RNaz A, 10mg Fermentas, EN0531
Sodyum asetat Sigma, 25022
Asetik asit Sigma, 27225
Amonyum siilfat [(NH4)2SO4] Sigma, 31119
Kloroform Merck, 1.02431
Saf etanol Scharlau, ET0013
Trisma-Base Sigma, T6066
EDTA Sigma, E5134
Borik Asit Sigma, B6768
Agaroz Sigma, A9539
Etidyum bromiir (EtBr) Sigma, E8751

6X DNA yiikleme boyasi

Fermentas, R0611

GeneRuler 1 kb Plus DNA ladder, 50 pg

Fermentas, SM1334

dNTP mix (10mM)

Fermentas, R0192

Tag DNA polimeraz, 500 U

Fermentas, EP0402

Magnezyum kloriir (MgClz) (25 mM)

Fermentas, R0971

10X Taq tamponu + KCI

Fermentas, B38

DMSO (dimetil siilfoksit)

Appli Chem, A3006

BSA (s1g1r serum albiimin)

Sigma, B4287

3-merkaptoetanol

AppliChem, A1108

FastDigest® Alul Fermentas, FE-FD0014
FastDigest® Haelll (BsuRI) Fermentas, FE-FD0154
FastDigest® Taql Fermentas, FE-FD0674

o-Amilaz aktivitesinin belirlenmesinde kullanilan kimyasallar

Sodyum fosfat monobazik (Na2HPO4) Sigma, 71496
Sodyum kloriir (NaCl) Merck, 1.06404
3,5-Dinitrosalisilik asit (DNS) Sigma, D0550

Potasyum, sodyum tartarat (C4HsKNaOs.4H20)

Merck, 1.08087

Sodyum hidroksit (NaOH)

Merck, 1.06482

4.1.5. KITLER

Tez kapsaminda kullanilan Kitler; Genomik DNA Izolasyon kiti (100 reaksiyonluk);
(Fermentas, K0512), PCR iiriinlerinin saflastirilmas1 i¢in GeneJET™ PCR Purification kit

(250 reaksiyonluk); (Fermentas, KO0702),

reaktifleri ile birlikte temin edilen 10 strip APl 50CH (bioMérieux, Fransa, 50300) ve 25

strip APl 20E (bioMérieux, Fransa, 20100)
tipinin belirlenmesi i¢in kullanilan Flagella St

BD 261206).

biyokimyasal testlerde kullanilmak {izere

Kitleri ve bakterilerin flagella varliginin ve

ain Droppers kitidir (TermoFisher Scientific,
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4.1.6. MOLEKULER VE FIiLOGENETIK ANALIiZLERDE KULLANILAN
BiYOINFORMATIK ARACLAR

a-Amilaz ve siklodekstrin glukanotransferaz gen dizilerinin biyoinformatik araglarla
islenmesinde ve filogenetik analizlerinde kullanilan tiim yardimeci programlar, kullanim

amaglar1 ve internet erisim adresleri Cizelge 4.3’te sunulmustur.

Cizelge 4.3. Amilaz ve siklodekstrin glukanotransferaz gen dizilerinin biyoinformatik

araglarla islenmesinde ve filogenetik analizlerinde kullanilan yazilim programlari

Yazilimin adi

Kullanim amaci

Internet erisim adresi/Referanslar

Primer3web
version 4.0

Primer tasarim

http://primer3.ut.ee; (343, 344)

Geneious R10

Gen dizilerinin birlestirilmesi ve hizalanmasi, amino
asit ve genom igeriginin analizi, gen dizilerinin
referans dizilere benzerlik oranlarinin belirlenmesi,
genlerin filogenetik analizleri

http://www.geneious.com; (345)

GenBank veri tabaninda mevcut benzer enzimleri
kodlayan diger gen dizileriyle karsilastirma, gen

amino asit dizilerinin referans dizilere benzerlik
oranlarinin belirlenmesi

NCBI-BLASH dizilerinin referans dizilere benzerlik oranlarinin http://blast.ncbi.nlm.nih.gov; (346)
belirlenmesi
GenBank veri tabaninda mevcut benzer enzimleri

NCBI-BLASTP kodlayan diger amino asit dizileriyle karsilastirma, http://blast.nchi.nim.nih.gov: (346)

NCBI-conserved
domain search

Olasi amilaz ve siklodekstrin glukanotransferaz amino
asit dizilerinde; o-amilaz stiperfamilyasina ait
korunmus dizilerin mevcudiyeti, en ¢ok hangi a-
amilaz familyasina ait enzim(ler)e benzerlik
gosterdikleri ve mevcut aktif/katalitik bolgelerinin
belirlenmesi (annotasyon)

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/
cdd/wrpsh.cgi; (347)

MEGA version 6

Primer dizayni, gen dizilerinden olast amino asit
dizilerinin  belirlenmesi, dizilerin  hizalanmasi,
genlerdeki bazlarin mevcut dizilerle karsilastirilmast,
DNA dizilerinin amino asit diline translasyonu,
filogenetik ve evrimsel analizler

http://www.megasoftware.net/; (348)

Clustal OMEGA

Elde edilen olasi protein dizilerinin, GenBank’ta
benzerlik  gosterdikleri  referans amilaz  ve
siklodekstrin glukanotransferaz protein dizileri ile
hizalanmasi ve tiim protein dizilerinde belirlenmis
olan korunmus dizi bolgeleri ile aktif/katalitik
bolgelerdeki amino asit kdklerinin isaretlenmesi

https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustal
of; (349)

Dizilenen ve CDS (Conserved Domain Search)

https://www.ncbi.nIm.nih.gov/WebSub/

logolarinin hazirlanmasi

NCBI-Banklt annotasyonu yapilan gen dizilerinin GenBank 2tool=genbank: (350)

aksesyon numaralarinin alinmasi

Amilaz ve siklodekstrin glukanotransferaz protein htto://webloao.threenlusone.com/create.c
WebLogo 3.5.0 dizilerinde  belirlenen  korunmus  bolgelerin P go. P ’ '

gi; (351)

4.1.7. KULLANILAN MAKINE-TECHIZAT

Tez kapsaminda kullanilan makine-techizat listesi EK-1’de verilmistir.
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4.2. YONTEM

Bu ¢alismada uygulanan yontemler Sekil 4.1°de gosterilmektedir.

16S rRNA geninin
PCRile ¢ogaltiimasi

Anoxybacillusizolatlarinin
‘ ve referans suglann

-80°C’deki gliserol stoklarinda
bulunan termofilik Anoxybacillus
izolatlarinin ve referans suslarin

aktiflestirilmesi

genotipik 6zelliklerinin
belirlenmesi

Genomik DNA izolasyonu

PCR temelli genomik parmak
izi teknikleri
5
16S rRNA Gen Dizi

Anoxybacillus - N Analizi & Filogenetik
izolatlarinin ve referans Elde edilen molekiiler ITS-PCR Analizler
suslarin fenotipik | verilerinfilogenetik |
ozelliklerinin ) analizleri I 20 MNANAA NN
belirlenmesi . -
Rep-PCR * AN
ARDRA
8
O Hizmet Alimi (DSMZ2)
- v Yag asidi analizi
Morfolojik, Fizyolojik v Kinon ve polar lipid analizleri
ve Biyokimyasal v DAP analizi a-Amilaz aktivitesinin
Testler v %GC igerigi kalitatif ve kantitatif .
v DNA-DNA hibridizasyol tayinleri a-Amilaz ve CGTazgen
/ boélgelerininmolekiiler,

filogenetik ve in siliko
tekniklerle analizleri

Sekil 4.1. Tez kapsaminda uygulanan yontemlerin akis semasi

4.2.1. GENOTIPIiK OZELLIiKLERIN BELIRLENMESI

Anoxybacillus izolatlarmin ve referans suslarin molekiiler analizleri en az 3 tekrarli olarak
calisilmistir. -80°C’de gliserol stoklarinda saklanan bakteri izolatlarinin aktiflestirilmesi
i¢in, izolatlarin gliserol stoklarimdan Medium I (MI) kat1 besiyerine ekim yapilmig ve 55-
65°C’de 18-72 saat inkiibe edilerek izolatlarin aktiflesmeleri saglanmistir (340, 341).
Molekiiler tekniklerin uygulanabilmesi amaciyla oncelikli olarak orneklerin genomik

DNA’lar1 izole edilmistir.

4.2.1.1. Genomik DNA izolasyonu

Genomik DNA izolasyonu, MI besiyerinde 55-65°C’de 18 saat tiretilen kiiltiirlerden DNA
izolasyon kiti (Fermentas, K0512) kullanilarak gerceklestirilmistir. Kitin prosediiriine gore;

tireyen kiiltlirlerden toplanan peletler, 1.5 mL’lik mikrosantrifiij tiiplerine alinarak susuz
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agirliklar1 10-40 mg arasinda olacak sekilde ayarlanmistir. Daha sonra, hiicreler 200 pL’lik
Tris-EDTA tamponu (pH 7.0) ile iyice ¢oziilmiis ve 10 mg/mL’lik lizozim ¢bzeltisinden
50.9 uL eklenerek karistirilmis ve 37°C’de 10 dakika inkiibe edilmistir. Kit icerisinde
bulunan 40 mL’lik Lizis tamponundan 400 pL eklendikten sonra 70°C’de 15 dakika
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi, 600 uL kloroform eklenmis tiipler 3-5 kez alt iist
edilip karistirilmis ve sonra 13.000 rpm’de 7 dakika santrifiij edilmistir. Ust faz almip bu
asama bir kez daha tekrar edilmistir. Her bir 6rnek igin; 720 pL steril deiyonize su, kit
icerisinde bulunan 80 uL’lik 10X presipitasyon soliisyonu ile karistirilarak presipitasyon
soliisyonu taze olarak hazirlanmustir. Ust faz 1.5 mL’lik yeni bir santrifiij tiipiine alinmus
ve her bir tlipe 800 pL presipitasyon soliisyonundan eklenmistir. Tiipler 3-5 kez alt iist
edilip karistirilmig ve 13.000 rpm’de 7 dakika santrifiij edilerek DNA’larin ¢oktiiriilmesi
saglanmustir. Ust faz tamamen atilmis ve DNA peletleri, kit i¢erisinde yer alan 100 pL’lik
1.2 M NaCl soliisyonunda hafif¢e vortekslenerek iyice ¢oziilmiistiir. 5 mg/mL’lik RNaz A
solisyonundan 4-5 uL eklenip 37°C’de 30 dakika inkiibe edilerek RNA’lar
uzaklastirilmistir. % 100’lik soguk etanolden 300 pL eklendikten sonra tiipler -20°C’de 1
gece bekletilmistir. Ertesi giin 6rnekler -20°C’den ¢ikarilarak oda sicakliginda ¢6ziilmiis ve
13.000 rpm’de 7 dakika santrifiij edilmistir. Ust faz atildiktan sonra 300 puL % 70’lik soguk
etanol eklenmis ve 13.000 rpm’de 7 dakika santrifiij edilmistir. Ust kisim uzaklastirilarak,
genomik DNA igeren pelletler oda sicakliginda kurutulmus ve alkol uzaklastirilmistir.

Peletler kurutulduktan sonra 50 uL steril deiyonize su igerisinde dikkatlice ¢oziilmiistiir.

Izole edilen genomik DNA molekiillerinin saflig1 ve biitiinliigii, % 1’lik agaroz jel
elektroforezi ile belirlendikten sonra, NanoDrop Spektrofotometre cihazi (Thermo
Scientific Nanodrop, ND-1000) kullanilarak DNA miktarlar1 (ng/uL) belirlenmis ve saflik
kontrolii 260, 280 ve 230 nm’deki absorbanslar1 dikkate alinarak 260/280 ve 260/230
oranlari ile belirlenmistir. Izole edilen DNA’lar, molekiiler calismalarda kullanilmak iizere

-20°C’de muhafaza edilmistir.

4.2.1.2. 16S rRNA Geninin PCR ile Cogaltilmasi

E184aa ve E208a kodlu Anoxybacillus izolatlarmin ve 21 referans susun ARDRA
analizlerinde de kullanilan ve yaklagik 1.500 b¢’lik 16S rRNA gen dizilerinin ¢ogaltildig:
polimeraz zincir reaksiyonu, bakterilerin 16S rRNA gen bdlgesine spesifik olan 27F ileri
ve 1492R geri primerleri (352) kullanilarak gergeklestirilmistir 16S rRNA PCR

reaksiyonlarinda kullanilan primerlere ait dizi bilgileri Cizelge 4.4’te verilmistir.
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Cizelge 4.4. 16S rRNA PCR reaksiyonlarida kullanilan primerlerin dizi bilgileri

Hedef Gen . s s Tm | Amplikon
Bilgesi Primer Dizileri (5°-3°) Lokasyon ©0) (be) Referans
27TF:-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 8-27 52
16S rRNA ~1.500 (352)
1492R: TACGGTTACCTTGTTACGACTT | 1513-1492 | 52

PCR reaksiyonlari, Cizelge 4.5’de miktarlar1 belirtilen PCR reaktifleri ve Cizelge 4.6’da
verilen reaksiyon kosullart kullanilarak 200 pL’lik tiiplerde, Thermal Cyler cihazinda
(Applied Biosystems Veriti) gerceklestirilmistir.

Cizelge 4.5. 16S rRNA geninin ¢ogaltilmasi i¢in uygulanan PCR protokolii

Reaksiyon bilesenleri Miktar (nL) Stok Konsantrasyonu
Taq Tamponu + KCI* 5uL 10X

MgCl: 4L 25 mM

dNTP 1puL 10 mM

ileri primer 1luL 20 pmol/uL

Geri primer 1uL 20 pmol/uL

Taqg DNA Polimeraz 0.3 uL 5 U/uL

Kalip DNA 1.5uL 200 ng/uL
ddH:O 36.2 uL -

Toplam Hacim 50 uL

*100 mM Tris-HCI, 500 mM KCI, pH 8.8

Cizelge 4.6. 16S rRNA geninin ¢ogaltilmasi i¢cin uygulanan PCR reaksiyon kosullar1

Reaksiyon asamalari Sicaklik (°C) Siire Dongii sayisi
Baslangi¢ denatiirasyonu 94°C 2 dk 1
Denatiirasyon 94°C 45 sn
Primer baglanmasi 55°C 45 sn 30 dongii
Zincir uzamasi 72°C 1.5dk
Son zincir uzamasi 72°C 7 dk 1

4°C 0 1

PCR firtinleri, 75-20.000 bg¢’lik DNA Ladder kullanilarak etidyum bromiir iceren % 1.5’luk
agaroz jel elektroforezinde 120 V’da 1.5-2 saat yiiriitiilmiis ve jel goriintiilleme ve analiz
sisteminde (Vilber Lourmat) goriintiilenmistir. 16S rRNA PCR iiriinlerinin molekiiler
agirliklari, Quantum-Capp software goriintilleme sistemi yardimiyla kilobaz (kb) cinsinden
hesaplanmistir. Anoxybacillus izolatlarina ait 16S rRNA PCR {irtinleri, ortamdaki primerler
ve dNTP gibi reaksiyon artiklarmm uzaklastirilmast amaciyla PCR ekstraksiyon Kiti
(Fermentas, K0702) yardimiyla saflastirilmis ve saflastirilan PCR tiriinlerinin ¢ift yonlii

dizi analizi ise hizmet alimi seklinde gerceklestirilmistir. Tez calismast kapsaminda
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tekrarlanan DNA dizi analizlerinden elde edilmis 16S rRNA gen dizi verileri, mevcut

GenBank aksesyon numaralari altinda gilincellenmistir.

4.2.1.3. 16S rRNA Gen Dizilerinin Filogenetik Analizleri

DNA dizi analizi sonucunda elde edilen 16S rRNA gen dizileri, BLASTN dizi eslestirme
programi  (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi, 346) yardimiyla GenBank (97) ve
EzBioCloud (http://www.ezbiocloud.net/, 353) veri tabanlarinda mevcut olan referans
suslara ait dizilerle karsilastirilarak aralarmdaki % benzerlik oranlar1 belirlenmistir. {zolat
ve referans suglara ait 16S rRNA gen dizi verileri, Geneious R10
(http://www.geneious.com, 345) programi yardimiyla diizenlenip ClustalW uygulamasiyla
hizalanmistir (354). Diziler arasindaki evrimsel uzaklik matriksi, Kimura 2-parametre
metodu temel alinarak hesaplanmistir (355). Filogenetik agag, Neighbour-joining metodu
(356) kullanilarak olusturulmus ve 1000 bootstrap numunelemesi (357) ile Mega 6
programinda (http://www.megasoftware.net/, 348) degerlendirilmistir.

4.2.1.4. PCR Temelli Genomik Parmak Izi Teknikleri ve Filogenetik Analizler

4.2.1.4.1. Cogaltilmis Ribozomal DNA Restriksiyon Analizi (ARDRA)

ARDRA analizinde, 16S rRNA geninin 27F ve 1492R primerleriyle ¢ogaltilmasi sonucu
elden edilen PCR iiriinii, restriksiyon enzimleri ile kesim reaksiyonunda kalip DNA olarak
kullanilmistir. E184aa ve E208a kodlu Anoxybacillus izolatlarmin ve referans suslarin
cogaltilmig 16S rRNA geni PCR iriinleri (1.5 pg 16S rDNA); 30 uL son reaksiyon
hacminde Alul, Haelll ve Taql restriksiyon enzimleri ile kesilmistir. Bu restriksiyon
endoniikleazlarinin ¢ift iplikli DNA’daki kesim bolgeleri Cizelge 4.7°de verilmistir.

Cizelge 4.7. Alul, Haelll ve Tagl restriksiyon endoniikleaz enzimlerinin ¢ift iplikli
DNA’daki kesim bolgeleri

Alul enziminin Haelll enziminin Tagl enziminin
kesim biilgesi kesim bﬁlgesi kesim bﬁlgesi
5.AG{CT.3 5.GGlCC.3 5.TVCGA..3
3.TCTGA.5 3..CC1GG..5 3.AGCIT..5

16S rRNA PCR iriinlerinin kesim reaksiyonlari, Cizelge 4.8’de miktarlar1 verilen
Fermentas FastDigest restriksiyon enzimleri ve Cizelge 4.9’da belirtilen reaksiyon

kosullar1 kullanilarak gerceklestirilmistir.
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Cizelge 4.8. 16S rRNA PCR iiriinlerinin restriksiyon enzimleri ile kesim reaksiyonlar1
(ARDRA) i¢in uygulanan protokol

Reaksiyon bilesenleri Miktar (uL)
PCR iiriinii 10 uL
10 X Fast Digest Green Tamponu 2 uL
Fast Digest restriksiyon enzimi 1uL
ddH:0 17 uL
Toplam Hacim 30uL

Cizelge 4.9. Restriksiyon enzimleri ile gergeklestirilen kesim reaksiyon kosullari

Restriksiyon enzimi Sicaklik (°C) Siire
Alul 37°C 15 dk (inkiibasyon)
65°C 5 dk (inaktivasyon)
Haelll 37°C 7 dk (inkiibasyon)
Tagql 65°C 5 dk (inkiibasyon)

Alul restriksiyon enzim kesim reaksiyonunda, Haelll ve Tagl restriksiyon enzimlerinden
farkli olarak, 30 pL’lik reaksiyon karigimi 37°C’de 15 dakika inkiibe edildikten sonra
65°C’de 5 dakika termal inaktivasyon ile reaksiyon islemi durdurulmustur. Haelll ve Taql
restriksiyon enzimleri ile termal inaktivasyon uygun olmadigindan, Cizelge 4.9’da
belirtilen sicakliklardaki inkiibasyon sonrasi enzim kesim friinleri -20°C’de bir siire
tutulup enzim reaksiyonu durdurulmus ve sonrasinda jele yiiklenmistir. Restriksiyon enzim
kesim triinleri % 1.5’luk agaroz jelde, 1X TBE tamponu kullanilarak 120 V’da 3 saat

yiriitiiliip jel goriintiileme ve analiz sisteminde goriintiilenmistir (215).

4.2.1.4.2. lintergenik 16S-23S rRNA Gen Dizilerinin PCR Reaksiyonu (ITS-PCR)

E184aa ve E208a kodlu Anoxybacillus izolatlarinin ve referans suslarin 16S ve 23S rRNA
genleri arasindaki ITS bdlgesinin ¢ogaltilmast amaciyla S-D-Bact-1494-a-S-20 ve L-D-
Bact-0035-a-A-15 primerleri (179) kullanilmistir. ITS-PCR reaksiyonlarinda kullanilan
primerlere ait dizi bilgileri Cizelge 4.10°da verilmistir.

Cizelge 4.10. ITS-PCR reaksiyonlarinda kullanilan primerlerin dizi bilgileri

Hedef Gen Bolgesi Primer Dizileri (5°-3°) Tm (°C) | Referans
S-D-Bact-1494-a-S-20 ileri primer: 58.4

16S ve 23S rRNA genleri GTCGTAACAAGGTAGCCGTA ' (179)

arasindaki ITS gen bolgesi L-D-Bact-0035-a-A-15 geri primer: 489
CAAGGCATCCACCGT '

ITS-PCR reaksiyonlari, Daffonchio ve ark. (2003) tarafindan yapilan ¢alismada onerildigi
sekliyle uygulanarak, Cizelge 4.11’de miktarlar1 belirtilen PCR reaktifleri ve Cizelge
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4.12°de verilen reaksiyon kosullar1 kullanilarak gerceklestirilmistir (179). Elde edilen ITS-
PCR firiinleri, etidyum bromiir igeren % 1.5’luk agaroz jelde 1X TBE tamponu
kullanilarak 120 V’da 3 saat yiritilip jel goriintileme ve analiz sisteminde

goriintiilenmistir.

Cizelge 4.11. ITS-PCR reaksiyonu i¢in uygulanan protokol

Reaksiyon bilesenleri Miktar (nL) Stok Konsantrasyonu
Taq Tamponu + KCI* 5uL 10X

MgCl 5uL 25 mM

dNTP lulL 10 mM

ileri primer 0.3 uL 50 pmol/uL

Geri primer 0.3 uL 50 pmol/uL

Taq DNA Polimeraz 0.3 uL 5U/uL

Kahp DNA 2uL 200 ng/uL
ddH:0O 36.1 uL =

Toplam Hacim 50 uL

*100 mM Tris-HCI, 500 mM KClI, pH 8.8

Cizelge 4.12. ITS-PCR reaksiyon kosullar1

Reaksiyon asamalari Sicakhik (°C) Siire Dongii sayisi
Baslangi¢ denatiirasyonu 94°C 4 dk 1
Denatiirasyon 94°C 1dk
Primer baglanmasi 55°C 7 dk 35 dongii
Zincir uzamasi 72°C 2.dk
Son zincir uzamasi 72°C 7 dk 1

4°C © 1

4.2.14.3. Tekrarh Palindromik (GTG)s ve BOX Dizilerinin PCR ile Cogaltilmasi
(Rep-PCR)

Tekrar eden (GTG)s ve BOX elementlerinin genomik parmak izi analizleri; (GTG)s ve
BOXAILR primerleri kullanilarak Versalovic ve ark. (1994) tarafindan tanimlanan PCR
kosullarinda gergeklestirilmistir (181). (GTG)s-PCR ve BOX-PCR reaksiyonlarinda

kullanilan primerlere ait dizi bilgileri Cizelge 4.13’te verilmistir.

Cizelge 4.13. (GTG)s-PCR ve BOX-PCR reaksiyonlarinda kullanilan primerlerin dizi
bilgileri

Hedef Gen Bolgesi Primer Dizileri (5°-3”) Tm(°C) Referans
(GTG)s (GTG)s primer: GTGGTGGTGGTGGTG 51.6 (181)
BOXAILR BOXAI1R primer: CTACGGCAAGGCGACGCTGACG 69.6
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Her iki tekrar elementi i¢in uygulanan PCR protokolii, kullanilan primerler hari¢ ayni
olmakla birlikte, Cizelge 4.14’de miktarlar1 belirtilen PCR reaktifleri kullanilarak
gerceklestirilmistir. (GTG)s ve BOX-PCR reaksiyon kosullari, sirasiyla Cizelge 4.15 ve
Cizelge 4.16°da gorildiigh gibi farklihik gostermektedir. Elde edilen BOXAL ve (GTG)s-
PCR firiinleri, etidyum bromiir igeren % 1.5’luk agaroz jelde 1X TBE tamponu
kullanillarak 120 V’da 3 saat yiritilip jel goriintileme ve analiz sisteminde
goriintiilenmistir.

Cizelge 4.14. (GTG)s-PCR ve BOX-PCR reaksiyonlari i¢in uygulanan protokol

Reaksiyon bilesenleri Miktar (nL) Stok Konsantrasyonu
Gitschier tamponu 4ulL 5X

DMSO 25uL 20X (% 100)
dNTP 1.26 puL 10 mM
(GTG)s/BOXALR primer 0.3 puL 50 pmol/uL

BSA 1.25 uL 20 mg/mL

Taqg DNA Polimeraz 0.21 uL 5 U/uL

Kalip DNA 7.5puL 200 ng/uL
ddH20 12.98 uL -

Toplam Hacim 30 uL

Cizelge 4.15. (GTG)s-PCR reaksiyon kosullari

Reaksiyon asamalari Sicaklik (°C) Siire Dongii sayisi
Baslangi¢ denatiirasyonu 94°C 7 dk 1
Denatiirasyon 94°C 30 sn
Primer baglanmasi 45°C 1dk 30 déngii
Zincir uzamasi 65°C 8 dk
Son zincir uzamasi 65°C 15 dk 1

4°C o0 1

Cizelge 4.16. BOX-PCR reaksiyon kosullar1

Reaksiyon asamalari Sicaklik (°C) Siire Dongii sayisi
Baslangi¢ denatiirasyonu 95°C 7 dk 1
Denatiirasyon 94°C 1dk
Primer baglanmasi 53°C 1dk 30 dongii
Zincir uzamasi 65°C 8 dk
Son zincir uzamasi 65°C 15 dk 1

4°C o0 1
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4.2.1.44. ARDRA, ITS-PCR, BOXA1-PCR ve (GTG)s-PCR Reaksiyonlar1 Sonucu
Elde Edilen Molekiiler Verilerin Filogenetik Analizleri

GelCompar II yazilim programi (Applied Maths, Belgium) yardimiyla, goériintiilenen her
bir Alul, Haelll ve Tagl ARDRA bant profilleri, olusan enzim kesim bantlarinin
mevcudiyeti, sayisi, yogunlugu ve biiyiikliigii bakimmdan ve ITS-, BOXA1- ve (GTG)s-
PCR DNA parmak izi profilleri ise DNA bantlarinin sayisi, blyiikligi ve yogunlugu
bakimidan referans bakteriler ile karsilastirilmis ve bakteriler % 16.7, % 33.34, % 50.0, %
66.7 ve % 83.4 degerlerindeki sinir benzerlik limitlerine gére belirli taksonomik gruplara
ayrilmistir. Bu baglamda, % 0-16.7 degerleri arasinda benzerlik gosteren bakteriler essiz
ayirici bir profile sahip olanlar, % 75.0-99.9 arasinda benzerlik sergileyenler benzer profile
sahip olanlar ve % 100 benzerlik gosterenler de ayni bant profiline sahip olanlar olarak
degerlendirilmislerdir. Istatiksel olarak 45 bg¢’den biiyiik olan enzim kesim fragmentleri
analiz edilmistir. Belirtilen 6 farkli DNA parmak izi uygulamasindaki dijital bant profilleri
arasindaki benzerlik, Pearson korelasyon katsayisi kullanilarak hesaplanmis ve UPGMA
analizi ile kiimeleme islemi yapilarak, izolatlar ve referanslar arasindaki genetik iliskinin 6

farkli parametre ile degerlendirildigi tiim test sonuglar1 tek bir dendogramda toplanmustir.
4.2.2. KLASIK FENOTIPIK OZELLIKLERIN BELIRLENMESI

Tim morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal fenotipik karakterizasyon testleri, E184aa ve
E208a kodlu izolatlar ile bu izolatlara en ¢ok 16S rRNA gen dizi benzerligi gosteren 12
referans sus kullanilarak ve 3 paralelli olarak gerceklestirilmistir. izolatlarm ve referans
suslarm farkli pH, sicaklik ve tuz degerlerindeki optimum tiremeleri, OD 600 nm’deki

spektrofotometrik 6lgiimler sonucunda belirlenmistir.

4.2.2.1. Hiicre ve Koloni Morfolojileri, Hareketlilik ve Spor Olusturma Ozellikleri

Koloni morfolojileri, tiim izolat ve referans suslarin Tryptic Soy Broth (TSB) sivi
besiyerinde ve MI kati besiyerinde (340, 341) 55-65°C’de 18-72 saat iiretilmis kiiltiirleri
kullanilarak belirlenmistir. MI besiyerinde 55°C’de 18-24 saat firetilmis kiiltlirlerden
hazirlanan preparatlar Gram boyama yapilmis ve immersiyon objektifi ile 151k
mikroskobunda (Olympus CX21) incelenerek kiiltiirlerin  mikroskobik analizleri
gergeklestirilmistir. Hiicre morfolojileri ve hiicre boyutlari, MI kati besiyerinde 6-72 saat
iretilmis kiiltiirlerden alinan 6rneklerin % 0.85°lik serum fizyolojik ile siispanse edilerek

hazirlanmig preparatlar ile faz kontrast mikroskobunda (Olympus BXS51) incelenmistir.
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Ayrica, faz kontrast mikroskobu ile bakterilerin spor olusturma ozelliklerine gore spor
sekilleri ve pozisyonlar1 incelenmistir. Spor olusumu, 55°C’de 6-48 saatlik MI kati
besiyerinde tiretilmis kiiltlirler kullanilarak belirlenmis, spor olusturan izolatlar spor sekli
(oval, elipsoidal ve yuvarlak), vejetatif hiicredeki spor pozisyonu (sentral, subterminal ve
terminal) ve siskinlik olusturup olusturmamas: agisindan incelenmistir (358). Bakterilerin
flagella boyamasi, Flagella Stain Droppers kit (TermoFisher Scientific, BD 261206)
icerigine gore yapilmistir. Flagella varligmin ve tipinin belirlenmesi icin gerekli
preparatlar1 hazirlamak tizere, bakteriler MI kat1 besiyerinde 55°C’de 6 saat inkiibasyona
birakilmustir. Inkiibasyon sonrast iireyen kiiltiiriin bir kolonisi 6ze ile almarak lam {izerine
konulan 15 pL’lik deiyonize su igerisine karistirmadan hafifce konulmus ve lam oda
sicakhiginda kurumaya birakilmistir. Daha sonra, kit kullanilarak 4 dakika siireyle flagella
boyamasi yapilmis ve bakterilerin flagella tipleri immersiyon objektifi altinda 10x100°liik

biiyiitmede 151k mikroskobu (Olympus CX21) ile goriintiilenmistir.

4.2.2.2. Optimum Ureme pH’s1

Optimum tireme pH’larinin belirlenmesi amaciyla; pH degerleri 5.0, 5.5, 6.0, 6.5, 7.0, 7.5,
8.0, 8.5, 9.0, 9.5, 10.0, 10.5 ve 11.0 olan NaOH ya da HCI ile ayarlannms farkli pH
araliklarindaki Nutrient Broth (NB) besiyerinde ve optimum iireme sicakliklarinda

kiiltiirlerin 18-24 saatlik tiremeleri gézlenmistir (358).

4.2.2.3. Optimum Ureme Sicakhig

Optimum tireme sicaklik degerleri, optimum pH degerine ayarlanmis NB besiyerinde 35,
37, 40, 55, 60, 65 ve 70°C’deki farkli sicaklik araliklarinda 18-24 saatlik inkiibasyon

sonucunda belirlenmistir (358).

4.2.2.4. Tuz Toleranslarinin Belirlenmesi

Tuz toleranslarmin belirlenmesi amaciyla, optimum sicaklik ve pH’da bulunan NB
besiyerine % 0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 3.0, 3.5, 4.0, 4.5 ve 5.0 (w/v) olacak sekilde NaCl

eklenerek, kiiltiirlerin 18-24 saatlik tiremeleri gozlenmistir (358).

4.2.2.5. Antibiyogram

Antibiyotik duyarliliklarmin belirlenmesi i¢in 10 farkli antibiyotik ile disk difiizyon testi
yapilmistir. Kullanilan antibiyotikler ve disk igerikleri (Oxoid); Kanamisin (30 pg),
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Novobiosin (30 pg), Vankomisin (30 pg), Penisilin G (10 U), Neomisin (30 ng),
Azitromisin (15 pg), Tetrasiklin (30 pg), Kloramfenikol (30 ug), Bazitrasin (10 U) ve
Rifampisin (30 pg)’dir (358).

4.2.2.6. Biyokimyasal Testler

Tiim bakterilerin MI agar besiyerinde On aktiflestirmeleri yapildiktan sonra uygun
besiyerlerinde katalaz ve amilaz aktiviteleri, kazein hidrolizi gibi enzim aktiviteleri ve
diger biyokimyasal testler yapilmistir. Amilaz aktivitesi icin M1 agar besiyerinde 55°C’de
24 saat tiretilen kiiltiirlere iyot ¢ozeltisi [% 2 potasyum iyodiir (KI) iginde ¢Oziilmiis %
0.2’lik iyot (I2)] damlatilmis ve nisastanin pargalanmasi sonucu kolonilerinin etrafinda
olusan zonun biyiikliigiine gore izolatlardaki amilaz aktivitesi belirlenmistir. Katalaz
aktivitesi, Nutrient Agar (NA) besiyerinde 55°C’de 18-24 saat inkiibe edildikten sonra lam
tizerinde siispanse edilen kiiltiire % 3’lik H2O2 damlatilmasiyla belirlenmis ve hava
kabarcig1 olusturan izolatlar katalaz pozitif olarak yorumlanmistir. Kazein hidrolizi, % 5
oraninda skim milk powder iceren kazein besiyerinde iiretilmis 24-48 saatlik kiiltiirler
kullanilarak belirlenmistir (358).

APl 50CH Kiti (bioMérieux, Fransa) kullanilarak izolatlarin ve referans suslarm 49 farklh
karbohidrat fermentasyon testleri yapilmistir. API 50CH kiti kapsaminda uygulanan
testlerde yer alan karbohidrat ailesi ve tiirevlerine ait (heterosidler, polialkoller, iironik
asitler) substratlar; gliserol, eritritol, D-arabinoz, L-arabinoz, D-riboz, D-ksiloz, L-ksiloz,
D-adonitol, metil-BD-ksilopiranozid, D-galaktoz, D-glukoz, D-fruktoz, D-mannoz, L-
sorboz, L-ramnoz, dulsitol, inositol, D-mannitol, D-sorbitol, metil-a.D-mannopiranozid,
metil-aD-glukopiranozid, N-asetilglukozamin, amigdalin, arbutin, eskiilin (ferrik sitrat),
salisin, D-sellobioz, D-maltoz, D-laktoz, D-melibioz, D-sukroz, D-trehaloz, inulin, D-
melezitoz, D-rafinoz, amidon (nisasta), glikojen, ksilitol, gentibioz, D-turanoz, D-likoz, D-
tagatoz, D-fukoz, L-fukoz, D-arabitol, L-arabitol, potasyum glukonat, potasyum 2-
ketoglukonat ve potasyum 5-ketoglukonattir. Ayrica, API 20E kiti (bioMérieux, Fransa)
kullanilarak oksidaz ve p-galaktosidaz (ONPG) testleri, arjinin dihidrolaz, lizin
dekarboksilaz ve ornitin dekarboksilaz reaksiyonlari, sitrat kullanimi, hidrojen siilfid (H2S)
iiretimi, triptofan deaminaz reaksiyonu, iire kullanimi, jelatin hidrolizi, indol {iretimi,
asetoin tUretimi (Voges Proskauer testi), nitratin nitrite (NO2) ve azot (N2) gazina
indirgenmesi gibi ¢esitli biyokimyasal testler de gerceklestirilmistir. Elde edilen fenotipik

test sonuglarma gore izolatlarin fenotipik farkliliklari ortaya ¢ikarilmistir (359).

100



4.2.3. YENI BAKTERI TURLERI OLDUKLARI ONGORULEN ANOXYBACILLUS
CiNSI iZOLATLARIN GENOTIPiK VE KEMOTAKSONOMIK YONTEMLERLE
TUR SEVIYESINDE TANIMLANMASI

16S rRNA-PCR, ARDRA, ITS-PCR, BOXAL1 ve (GTG)s-PCR gibi molekiiler analizler ile
fenotipik analizler sonucunda ortaya c¢ikan farkliliklara gore, E184aa ve E208a kodlu
Anoxybacillus izolatlarmin hangi referans tiirlerle DNA-DNA hibridizasyon analizlerinin
yapilacagina karar verilmistir. E184aa ve E208a kodlu Anoxybacillus izolatlarinin kesin
olarak tiir seviyesinde tanimlanabilmesi icin; gergeklestirilen fenotipik ve bazi molekiiler
analizlerin yani sira hiicre membran yapisinin (toplam hiicre yag asiti, kinon ve polar lipid)
ve hiicre duvarinda bulunan DAP (diaminopimelik asit) yapisinin analizleri gibi
kemotaksonomik testler ile genomik DNA’nin % G+C igerigi ve DNA-DNA hibridizasyon
analizleri gibi diger genotipik testler DSMZ Enstitiisii'nde (Almanya) hizmet alimi
seklinde yaptirilmistir. E184aa ve E208a kodlu Anoxybacillus izolatlarmin kesin tiir
teshislerinin yapilabilmesi i¢in elzem olan bu testlerin metodolojileri DSMZ’den temin
edilmis ve 4.2.3.1-4.2.3.4 boliimlerinde belirtilmistir. Izolatlara DSMZ Enstitiisii’nde
uygulanmasi talep edilen kemotaksonomik ve genotipik analizler Cizelge 4.17°de
verilmistir.

Cizelge 4.17. E184aa ve E208a kodlu Anoxybacillus izolatlarinin hizmet alimi seklinde
gerceklestirilen kemotaksonomik ve genotipik analizleri

Analizler E184aa E208a
%-gll_ccr:f):sel yzfg- asiti analizi X X
ﬁgircl:;\hahn 3 X X
(P_IQII_e&r)Ilplc-i %malm X X
(I?I'TZ: )anaI|2| X X
DNA baz kompozisyonu X X

(% G+C icerigi) (HPLC)

E208a X E184aa

DNA-DNA hibridizasyonu

E184aa X A. gonensis NCIMB 139337
E184aa X A. ayderensis NCIMB 139727
E184aa X A. kamchatkensis DSM 149887

E184aa X A. kamchatkensis subsp.
asaccharedens DSM 184757
E184aa X A. salavatliensis DSM 226267

E208a X A. gonensis NCIMB 139337
E208a X A. ayderensis NCIMB 139727
E208a X A. kamchatkensis DSM 149887
E208a X A. kamchatkensis subsp.
asaccharedens DSM 184757
E208a X A. salavatliensis DSM 226267
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4.2.3.1. Hiicre Membran Yapisinin Incelenmesi

4.2.3.1.1. Toplam Hiicre Yag Asiti ve Kinon Analizleri

Toplam hiicre yag asiti ve kinon analizleri i¢cin 5 g yas agirliginda hiicreye ihtiyag
duyuldugundan, oncelikle biyokiitle iiretimi yapilmistir. Yag asiti analizleri i¢in, izolatlar
Trypticase Soy Broth Agar (TSBA40)’da 55°C’de 24 saat iiretilmistir. Miller (1982) ile
Kuykendall ve ark. (1988) tarafindan kullanilan ydntemin modifikasyonu yapilarak;
saponifikasyon, metilasyon ve ekstraksiyon ile petri kaplarindan toplanan 40 mg hiicreden
yag asiti metil esterleri izole edilmistir (360, 361). Daha sonra, yag asiti metil esterleri
karisimi bir gaz kromotografisi sistemi iceren Sherlock Microbial Identification Sistemi
(MIS, MIDI Inc, Newark, USA) kullanilarak ayrilmistir. Pikler otomatik olarak
biitlinlestirilmis ve hiicre bilesenindeki yag asitlerinin adlar1 ve yilizdeleri MIS standart

yazilimi (MIDI Inc Sherlock MIS software, version 6.1) ile hesaplanmistir.

Lipokinonlar, Tindall (1990) tarafindan tanimlanan iki basamakli yontem kullanilarak 100
mg liyofilize hiicre materyalinden ekstrakte edilmistir. Solunum kinonlari, metanol:hekzan
kullanilarak ekstrakte edilmis ve ardindan hekzan igerisinde faz ayrimi gergeklestirilmistir.
Solunum kinonlari, ¢6ziicli olarak hekzan:metil tersiyer biitil eter (9:1, v/v) kullanilarak
silika jel ince tabaka kromatografisi (TLC, Macherey-Nagel Art. No. 805 023) ile farkli
smiflara ayrilmistir. Farkli kinon smiflarma karsilik gelen UV emici bantlar (6rn.
menakinonlar ya da ubikinonlar) plakadan ¢ikarilmis ve seyreltici olarak metanol:heptan
(9:1, v/V) kullanilarak terz faz kolonlu bir LDC Analitik HPLC (Thermo Separation
Products) cihazi ile analiz edilmistir. Solunum lipokinonlar1 269 nm’de tespit edilmistir

(362, 363).

4.2.3.1.2. Polar Lipid Analizi

Polar lipidlerin analizinde 100 mg liyofilize hiicre materyali kullanilmis olup, polar lipidler
kloroform:metanol:% 0.3’liikk sivi NaCl karigimi 1:2:0.8 (v/v/v) kullanilarak ve Bligh ve
Dyer (1959) c¢alismasinda kullanilan yontemin (364) modifikasyonu ile ekstrakte
edilmistir. Ekstraksiyon c¢oziiciisii bir gece karistirilmis ve hiicre atigi santrifiij ile
uzaklastirilmistir. Kloroform:metanol:% 0.3’Lik sivi NaCl karisimmim oran1 1:1:0.9
(v/v/v)’a ayarlandiktan sonra, polar lipidler kloroform fazi i¢inde geri kazanilmistir. Polar
lipidler, iki boyutlu silika jel ince tabaka kromatografisi (TLC) (Macherey-Nagel Art. No.
818 135) ile ayrilmustir. ilk olarak kloroform:metanol:su (65:25:4, v/v/v) ve ikinci olarak
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da kloroform:metanol:asetik asit:su (80:12:15:4, v/v/v/v) karisimi uygulanmistir. Toplam
lipid materyali ve spesifik fonksiyonel gruplar; molibdatofosforik asit (toplam lipitler),
Zinzadze reaktifi (fosfat), ninhidrin (serbest amino grouplari), periyodik asit-Schiff (PAS)
(a-glikoller), Dragendorff (dordiinciil nitrojen) ve a-naftol-siilfirik asit (glikolipitler)
kullanilarak belirlenmistir (365).

4.2.3.2. Diaminopimelik Asit (DAP) I¢eriginin Belirlenmesi

Izolatlarin 5 mg’lik liyofilize hiicrelerinden elde edilen toplam hiicre hidrolizatlarinda (4N
HCI, 100°C, 15 saat) Dpm (2,6-diaminopimelik asit) izomerlerinin ya da OH-Dpm (2,6-
diamino-3-hidroksipimelik asit) varligi, TLC ile seliiloz plakalar iizerinde incelenmistir
(163).

4.2.33. % G+C iceriginin Belirlenmesi

Genomik DNA’nin % G+C igeriginin belirlenmesi i¢in DSMZ’de uygulanan metoda gore;
oncelikle French press cihazi (Constant systems TS-Series 0.75 KW French press, 1UL
Instruments) kullanilarak hiicre lize edilip hidroksiapatit ile DNA izolasyonu yapilmistir
(366). DNA degradasyonu i¢in saflastirilan bakteri DNA’s1 P1 niikleaz ile sindirildikten
sonra niikleotidler bovine alkalen fosfataz ile defosforilize edilmistir (223). HPLC sistemi
(Shimadzu) ile pH 4.4’lik 0,3 M [(NH4)H2POus/asetonitril (40:1) (v/iv)] ¢ozicisi
kullanilarak hazirlanmis defosforile DNA igerigi kolondan gecirilmistir (367). Islem
sonunda % G+C degerleri, deoksiguanozin (dG) ve deoksitimidin (dT) oranina bagli olarak
hesaplanmistir (223). Kalibrasyon, referans DNA olarak metillenmemis Lambda-DNA
(GC igerigi: 49.858 % mol) (223) ile B. subtilis DSM 402 (GC igerigi: 43.518 % mol),
Xanthomonas campestris pv. campestris DSM 3586 (GC igerigi: 65.069 % mol) ve
Streptomyces violaceoruber DSM 40783 (GC igerigi: 72.119 % mol) suslarina ait DNA’lar
kullanilarak yapilmaistir.

4.2.3.4. DNA-DNA Hibridizasyon Analizleri

DNA-DNA hibridizasyon analizi i¢in ¢aprazlanmasi istenilen her bir izolat ve referans sus
oncelikle hibridizasyon islemi i¢in hazirlanmigtir. Bunun i¢cin DNA, French pressure aleti
kullanilarak hiicreden izole edilmis ve hidroksiapatit ile kromatografik olarak

saflastirilmistir (366). Analizler i¢in in-situ sicaklik probu ve sicaklik kontrol sistemi
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iceren UV/VIS 6zel bir spektrofotometre kullanilmis ve deneyler 2X SSC (tuzlu sodyum
sitrat) tamponunda 68°C’de yiiriitiilmiistiir (225, 368).

4.2.4. a-AMILAZ AKTIVITESININ KALITATIF VE KANTITATIF TAYINi

4.2.4.1. a-Amilaz Aktivitesinin Kalitatif Tayini

Tiir teshisi yapilacak E184aa ve E208a kodlu izolatlar ile A3210, A321, D222b ve E184ab
kodlu Anoxybacillus izolatlarmin yani sira, 18 Anoxybacillus referans susunun kalitatif o-
amilaz aktiviteleri, % 1 ¢Oziiniir nisasta iceren MI agar besiyerinde 55°C’de 24 saat
tiretilen kiltiirlere iyot ¢ozeltisi [% 2 potasyum iyodiir (KI) iginde ¢oziilmiis % 0.2’lik iyot
(12)] damlatilarak incelenmistir. Bu islem sonucunda, koloni etrafinda nisasta pargalanmasi
sonucu olusan zonun bliylikliigline gore izolatlardaki amilaz aktivitesi -, L, +, ++, +++ ve
++++ seklinde degerlendirilmis ve kolonisi etrafinda 2 cm’den biiyiik zon olusturan (> ++)
bakteriler yiikksek amilolitik aktiviteye sahip izolatlar olarak belirlenmistir (358). Ayrica,
calismalarda dis grup olarak Geobacillus cinsini temsilen G. stearothermophilus DSM 227
ve Bacillus cinsini temsilen de B. amyloliquefaciens DSM 77 referans suslar1 pozitif
kontrol olarak kullanilmistir. Tiim Anoxybacillus izolatlar1 ve referans tiirlerin kalitatif
olarak tespit edilen a-amilaz aktivite zonlar1 ve olusan zonlarin biiyiikligiine gore a-amilaz
aktivitelerinin degerlendirilmesi yapilmis ve yiiksek amilolitik aktiviteye sahip basiller,

kantitatif amilaz aktivitesi analizine alinmustir.

4.2.4.2. a-Amilaz Aktivitesinin Kantitatif Tayini

4.24.2.1. Kalitatif Olarak Amilolitik Aktivite Gosteren Basillerde Hiicre Disi
Amilaz Uretimi

6 Anoxybacillus izolat1 (A321, A3210, D222b, E184aa, E184ab ve E208a) ve 20 referans
tirtin hiicre dis1 a-amilaz aktiviteleri, substrat olarak c¢oziinebilir nisastayr hidroliz
edebilme yeteneklerine gore spektrofotometrik oOlglimler neticesinde kantitatif olarak
belirlenmistir (369). Oncelikle tiim izolatlarm ve referans tiirlerin % 1 ¢dziiniir nisasta
iceren MI besiyerinde 55°C’de 18 saat iiretilen kiilttirleri, % 0.85 steril serum fizyolojik
icerisine inokiile edilerek, OD 660 nm’de absorbanslar1 0.2-0.4 arasinda olacak sekilde
ayarlanmigtir. Bu bakteri stispansiyonundan 500 pL alinarak 3 tekrarli olacak sekilde 3
farkli 5 mL’lik modifiye Santos ve Martins (2003) enzim tiretim besiyerine (342) inokiile
edilmis ve her bir bakteri 150 rpm’de 72 saat inkiibe edilmistir. Besiyerinin sicakligi

(sadece B. amyloliquefaciens DSM 77 referans tiirii icin 37°C olmak iizere 55-65°C) ve
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pH’st (pH 6.5-8.0) her bir bakterinin optimum sicaklik ve pH istegine gore ayarlanmustir.
72 saatte iiretilen kiiltlirler, daha onceden darasi alinmis steril ependorflara alinarak,
4°C’de 5000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Her bir bakteri kiiltiiriinden elde edilen
slipernatant, hiicre dis1 enzim kaynagi olarak kullanilmak iizere steril cam tiiplere
aktarilmustir. Santrifiij sonrasi darasi almmis ependorflarin dibinde kalan bakteri
pelletlerinin ise fazla suyu alinarak, bakterilerin yas agirliklar1 6l¢iiliip mg cinsinden hiicre

miktarlar1 hesaplanmustir.

4.2.4.2.2. Maltozun Ekstinksiyon Katsayisinin Hesaplanmasi

Enzim aktivitesinin hesaplanmasinda kullanilan maltozun ekstinksiyon katsayisinin
belirlenmesi i¢in 50 mg/mL stok maltoz dH>O’da ¢6ziilmiistiir. Bu stok ¢ozeltiden, fosfat
tamponu (pH:7.0) kullanilarak 0.1-2.5 mg/mL olacak sekilde diliisyonlar hazirlanmistir.
Hazirlanan diliisyonlara 1 mL DNS eklenerek 5 dakika kaynatilmistir. Tiipler soguduktan
sonra 540 nm dalga boyunda optik yogunlugu Olciilmiistiir. Elde edilen absorbans
degerlerine karst mM standart maltoz konsantrasyon egrisinin egiminden ekstinksiyon
katsayis1 hesaplanmistir (17). Maltozun ekstinksiyon katsayisi, bakteriye goére degisen
uygun pH ve sicaklik degerlerine gore L/mM.cm cinsinden belirlenmistir (6rn. €s4onm

=1.454 L/mM.cm, pH 7.0, 65°C).

4.2.4.2.3. Kantitatif a-Amilaz Aktivite Tayini

Hiicre dis1 a-amilaz aktivitesinin tayin edildigi standart reaksiyon karigimi, enzime gore
degisen uygun pH degerine gore ayarlanmms 0.5 mL 0.2 M sodyum fosfat tamponu
icerisinde hazirlanmis % 2’lik ¢Oziiniir nisasta c¢ozeltisine, gerektiginde diliisyona
ugratilmis 0.5 mL enzim c¢ozeltisinin eklenmesi ile hazirlanmistir. Enzim ilavesi
sonucunda, her bir enzimin optimum aktivite gosterdigi sicaklik degeri dikkate alinarak,
55-65°C arasinda degisen sicakliklarda (sadece B. amyloliquefaciens DSM 77 referans tiirii
icin 37°C) 10 dakika inkiibe edilen karisimdaki reaksiyon, 1 mL 3,5-dinitrosalisilik asit
(DNS) ayiraci eklenerek durdurulmus ve daha sonra karigim, renk reaksiyonunun olusmasi
icin 5 dakika siireyle kaynatilmigtir. Tiim reaksiyon tiipleri sogutulduktan sonra, a-amilaz
aktivitesi 540 nm dalga boyunda UV visible mikroplate okuyucuda (BioTek) kore karsi
absorbans degerleri kaydedilerek dlgiilmiistiir. Spektrofotometrik 6l¢iimde, 0.5 mL substrat
¢ozeltisi, 0.5 mL sodyum fosfat tamponu ve 1 mL DNS ayiraci kullanilarak hazirlanan
kore karst okuma yaptirilmistir. Farkli konsantrasyonlarda maltozun kullanildig1 standart

egriye gore amilaz aktivitesi sonucunda hidroliz edilen maltoz oranmi belirlenmistir. o-
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Amilaz aktivite deneyleri, 3 paralel olarak calisilan her bir test tiipiiniin 3 kez tekrarlanan

reaksiyon sonuglarinin ortalama degerlerinin alinmasiyla hesaplanmustir.

Sonug olarak, her bir bakterinin a-amilaz aktivitesine ait ii¢ farkli absorbans degerinin
ortalamas1 almmis ve enzim aktivitesi dncelikle U/mL cinsinden hesaplanmustir. Izolatlarin

amilaz tiretimlerini karsilastirabilmek amaciyla, her bir tiipiin amilaz aktivitesi kendine ait

pelet agirhigina boliinerek U/g cinsinden hesaplama yapilmis ve boylece izolatlarin hiicre
yas agirliklarmma baglhh olarak olusturduklar1 amilaz aktivitelerine gore bir dizin
olusturulmustur. Sonrasinda, bakterilerin ortalama kantitatif a-amilaz aktivitesi (U/mL) ve
ortalama enzim aktivitesi/biyokiitle (U/g) degerleri istatistiksel olarak karsilastirilmis ve en

yiiksek enzim iireticisinden en diisiige dogru siralanmislardir.

4.2.4.2.4. Enzim Unitesinin Tanimi

Bir iinite (U) a-amilaz, standart deney kosullarinda dakikada 1 pmol indirgen seker
(maltoz) agiga g¢ikaran enzim miktar1 olarak tanimlanmis ve enzim aktivitesi asagidaki

formiil kullanilarak hesaplanmistir:

AOD x Vi x Dy

Unite/mL enzim =
€540nm X t X b X Ve

OD = Optik yogunluk

AOD = ODs4onm Ornek-ODsaonm Kor

Vs = Tiipte hazirlanan toplam hacim (2 mL)
Dt = Diliisyon faktorii

€s40nm = Uygulanan reaksiyon kosullarinda maltozun 540 nm’deki ekstinksiyon katsayisi

(L/mM.cm)
t = Reaksiyon zamani (10 dakika)
b = Kiivetin 151k ge¢is yolu (1 cm)

Ve = Kiivette okutulan reaksiyon karisimindaki enzim hacmi (0.5 mL) (370)
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4.25. a-AMILAZ VE SIKLODEKSTRIN GLUKANOTRANSFERAZ GEN
BOLGELERININ MOLEKULER, FILOGENETIK VE IN SILIKO TEKNIKLERLE
ANALIZLERI

4.25.1. a-Amilaz ve Siklodekstrin Glukanotransferaz Gen Bolgelerinin PCR ile

Cogaltilmasi ve Dizi Analizleri

Yiiksek amilolitik aktivite gosteren 6 Anoxybacillus izolat1 (A321, A3210, D222b, E184aa,
E184ab ve E208a) ve 20 referans tiir olmak iizere toplam 26 bakterinin a-amilaz gen
bolgeleri, PCR reaksiyonlar1 ile cogaltilmistir. B. amyloliquefaciens DSM 77 ve G.
stearothermophilus DSM 227 referans suslari, calismaya farkli cinslere ait amilaz iireticisi
suslar olduklarindan pozitif kontrol olarak dahil edilmislerdir. 1.518 b¢ uzunlugundaki a-
amilaz gen bolgesinin PCR ile ¢ogaltilmasi i¢in, Chai ve ark. (2012) tarafindan bakteriyel
amilazlarin korunmus gen bdlgelerine goére tasarlanmis primerler (amy ileri ve geri
primerler) kullanilmistir (18). Tiim amilaz genini ¢ogaltmayi hedefleyen bu primerlerin,
mevcut Anoxybacillus tiirlerine ait genom dizilerinin BLAST analizleriyle (346)
karsilagtirilmasi yapilmis ve primerlerin bu gen bdlgesine uygunluk gosterdikleri tespit
edilmistir. Belirlenen a-amilaz gen bdlgelerinin ¢ogaltilamadigi durumlarda, yine Chai ve
ark. (2012) tarafindan yapilan caligmada kullanilan ve bakteriyel amilazlarin korunmus gen
bolgelerine gore dizayn edilmis ve yaklagik 800 b¢’lik bir gen bdlgesini ¢ogaltabilen
dejenere primerler (d-amy ileri ve geri primerler) kullanilmistir (18). Bunlarm yani sira,
amy primeri ile gogaltilamayan A. rupiensis DSM 17127T ve A. caldiproteolyticus DSM
157307 referans genleri d-amy dejenere primeri ile yaklasik 800 bg¢ kadar cogaltilip
dizilenmistir. Dizileme sonrasi gerceklestirilen BLASTN taramasi sonucunda, her iKi
bakteriye ait gen dizilerinin en ¢ok B. stearothermophilus siklodekstrin glukanotransferaz
genlerine ve NCBI-korunmus domain taramasi (Conserved Domain Search Service-CDS)
(http://www.ncbi.nIm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi, 347) sonucunda ise diger amilaz
gen dizilerimizden farkli olarak, AmyAc_AmyMalt CGTase_like (cd11320) korunmus
protein domainine benzerlik gosterdikleri belirlenmistir. Bu bulgular 1s1ginda, A. rupiensis
DSM 171277 ve A. caldiproteolyticus DSM 157307 referans suslarmm, dizilenmesi
hedeflenen amilaz genleri yerine siklodekstrin glukanotransferaz genlerinin ¢ogaltildig:
belirlenmistir. Bu nedenle, Anoxybacillus cinsine ait bir siklodekstrin glukanotransferaz
genini (GenBank aksesyon numarasi: CP015435.1) hedef alarak cgt olarak adlandirdigimiz
ve d-amy primeri ile yaklasik ilk 800 bg¢’lik bolgesinin dizilenebildigi bu genin 735-2136

be’lik downstreamdeki geri kalan kismin1 gogaltabilen bir primer ¢ifti Primer3web (version
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4.0) programu (http://primer3.ut.ee; 343, 344) kullanilarak tasarlanmistir. a-Amilaz ve
siklodekstrin glukanotransferaz genlerinin ¢ogaltildigi PCR reaksiyonlarinda kullanilan
primerlere ait dizi bilgileri Cizelge 4.18’da verilmistir.

Cizelge 4.18. o-Amilaz-PCR ve siklodekstrin glukanotransferaz-PCR reaksiyonlarinda
kullanilan primerlerin dizi bilgileri

. . Organizma
Primer Heqef G.en Primer Dizileri (5’-3%) Amplikon 1—"‘ (GenBank | Referans
adi Bolgesi (bg) (°C) Aksesyon No)
fleri primer: 573
. AAACGTGTATTTCGCGCGC )
amy a-amilaz Geri primer: 1518
primer. 59.4 | Anoxybacillus
TGATGCTTTTCGTTTACGCGC sp. SK3-4 (18)
Tleri primer: '
d-amy* . GGNGGNGAYTGGCARGGN 67 | (JF932307.1)
a-amilaz —— - ~800
Geri primer: 58
CATRTCRTGRTTRTCDATRAA
fleri primer: ;
siklodekstrin GATTTTCGTTTCGGACAAAAG 555 | Anoxybacillus
cgt —— 1019 sp. B2M1 bu tez
glukanotransferaz | Geri primer: 56.4 | (CP015435.1)
AACATTGCCACTTCCGTCTT ) )

*N:A+C+G+T;Y:C+T,REA+G;D:G+A+T

Chai ve ark. (2012) tarafindan yapilan ¢alismada (18) 6nerilen PCR kosullari, 6ncelikle
primer ¢iftinin baglanma 1sis1 (Tm) i¢in 52-54-55-56-58-60-62-64°C sicaklik degerlerinde
ve 50 upL’lik toplam reaksiyon hacminde 1.5, 2.0 veya 2.5 mM’lik son MgCl;
konsantrasyonu kullanilarak gradient PCR reaksiyonlar1 ile optimize edilmistir. a-Amilaz-
PCR reaksiyonlari, kullanilan primer ¢iftinin baglanma 1sis1, bakteriye gore degismekle
birlikte, 55°C ya da 58°C ve MgCl, son konsantrasyonu 2.0 ya da 2.5 mM olacak sekilde;
siklodekstrin glukanotransferaz-PCR reaksiyonlari ise primer g¢iftinin Tm degeri 52°C ya da
55°C ve MgCl son konsantrasyonu 2.0 ya da 2.5 mM olacak sekilde sirasiyla Cizelge 4.19
ve Cizelge 4.20°de miktarlar1 belirtilen PCR reaktifleri ve Cizelge 4.21’de verilen
reaksiyon kosullar1 kullanilarak gergeklestirilmistir. PCR {iriinleri, % 1’°lik agaroz jelde
yuriitiildiikten sonra jel goriintiileme cihazinda goriintiilenmis, PCR ekstraksiyon Kiti
(Fermentas, K0702) ile saflastirilmis ve daha sonra piirifiye amplikonlarin ¢ift yonli dizi

analizi hizmet alim1 seklinde gerceklestirilmistir.
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Cizelge 4.19. o-Amilaz ve siklodekstrin glukanotransferaz genlerinin gogaltilmasi igin
uygulanan PCR protokolii (MgCl2 son konsantrasyonu 2 mM)

Reaksiyon bilesenleri Miktar (uL) Stok Konsantrasyonu
Taq Tamponu + KCI* 5uL 10X

MgCl: 4L 25 mM

dNTP 0.5puL 20 mM

ileri primer 1puL 20 pmol/uL

Geri primer luL 20 pmol/uL

Taqg DNA Polimeraz 0.3 uL 5 U/uL

Kahp DNA 15uL 200 ng/uL
ddH:0O 36.7 pL -

Toplam Hacim 50 uL

*100 mM Tris-HCI, 500 mM KCI, pH 8.8

Cizelge 4.20. a-Amilaz ve siklodekstrin glukanotransferaz genlerinin ¢ogaltilmasi igin

uygulanan PCR protokolii (MgCl2 son konsantrasyonu 2.5 mM)

Reaksiyon bilesenleri Miktar (nL) Stok Konsantrasyonu
Taq Tamponu + KCI* 5uL 10X

MgCl2 5uL 25mM

dNTP 0.5puL 20mM

ileri primer luL 20 pmol/uL

Geri primer 1puL 20 pmol/uL

Taq DNA Polimeraz 0.3 uL 5 U/uL

Kalip DNA 15uL 200 ng/pL
ddH20 35.7 uL -

Toplam Hacim 50 uL

*100 mM Tris-HCI, 500 mM KClI, pH 8.8

Cizelge 4.21. o-Amilaz ve siklodekstrin glukanotransferaz geninin ¢ogaltilmas: igin

uygulanan PCR reaksiyon kosullar1

Reaksiyon asamalan Sicaklik (°C) Siire Dongii sayisi
Baslangi¢ denatiirasyonu 95°C 5 dk 1
Denatiirasyon 95°C 1dk
. 5 55°C ya da 58°C (amy)

Primer baglanmasi 52°C ya da 55°C (cq) 50 sn 30 dongii
Zincir uzamasi 72°C 1.5dk
Son zincir uzamasi 72°C 5 dk 1

4°C 0 1
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4.25.2. a-Amilaz ve Siklodekstrin Glukanotransferaz Genlerinin Annotasyonu ve

GenBank Aksesyon Numaralarimin Temini

Hizmet alimi seklinde ileri ve geri primerlerle dizilenen her bir gene ait ikili ABI-
kromatogramlari, oncelikle olusan baz piklerinin dogruluklar1 ve okumalarin kalitesine
bakilarak Geneious R10 programinda (345) 0On degerlendirilmeye alinmislardir.
Kromatogramlari iyi kalitede olmayan gen dizileri yeniden dizilenmistir. Dizileme kalitesi
yiiksek kromatogramlardaki ileri ve geri primer dizilerini igeren her bir gen dizisi,
Geneious R10 programinda bulunan ClustalW uygulamasiyla (354) hizalanmis ve ileri ve

geri primerler ¢akistirilarak her bir gene ait tam bir DNA dizisi elde edilmistir.

Protein kodlayan bir gen i¢in GenBank (97) veri tabanindan aksesyon numarasi alabilmek
amaciyla;

e ilgili genin tiim/kismi dizisinin,

e acik okuma gergevesinin (ORF),

e varsa baslangic ve stop kodonlarmin,

e GenBank veri tabaninda mevcut benzer gen/enzimleri kodlayan diger gen/amino asit

dizileriyle karsilastirmalarinin,

e gen dizisine bagli olarak elde edilen olasi amino asit dizilerinin,

¢ bagli bulundugu enzim siiperfamilyasina ait korunmus dizi bélgelerinin varligmin,

¢ bu bolgeler bakimindan en ¢ok hangi enzim familyasina benzerlik gosterdiklerinin,

e dizi bilgisinde varsa mevcut aktif/katalitik bolgelerinin belirlenmesi, yani kisaca
genin CDS (Conserved Domain Search-korunmus domain aramasi) annotasyonunun
gergeklestirilmesi gerekmektedir. Bu kapsamda, oncelikle hizalanarak birlestirilen gen
dizileri, NCBI-BLASTN/BLASTP programlar1 yardimiyla GenBank veri tabaninda
mevcut referans suslara ait o-amilaz ve siklodekstrin glukanotransferaz enzimlerini
kodlayan gen/amino asit dizileri karsilastirilarak aralarindaki gen/amino asit dizisi
benzerlik oranlar1 belirlenmistir. Sonrasinda ise gen dizilerimize en ¢ok benzerlik gosteren
Anoxybacillus cinsine ait referans gen dizileri kiyaslama amaciyla bundan sonraki
caligmalara dahil edilmistir. Calismada kullanilan tiim genlerin olas1 amino asit dizileri,
Mega 6 programi (348) ile standart genetik koda gore olasi amino asit diline gevrilmistir.
ORF koordinatlarmin tespitinden sonra gen dizilerinin translasyonu yapilmigtir. Daha
sonrasinda ise NCBI-conserved domain arama programi (347) kullanilarak, elde edilen

olas1 amilaz ve siklodekstrin glukanotransferaz enzim proteinlerinin amino asit dizilerinde;
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amilaz siiperfamilyasina ait korunmus dizi bolgelerinin mevcudiyeti, en ¢ok hangi a-
amilaz familyasina ait enzim(ler)e benzerlik gosterdikleri ve olasi aktif/katalitik bolgeleri
belirlenmistir. Ayrica, NCBI-BLASTN programi yardimiyla kodlama bdlgelerinin
annotasyon caligmalar1 yiritiilmiistiir. Son olarak da elde edilen nihai gen dizileri ve
yapisal analizler neticesinde, GenBank veri tabanina (NCBI-Banklt) (350) basvurularak
her bir a-amilaz ve siklodekstrin glukanotransferaz gen dizisine aksesyon numarasi temin

edilmistir.

4.253. a-Amilaz ve Siklodekstrin Glukanotransferaz Amino Asit Dizilerinin
Filogenetik Analizleri

BLASTP programi yardimiyla GenBank veri tabaninda Anoxybacillus cinsine ait mevcut
referans suslarin a-amilaz ve siklodekstrin glukanotransferaz enzimlerine ait protein
dizileri saptanmis ve kendi dizilerimizle aralarindaki amino asit dizisi benzerlik oranlar1
belirlenmistir. Tez kapsaminda elde edilen dizilerle, en ¢ok benzerlik gosteren referans
protein dizileri Genious R10 programinda yer alan ClustalW uygulamasiyla hizalanmis ve
filogenetik agag, yine Geneious programinda 1000 bootstrap numunelemesi ile Jukes-
Cantor genetik mesafe modellemesine (371) gore Neighbour-joining aga¢ olusturma

metodu kullanilarak olusturulmustur (345).

4.25.4. a-Amilaz ve Siklodekstrin Glukanotransferaz Amino Asit Dizilerinin In
Siliko Tekniklerle Analizleri

Korunmus domain ve gen annotasyon ¢alismalari neticesinde, olas1 amilaz ve siklodekstrin
glukanotransferaz protein dizilerinde belirlenen korunmus domainler ve katalitik bolgeler,
Clustal OMEGA programu (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/, 349) kullanilarak
alt alta eslestirilmistir. Kendi dizilerimize en ¢ok benzerlik gosteren, GenBank’taki bazi
amilaz ve siklodekstrin glukanotransferaz protein dizileri de karsilastrma amaciyla bu
eslestirmeye dahil edilmistir. Son olarak, bu referans diziler ile kendi amilaz/CGTaz
protein dizilerimiz hizalanarak, belirlenen korunmus domainler ve aktif/katalitik
bolgelerdeki amino asit kokleri isaretlenerek gosterilmistir. Ayrica, WebLogo 3.5.0
programi1  (http://weblogo.threeplusone.com/create.cgi, 351)  yardimiyla, sadece
Anoxybacillus cinsi bakterilerin a-amilaz ve siklodekstrin glukanotransferaz proteinlerine
ait coklu hizalanmis amino asit dizileri kullanilarak, korunmus dizi bolgelerinin tek tek ve

toplu halde gosterildigi dizi logolar1 olusturulmustur.
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5. ARASTIRMA BULGULARI

Bu boliimde, tez ¢alismasinin ilk basamagi olan E184aa ve E208a kodlu, a-amilaz {ireticisi
termofilik  Anoxybacillus izolatlarinin  fenotipik, kemotaksonomik ve genotipik
ozelliklerinin belirlenmesi amaciyla yapilan tiim analiz sonuglar1 ile tezin ikinci basamagi
olan izolatlarin ve referans suslarin a-amilaz aktivitesinin kalitatif ve kantitatif analiz
sonuclart ve GHI13 familyasina dahil o-amilaz ve siklodekstrin glukanotransferaz
genlerinin dizilenmesi sonrasinda gergeklestirilen filogenetik ve in siliko analizlere ait

bulgular sunulmustur.

5.1. GENOTIPIK OZELLIKLERIN BELIRLENMESINE YONELIK
GERCEKLESTIRILEN ANALIZLERIN SONUCLARI

5.1.1. GENOMIK DNA iZOLASYONU

16S rRNA genlerinin dizilenmesi (sadece 6 izolat), ARDRA, ITS-PCR ve Rep-PCR
analizleri ile a-amilaz ve siklodekstrin glukanotransferaz genlerinin dizilenmesinde, tez
kapsaminda calisilan bakterilerden izole edilen genomik DNA’lar kullanilmistir. Tiim
Anoxybacillus izolatlarindan ve referans suslardan izole edilen DNA molekiillerinin
miktarlar1 (ng/pL) ile 260/280 ve 260/230 oranlar1 Cizelge 5.1°de verilmistir.

Cizelge 5.1. Tez kapsaminda ¢alisilan tiim Anoxybacillus izolatlarmin ve referans tiirlerin
DNA konsantrasyonlari

S,\‘S‘ izolat Kodu/Tiir Ad1 konsaa"c\ll'gsyonu A260 A280 | A260/A280 | A260/A230
(ng/uL)
1 | E184aa 1838,55 37,185 18,777 1,99 2,43
2 | E208a 880,9 17,618 9,335 1,89 2,02
3 | A321 1129,8 22,597 11,647 1,94 2,20
4 | A3120 426,5 8,529 4,585 1,86 2,02
5 | D222b 776,9 15,537 8,398 1,85 2,09
6 | E184ab 1665,5 33,309 16,822 1,98 2,13
7 | A. salavatliensis DSM 226267 1717,8 34,356 17,038 2,02 2,44
8 | A. calidus DSM 252207 501,1 9,899 5,145 1,92 1,90
9 | A. gonensis NCIMB 139337 1810,7 35,712 17,449 2,03 2,31
10 | A. ayderensis NCIMB 139727 1531,4 30,627 15,137 2,02 2,52
11 | A. kestanbolensis NCIMB 139717 1736,25 34,920 17,431 1,99 2,28
12 | A. flavithermus DSM 26417 1272,95 24,850 12,022 2,02 2,28
13 | A. kamchatkensis DSM 149887 2349 4,698 2,350 2,00 2,37
14 | A. amylolyticus DSM 159397 3444,75 68,791 34,131 2,02 2,49
15 | A. caldiproteolyticus DSM 157307 806,3 16,126 8,543 1,89 2,32
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Cizelge 5.1. (devam)

S,\‘lga izolat Kodu/Tiir Ady konsaa::\lrgsyonu A260 A280 | A260/A280 | A260/A230
(ng/pL)
16 | A. tepidamans DSM 163257 3004,8 61,256 31,441 1,98 2,13
17 | A. thermarum DSM 171417 5115 10,229 5,320 1,92 2,30
18 | A. rupiensis DSM 171277 706,2 13,641 7,183 1,90 2,18
19 | A. voinovskiensis DSM 170757 620,15 12,445 6,497 1,93 2,00
20 :;:;?;?Z‘éﬁgsgss&bi% 75T 1010,8 20,215 10,227 1,08 2,36
21 Q'C"Taé”lhggng‘f subsp. yunnanensis 3524 7,048 3,636 1,94 1,94
22 | A. mongoliensis DSM 191697 885,1 17,702 9,049 1,96 2,15
23 | A. suryakundensis DSM 273747 359,5 7,171 3,708 1,94 2,17
24 | A. kaynarcensis DSM 217067 1314,5 26,290 13,501 1,95 2,36
25 | G. stearothermophilus DSM 227 12715 25,261 12,601 2,00 2,46
26 | G. thermoglucosidans DSM 25427 1150,8 23,015 11,895 1,93 2,39
27 | B. amyloliquefaciens DSM 77 820,7 16,464 8,443 1,96 2,33

5.1.2. 16S rRNA GENININ PCR iLE COGALTILMASI

E184aa ve E208a kodlu Anoxybacillus izolatlarinin ve referans tiirlerin 27F ve 1492R
primerleri kullanilarak elde edilen 16S rRNA-PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforez
goriintiileri  Sekil 5.1°de sunulmaktadir. Tez kapsaminda, aym1 zamanda ARDRA
analizlerinde de kullanilacak 16S rRNA genleri, sadece Cizelge 5.2’de sunulan ve 6n

calismalarda da kullanilan 6 izolat i¢in dogrulama amaciyla yeniden dizilenmistir.

78 9 101112 13K 1516171819 22208 N

Sekil 5.1. Anoxybacillus izolatlarinin ve referans tiirlerin 27F ve 1492R primerleri
kullanilarak elde edilen 16S rRNA-PCR iirlinlerinin agaroz jel elektroforezinde

gériintiilenmem [1) El84aa; 2) E208a; 3) A. salavatliensis (DSM 226267); 4) A. calidus (DSM 252207); 5) G.
stearothermophilus (DSM 227); 6) G. thermoglucosidans (DSM 2542T); 7) A. gonensis (NCIMB 139337); 8) A. ayderensis (NCIMB
139727); 9) A. kestanbolensis (NCIMB 139717); 10) A. flavithermus (DSM 2641T7); 11) B. amyloliquefaciens (DSM 77); 12) A.
kamchatkensis (DSM 14988T); 13) A. amylolyticus (DSM 159397); 14) A. caldiproteolyticus (DSM 157307); 15) A. tepidamans (DSM
163257); 16) A. thermarum (DSM 17141T7); 17) A. rupiensis (DSM 17127T7); 18) A. voinovskiensis (DSM 17075T); 19) A. kamchatkensis
subsp. asaccharedens (DSM 18475T); 20) A. flavithermus subsp. yunnanensis (KCTC 137597); 21) A. mongoliensis (DSM 191697); 22)
A. suryakundensis (DSM 273747); 23) A. kaynarcensis (DSM 217067); NK: Negatif kontrol; M: Marker (Gene Ruler 1 kb Plus DNA
Ladder; 75-20000 bg)]
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Anoxybacillus izolatlarma ait 16S rRNA PCR iiriinleri ekstraksiyon kiti ile saflagtirilmis ve
saflastirilan amplikonlarin ¢ift yonlii dizi analizi hizmet alim1 seklinde gergeklestirilmistir.
Dizileme calismalar1 sonrasi yaklagik 1500 bg’lik 16S rRNA gen dizileri elde edilmistir.
Tekrarlanan DNA dizi analizinden elde edilen 16S rRNA gen dizileri, 6n ¢aligmalardaki
bulgularla karsilagtirilarak yeni kromatogramlar1 incelenmis, gerekli durumlarda
diizeltmeler yapildiktan sonra her bir dizi Gen Bankas1 veri tabanindaki mevcut aksesyon
numaralari altinda giincellenmistir (Cizelge 5.2).

Cizelge 5.2. Anoxybacillus cinsi izolatlarm 16S rRNA gen dizi uzunluklari ve
giincellenmis GenBank aksesyon numaralari

izolat Kodu Tiir ada 16§ Z:lFI{lll\luAg l?%r;cc)hm 16S rRNA I&e:lan:sI: Aksesyon
E184aa Anoxybacillus sp. 1426 FJ430059.3
E208a Anoxybacillus sp. 1426 FJ430063.3
E184ab Anoxybacillus sp. 1464 FJ429585.2
A321 Anoxybacillus sp. 1401 FJ429993.3
A3210 Anoxybacillus sp. 1407 FJ429569.3
D222b Anoxybacillus sp. 1462 FJ429576.2

5.1.3. 16S rRNA GEN DiZIiLERININ FILOGENETIK ANALIiZLERI

Uc kez tekrarlanan dizi analizleri neticesinde elde edilen 16S rRNA gen dizilerinin
benzerlikleri ve kromatogramlarin dogruluklari teyit edildikten sonra, BLASTN dizi
eslestirme programi yardimiyla GenBank ve EzBioCloud veri tabanlarinda mevcut olan
referans suslara ait dizilerle karsilastirilarak, E184aa ve E208a kodlu izolatlarin en ¢ok
benzerlik gosterdikleri akraba referans tiirlerle 16S rRNA gen dizi benzerlik oranlari
belirlenmistir. Sonrasinda ise literatiirde tanimlanmis tiim Anoxybacillus referans tiirleri ile
El184aa ve E208a kodlu izolatlarin 16S rRNA genlerinin Mega 6 programi (348)
kullanilarak Neighbour-joining metodu (356) ile evrimsel uzaklik matriksleri hesaplanmis
ve filogenetik agac olusturulmustur. Diziler arasindaki evrimsel uzaklik matriksi, Kimura
2-parametre metodu temel alinarak hesaplanmistir (355). Neighbour-joining metodu ile
olusturulan filogenetik aga¢, 1000 bootstrap numunelemesi (357) ile Mega 6 programinda
degerlendirilmistir. Dallanma noktalarinda % 27 ve {izerindeki bootstrap degerleri
gosterilmigstir (357). Bar her 100 niikleotid pozisyonundaki 0.005’lik yer degisikligini
isaret etmektedir. E184aa ve E208a izolatlarmin en c¢ok benzerlik gosterdikleri
Anoxybacillus cinsine ait referans tiirlerle 16S rRNA gen dizi benzerlik oranlar1 Cizelge

5.3’te, evrimsel uzakliklarmi gosteren filogenetik agag ise Sekil 5.2°de sunulmustur.
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Cizelge 5.3. El84aa ve E208a kodlu izolatlarin en ¢ok benzerlik gosterdikleri
Anoxybacillus cinsine ait referans tiirlerle 16S rRNA gen dizi benzerlik oranlar1

Referans tiirler 16S rRNA gen dizi benzerligi (%)
E184aa E208a
E184aa 100 99.4
A. kamchatkensis subsp. asaccharedens DSM 184757 98.1 98.7
A. salavatliensis DSM 226267 97.9 98.2
A. kamchatkensis DSM 149887 97.6 98.2
A. ayderensis NCIMB 139727 975 98.0
A. gonensis NCIMB 13933 97.4 97.9
A. thermarum DSM 171417 97.0 97.7
A. flavithermus DSM 26417 97.1 97.6
A. mongoliensis DSM 191697 96.9 97.4
A. flavithermus subsp. yunnanensis KCTC 137597 96.9 97.4
A. eryuanensis DSM 232127 96.5 97.0
A. kaynarcensis DSM 217067 96.5 97.0
A. suryakundensis DSM 273747 96.3 96.8
A. tengchongensis DSM 232117 96.3 96.8
A. pushchinoensis DSM 124237 96.2 96.7
A. kestanbolensis NCIMB 139717 95.9 96.5
A. bogrovensis DSM 179567 96.2 96.4
A. voinovskiensis DSM 170757 95.6 95.9
A. contaminans DSM 158667 95.2 95.7
A. calidus DSM 252207 95.3 95.6
A. vitaminiphilus JCM 165947 95.2 95.5
A. rupiensis DSM 171277 94.7 95.0
A. geothermalis ATCC BAA25557 94.6 94.9
A. amylolyticus DSM 159397 94.5 94.8
A. caldiproteolyticus DSM 157307 94.5 94.8
A. tepidamans DSM 163257 93.8 94.2
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A. suryakundensis DSM 273747 (KC958552)
A eryuanensis DSM 232127 (GQ153549.1)
A. mongoliensis DSM 19169" (EF654664)
A. flavithermus subsp. yunnanensis KCTC 13759 (HM016869)
A. tengchongensis DSM 232117 (FJ438370)
A. pushchinoensis DSM 12423T (AJ010478)
A kestanbolensis NCIMB 139717 (AY248711)
A flavithermus DSM 26417 (226932)
A. kaynarcensis DSM 217067 (EU926955)
99 — E208a DSM 103587 (FJ430063.3)

— E184aa DSM 103588 (FJ430059.3)
A. ayderensis NCIMB 139727 (AF001963)
A. kamchatkensis subsp. asaccharedens DSM 184757 (AM999779)
A. gonensis NCIMB 13933" (AY 122325)
A. salavatliensis DSM 226267 (EU326496)
A. thermarum DSM 171417 (AM402982)
A. kamchatkensis DSM 14988 (AF510985)
A. bogrovensis DSM 179567 (AM409184)

98 — A. voinovskiensis DSM 17075' (AB110008)
—E A. amylolyticus DSM 15939T (AJ618979)
L— A. contaminans DSM 158667 (AJ551330)

~ _69{— A. vitaminiphilus JCM 16594 (FJ474084)
A calidus DSM 252207 (FJ430012)
= _59,— A tepidamans DSM 163257 (FN428691)
A. caldiproteolyticus DSM 157307 (FN428698)

50 [ A. rupiensis DSM 171277 (AJ879076)
98 A. geothermalis ATCC BAA2555T (KJ722458)

61

4

27

59

90

0.005

Sekil 5.2. E208a ve E184aa kodlu izolatlar ile en gok akrabalik gosterdikleri Anoxybacillus
cinsine ait endospor olusturan temsilci iiyelerin 16S rRNA gen dizileri temel alinarak,
Neighbour-joining metodu ile Mega 6 programi kullanilarak olusturulmus, evrimsel
uzaklig1 gosteren filogenetik agag. Bar her 100 niikleotid pozisyonundaki 0.005’lik yer
degisikligini isaret etmektedir. Dallanma noktalarinda % 27 ve flzerindeki bootstrap
degerleri gosterilmistir.

Filogenetik agacta, her iki izolatin en ¢ok akrabalik gosterdikleri referans tiirlere yakin
dallandiklari, ancak her ikisinin birlikte bir klad olusturduklar1 net olarak goriilmektedir.
Ayrica, izolatlarimizin en ¢ok dizi benzerligi gosterdikleri A. kamchatkensis subsp.
asaccharedens, A. salavatliensis, A. kamchatkensis, A. ayderensis, A. gonensis ve A.
thermarum referanslarinin da izolatlarimiza yakimn, ancak farkli tek bir klad igerisinde

dallandiklar1 goriilmektedir.

16S rRNA gen dizi analizinden elde edilen verilerle gerceklestirilen filogenetik analizler

neticesinde; E184aa ve E208a izolatlarinin, Anoxybacillus referans tiirlerine % 93.8-98.7
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arasinda gen dizi benzerlikleri gosterdikleri tespit edilmistir. E184aa ve E208a
izolatlarmin, Anoxybacillus cinsine ait referans tiirler arasinda en yiiksek A. kamchatkensis
subsp. asaccharedens DSM 184757¢ sirasiyla % 98,1 ile % 98,7 ve en diisik A.
tepidamans DSM 16325" olmak iizere, sirasiyla % 93,8 ile % 94,2 oranlarinda 16S rRNA
gen dizi benzerlikleri gosterdikleri belirlenmistir. E184aa ve E208a izolatlar1 arasmdaki
gen dizi benzerligi ise % 99.4 olarak belirlenmis ve 2 Anoxybacillus izolatiin birbirine bu
kadar yiiksek oranda 16S rRNA gen dizi benzerligi gdstermesi, hibridizasyon analizleri
oncesinde her iki izolatin aym tiiriin iki farkli susu oldugunu kanitlar nitelikte olmustur. Bu
sonuclar, E184aa ve E208a izolatlarinin &zellikle birbirleriyle ve bazi Anoxybacillus

referans tiirleri ile DNA hibridizasyon analizlerinin yapilmasi gerektigini gostermistir.

Gilintimiizde taksonomik caligmalarda, genellikle iki sus arasindaki 16S rRNA gen dizi
benzerliginin % 97.0 ve lizerinde olmasi durumunda, mutlaka DNA-DNA hibridizasyon
analizlerinin yapilmasi onerilmektedir (4, 156, 158, 159). Bununla birlikte, bazi suslar
arasinda % 99.0 oraninda 16S rRNA gen dizi benzerligi bulunmasina karsin, hibridizasyon
sonucunda % 70 ya da daha diisiik bir hibridizasyon oranmnin elde edilebilmesi muhtemel
olup, hibridizasyon sonucuna gore bu suslar yeni tiir olarak tanimlanabilmektedir (219).
Ayrica, 16S rRNA gen dizi benzerligi ile DNA-DNA hibridizasyon degerleri arasindaki
iligkiyi gosteren mevcut verilerin yakin zamanda yeniden degerlendirilmesi sonucunda,
yeni izolatlarin tanimlanmasi i¢in 16S rRNA gen dizi benzerliginin sadece > % 98.2-99.0
olmas1 durumunda, DNA-DNA hibridizasyon deneylerinin yapilmasi tavsiye edilmektedir
(6, 172, 220). Literatiirdeki bu bilgiler dogrultusunda; her iki izolatin da en az % 97.4 ve
iizerinde 16S rRNA gen dizi benzerligi gosterdigi ve Cizelge 5.3’te koyu renkle belirtilmis
olan A. kamchatkensis subsp. asaccharedens DSM 18475", A. salavatliensis DSM 226267,
A. kamchatkensis DSM 149887, A. ayderensis NCIMB 13972 ve A. gonensis NCIMB
13933 referans tiirleri ile DNA-DNA hibridizasyon c¢aprazlamalarmin yapilmasina karar
verilmistir. Ayrica, E184aa ve E208a izolatlar1 birbirlerine % 99.4 oraninda 16S rRNA gen
dizi benzerligi gosterdiklerinden kendi iclerinde de hibridizasyon analizlerinin

gerceklestirilmesi gerektigine karar verilmistir.

Ayrica, bundan sonra yiiriitiilen tiim fenotipik analizlere E184aa ve E208a izolatlarinin %
97.0 ve iizerinde 16S rRNA gen dizi benzerligi gosterdigi saptanan A. kamchatkensis
subsp. asaccharedens DSM 184757, A. salavatliensis DSM 226267, A. kamchatkensis
DSM 149887, A. ayderensis NCIMB 139727, A. gonensis NCIMB 139337, A. thermarum
DSM 171417, A. flavithermus DSM 26417, A. mongoliensis DSM 19169", A. flavithermus
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subsp. yunnanensis KCTC 137597 ve A. kaynarcensis DSM 21706" referans tiirleri
kiyaslama amaciyla dahil edilmistir. Bunlarin yanm sira, E184aa ve E208a izolatlarina %
97.0’nin altinda 16S rRNA gen dizi benzerligi gosteren A. suryakundensis DSM 273747
(sirastyla % 96.3 ve 96.8) ve A. kestanbolensis NCIMB 139717 (sirastyla % 95.9 ve 96.5)

referans tiirleri de bu ¢alismalarda yer almustir.

51.4. PCR TEMELLI GENOMIK PARMAK izZi TEKNIKLERI VE
FiLOGENETIK ANALIiZLER

5.14.1. Cogaltilmis Ribozomal DNA Restriksiyon Analizi (ARDRA)

E184aa ve E208a kodlu Anoxybacillus izolatlarinin ve referans tiirlerin ¢ogaltilmis 16S
RNA geni PCR iriinlerinin Alul, Haelll ve Taql restriksiyon enzimleri ile kesim
iriinlerinin agaroz jel elektroforez goriintiileri swrasiyla Sekil 5.3, 5.4 ve 55°te

sunulmaktadir.

:
6 TNSERONNI0 11 12T 13 IS IS MR RISERI9N20' 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 M NK

-

Sekil 5.3. Anoxybacillus izolatlarmin ve referans tiirlerin ¢ogaltilmis 16S rRNA PCR
tirtinlerinin Alul restriksiyon enzimiyle kesimi sonrasi elde edilen bantlarin jel elektroforez

goriintiileri [1) A. salavatliensis (DSM 226267); 2) A. calidus (DSM 252207); 3) Thermolongibacillus kozakliensis (DSM 249787);
4) E184aa; 5) E208a; 6) Geobacillus thermodenitrificans subsp. calidus (DSM 226297); 7) G. stearothermophilus (DSM 227); 8) G.
thermoglucosidans (DSM 25427); 9) A. gonensis (NCIMB 13933T); 10) A. ayderensis (NCIMB 139727); 11) A. kestanbolensis (NCIMB
139717); 12) A. flavithermus (DSM 26417); 13) B. amyloliquefaciens (DSM 77); 14) Geobacillus thermodenitrificans (DSM 465T); 15)
A. kamchatkensis (DSM 14988T); 16) A. amylolyticus (DSM 159397); 17) Thermolongibacillus altinsuensis (DSM 249797); 18) A.
caldiproteolyticus (DSM 157307); 19) Geobacillus toebii (DSM 14590T7); 20) A. tepidamans (DSM 16325T); 21) Aeribacillus pallidus
(DSM 36707); 22) Geobacillus thermoleovorans (DSM 53667); 23) A. thermarum (DSM 171417); 24) Geobacillus kaustophilus (DSM
7263T); 25) Geobacillus vulcani (DSM 13174T); 26) A. rupiensis (DSM 171277); 27) A. voinovskiensis (DSM 170757); 28) A.
kamchatkensis subsp. asaccharedens (DSM 18475T); 29) A. flavithermus subsp. yunnanensis (KCTC 137597); 30) A. flavithermus subsp.
flavithermus (DSM 26417); 31) A. mongoliensis (DSM 191697); 32) A. suryakundensis (DSM 27374T); 33) A. kaynarcensis (DSM
217067); NK: Negatif kontrol; M: Marker (Gene Ruler 1 kb Plus DNA Ladder; 75-20000 bg)]
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6 7 8 910 1112 131415 1617 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 M NK

e PG 1 11 bl - TR "~

Sekil 5.4. Anoxybacillus izolatlarmm ve referans tiirlerin ¢ogaltilmis 16S rRNA PCR
riinlerinin Haelll restriksiyon enzimiyle kesimi sonrast elde edilen bantlarin jel

elektroforez goriintiileri [1) A. salavatliensis (DSM 226267); 2) A. calidus (DSM 252207); 3) T. kozakliensis (DSM 249787);
4) E184aa; 5) E208a; 6) G. thermodenitrificans subsp. calidus (DSM 226297); 7) G. stearothermophilus (DSM 227); 8) G.
thermoglucosidans (DSM 2542T); 9) A. gonensis (NCIMB 13933T); 10) A. ayderensis (NCIMB 139727); 11) A. kestanbolensis (NCIMB
139717); 12) A. flavithermus (DSM 26417); 13) B. amyloliquefaciens (DSM 77); 14) G. thermodenitrificans (DSM 4657); 15) A.
kamchatkensis (DSM 14988T); 16) A. amylolyticus (DSM 159397); 17) T. altinsuensis (DSM 24979T); 18) A. caldiproteolyticus (DSM
157307); 19) G. toebii (DSM 145907); 20) A. tepidamans (DSM 16325T); 21) A. pallidus (DSM 36707); 22) G. thermoleovorans (DSM
53667); 23) A. thermarum (DSM 171417); 24) G. kaustophilus (DSM 7263T); 25) G. vulcani (DSM 13174T); 26) A. rupiensis (DSM
17127T); 27) A. voinovskiensis (DSM 170757); 28) A. kamchatkensis subsp. asaccharedens (DSM 18475T); 29) A. flavithermus subsp.
yunnanensis (KCTC 137597); 30) A. flavithermus subsp. flavithermus (DSM 2641T); 31) A. mongoliensis (DSM 191697); 32) A.
suryakundensis (DSM 273747); 33) A. kaynarcensis (DSM 217067); NK: Negatif kontrol; M: Marker (Gene Ruler 1 kb Plus DNA
Ladder; 75-20000 bg)]

20000 —»
5000 —»
3000 —»
2000 —

1500 —»
1000 —p oo~ =
700 —»

= : - -_SZ=5gSt S22

500 —» P il Bl B
400 —»

300 —»>

200—»

Sekil 5.5. Anoxybacillus izolatlarmin ve referans tiirlerin ¢ogaltilmis 16S rRNA PCR
tirtinlerinin Taql restriksiyon enzimiyle kesimi sonrasi elde edilen bantlarin jel elektroforez

gérﬁntﬁlerl [1) A. salavatliensis (DSM 226267); 2) A. calidus (DSM 252207); 3) T. kozakliensis (DSM 24978T); 4) E184aa; 5)
E208a; 6) G. thermodenitrificans subsp. calidus (DSM 226297); 7) G. stearothermophilus (DSM 227); 8) G. thermoglucosidans (DSM
25427); 9) A. gonensis (NCIMB 139337); 10) A ayderensis (NCIMB 139727); 11) A. kestanbolensis (NCIMB 139717); 12) A.
flavithermus (DSM 26417); 13) B. amyloliquefaciens (DSM 77); 14) G. thermodenitrificans (DSM 4657); 15) A. kamchatkensis (DSM
14988T); 16) A. amylolyticus (DSM 159397); 17) T. altinsuensis (DSM 24979T); 18) A. caldiproteolyticus (DSM 157307); 19) G. toebii
(DSM 145907); 20) A. tepidamans (DSM 163257); 21) A. pallidus (DSM 36707); 22) G. thermoleovorans (DSM 53667); 23) A.
thermarum (DSM 171417); 24) G. kaustophilus (DSM 7263T); 25) G. vulcani (DSM 13174T); 26) A. rupiensis (DSM 171277); 27) A.
voinovskiensis (DSM 170757); 28) A. kamchatkensis subsp. asaccharedens (DSM 184757); 29) A. flavithermus subsp. yunnanensis
(KCTC 137597); 30) A. flavithermus subsp. flavithermus (DSM 2641T7); 31) A. mongoliensis (DSM 191697); 32) A. suryakundensis
(DSM 273747); 33) A. kaynarcensis (DSM 217067); NK: Negatif kontrol; M: Marker (Gene Ruler 1 kb Plus DNA Ladder; 75-20000
be)]
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5.1.4.2. Intergenik 16S-23S rRNA Gen Dizilerinin PCR Reaksiyonu (ITS-PCR)

E184aa ve E208a kodlu Anoxybacillus izolatlarinin ve referans tiirlerin S-D-Bact-1494-a-
S-20 ve L-D-Bact-0035-a-A-15 primerleri kullanilarak gerceklestirilen ITS-PCR
iriinlerinin agaroz jel elektroforezdeki bant profilleri Sekil 5.6’da sunulmaktadir.

M1 2 3 4 8 6 7 8 9 1011 1213 14151617 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 M NK

Sekil 5.6. Anoxybacillus izolatlarinin ve referans tiirlerin S-D-Bact-1494-a-S-20 ve L-D-
Bact-0035-a-A-15 primerleri kullanilarak gerceklestirilen ITS-PCR {iriinlerinin  jel

elektroforezdeki bant profilleri [1) A. salavatliensis (DSM 226267); 2) A. calidus (DSM 252207); 3) T. kozakliensis
(DSM 249787); 4) E184aa; 5) E208a; 6) G. thermodenitrificans subsp. calidus (DSM 226297); 7) G. stearothermophilus (DSM 22T); 8)
G. thermoglucosidans (DSM 25427); 9) A. gonensis (NCIMB 139337); 10) A. ayderensis (NCIMB 139727); 11) A. kestanbolensis
(NCIMB 139717); 12) A. flavithermus (DSM 26417); 13) B. amyloliquefaciens (DSM 77); 14) G. thermodenitrificans (DSM 4657); 15)
A. kamchatkensis (DSM 149887); 16) A. amylolyticus (DSM 159397); 17) T. altinsuensis (DSM 24979T); 18) A. caldiproteolyticus
(DSM 157307); 19) G. toebii (DSM 145907); 20) A. tepidamans (DSM 163257); 21) A. pallidus (DSM 36707); 22) G. thermoleovorans
(DSM 53667); 23) A. thermarum (DSM 171417); 24) G. kaustophilus (DSM 72637); 25) G. vulcani (DSM 13174T7); 26) A. rupiensis
(DSM 171277); 27) A. voinovskiensis (DSM 17075T); 28) A. kamchatkensis subsp. asaccharedens (DSM 18475T); 29) A. flavithermus
subsp. yunnanensis (KCTC 137597); 30) A. flavithermus subsp. flavithermus (DSM 26417); 31) A. mongoliensis (DSM 191697); 32) A.
suryakundensis (DSM 273747); 33) A. kaynarcensis (DSM 217067); NK: Negatif kontrol; M: Marker (Gene Ruler 1 kb Plus DNA
Ladder; 75-20000 bg)]

5.1.4.3. Tekrarh Palindromik (GTG)s ve BOX Dizilerinin PCR ile Cogaltilmasi
(Rep-PCR)

E184aa ve E208a kodlu Anoxybacillus izolatlarinin ve referans tiirlerin (GTG)s primeri
gergeklestirilen (GTG)s-PCR fiiriinlerinin agaroz jel elektroforezdeki bant profilleri Sekil
5.7 ve 5.8’de, BOXAI primeri kullanilarak gerceklestirilen BOX-PCR f{iriinlerinin agaroz

jel elektroforezdeki bant profilleri ise Sekil 5.9 ve 5.10°da sunulmaktadir.
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Sekil 5.7. Anoxybacillus izolatlarinin ve referans tiirlerin (GTG)s primeri kullanilarak

gergeklestirilen (GTG)s-PCR iirilinlerinin jel elektroforezdeki bant profilleri [1) A. salavatliensis
(DSM 226267); 2) A. calidus (DSM 252207); 3) T. kozakliensis (DSM 24978T); 4) E184aa; 5) E208a; 6) G. thermodenitrificans subsp.
calidus (DSM 226297); 7) G. stearothermophilus (DSM 227); 8) G. thermoglucosidans (DSM 2542T); 9) A. gonensis (NCIMB 139337);
10) A. ayderensis (NCIMB 139727T); 11) A. kestanbolensis (NCIMB 139717); 12) A. flavithermus (DSM 26417); 13) B.
amyloliquefaciens (DSM 77); 14) G. thermodenitrificans (DSM 465T); 15) A. kamchatkensis (DSM 14988T); 16) A. amylolyticus (DSM
159397); 17) T. altinsuensis (DSM 24979T); 18) A. caldiproteolyticus (DSM 157307); 19) G. toebii (DSM 145907); 20) A. tepidamans
(DSM 163257); 21) A. pallidus (DSM 36707); 22) G. thermoleovorans (DSM 53667); 23) A. thermarum (DSM 171417); 24) G.
kaustophilus (DSM 7263T); 25) G. vulcani (DSM 13174T); 26) A. rupiensis (DSM 17127T); 27) A. voinovskiensis (DSM 170757); 28) A.
kamchatkensis subsp. asaccharedens (DSM 18475T); 29) A. flavithermus subsp. yunnanensis (KCTC 137597); 30) A. flavithermus subsp.
flavithermus (DSM 26417); 31) A. mongoliensis (DSM 191697); 32) A. suryakundensis (DSM 27374T); 33) A. kaynarcensis (DSM
217067); NK: Negatif kontrol; M: Marker (Gene Ruler 1 kb Plus DNA Ladder; 75-20000 bg)]

M 1 2 3 4 &8 6 7 8 9 01 12 13 14 15 M 16 17 18 ¥ 2 2 2 X
bp
20000 —»
5000 —»
3000 —»
2000 —»

Sekil 5.8. Anoxybacillus izolatlarinin ve referans tiirlerin tekrarlanan (GTG)s-PCR

iirlinlerinin jel elektroforezdeki bant profilleri [1) A. salavatliensis (DSM 226267); 2) T. kozakliensis (DSM
249787); 3) E184aa; 4) E208a; 5) G. thermodenitrificans subsp. calidus (DSM 226297); 6) G. stearothermophilus (DSM 227); 7) G.
thermoglucosidans (DSM 25427); 8) A. gonensis (NCIMB 139337); 9) A. ayderensis (NCIMB 139727); 10) A. kestanbolensis (NCIMB
139717); 11) A. flavithermus (DSM 26417); 12) G. thermodenitrificans (DSM 465T); 13) T. altinsuensis (DSM 249797); 14) G.
thermoleovorans (DSM 53667); 15) A. thermarum (DSM 171417); 16) G. kaustophilus (DSM 7263T); 17) A. voinovskiensis (DSM
170757); 18) A. kamchatkensis subsp. asaccharedens (DSM 184757); 19) A. flavithermus subsp. flavithermus (DSM 2641T); 20) A.
mongoliensis (DSM 191697); 21) A. suryakundensis (DSM 273747); 22) A. kaynarcensis (DSM 217067); NK: Negatif kontrol; M:
Marker (Gene Ruler 1 kb Plus DNA Ladder; 75-20000 bg)]
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Sekil 5.9. Anoxybacillus izolatlarinin ve referans tiirlerin BOXAI1R primeri kullanilarak

gergeklestirilen BOX-PCR iirtinlerinin jel elektroforezdeki bant profilleri [1) A salavatliensis
(DSM 226267); 2) A. calidus (DSM 252207); 3) T. kozakliensis (DSM 24978T); 4) E184aa; 5) E208a; 6) G. thermodenitrificans subsp.
calidus (DSM 226297); 7) G. stearothermophilus (DSM 227); 8) G. thermoglucosidans (DSM 2542T); 9) A. gonensis (NCIMB 139337);
10) A. ayderensis (NCIMB 139727T); 11) A. kestanbolensis (NCIMB 139717); 12) A. flavithermus (DSM 26417); 13) B.
amyloliquefaciens (DSM 77); 14) G. thermodenitrificans (DSM 465T); 15) A. kamchatkensis (DSM 14988T) ; 16) A. amylolyticus (DSM
159397); 17) T. altinsuensis (DSM 24979T7); 18) A. caldiproteolyticus (DSM 157307);19) G. toebii (DSM 145907); 20) A. tepidamans
(DSM 163257); 21) A. pallidus (DSM 36707); 22) G. thermoleovorans (DSM 53667); 23) A. thermarum (DSM 171417); 24) G.
kaustophilus (DSM 7263T); 25) G. vulcani (DSM 13174T); 26) A. rupiensis (DSM 17127T); 27) A. voinovskiensis (DSM 17075T); 28) A.
kamchatkensis subsp. asaccharedens (DSM 18475T); 29) A. flavithermus subsp. yunnanensis (KCTC 137597); 30) A. flavithermus subsp.
flavithermus (DSM 26417); 31) A. mongoliensis (DSM 191697); 32) A. suryakundensis (DSM 27374T); NK: Negatif kontrol; M:
Marker (Gene Ruler 1 kb Plus DNA Ladder; 75-20000 bg)]

- [—
o .y oo -\‘
. B —
‘

" e s
B S .
— P e

—

-— 4.
'l'v."f

— — — -

- -

Sekil 5.10. Anoxybacillus referans tiirlerinin tekrarlanan BOX-PCR f{irlinlerinin jel

elektroforezdeki bant proflllerl [1) G. thermodenitrificans subsp. calidus (DSM 226297); 2) G. stearothermophilus (DSM
227); 3) G. thermoglucosidans (DSM 25427); 4) B. amyloliquefaciens (DSM 77); 5) G. thermodenitrificans (DSM 4657); 6) A. pallidus
(DSM 36707); 7) G. thermoleovorans (DSM 53667); 8) G. kaustophilus (DSM 7263T); 9) G. vulcani (DSM 13174T7); 10) A. rupiensis
(DSM 171277); 11) A. flavithermus subsp. yunnanensis (KCTC 137597); 12) A. flavithermus subsp. flavithermus (DSM 26417); 13) A.
mongoliensis (DSM 191697); 14) A. suryakundensis (DSM 273747); 15) A. kaynarcensis (DSM 217067); NK: Negatif kontrol; M:
Marker (Gene Ruler 1 kb Plus DNA Ladder; 75-20000 bg)]
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5.14.4. ARDRA, ITS-PCR, BOXA1-PCR ve (GTG)s-PCR Reaksiyonlar1 Sonucu
Elde Edilen Molekiiler Verilerin Filogenetik Analizleri

16S rRNA-ARDRA (Alul, Haelll ve Tagl restriksiyon enzim kesimleri) ve tiim genomun
tarandig1 ITS-PCR, BOXA1-PCR ve (GTG)s-PCR DNA parmak izi profilleri, GelCompar
II yazilim programi kullanilarak gerceklestirilen kiimiilatif kiimeleme analizleri sonucunda,
Sekil 5.11°de sunuldugu iizere tek bir dendrogramda toplanmistir. Alul restriksiyon
enzim kesimi ile olusan bant desenleri incelendiginde; E184aa ve E208a izolatlarinin
filogenetik olarak A. flavithermus DSM 26417 referans tiirii ile benzer, ancak diger referans
tirlerden farkli bir bant profili sergiledikleri goriilmektedir. Haelll kesim profillerine
gore, E184aa ve E208a izolatlar1 sadece birbirleri ile benzer profil sergilemisler ve
filogenetik agacta tek bir dalda kiimelenmislerdir. Ayrica, agagtaki hicbir referans tiirle
bant profili agisindan benzerlik géstermemislerdir. Bunun yami sira, yiiksek oranda 16S
rRNA gen dizi benzerligi gosterdikleri A. salavatliensis DSM 22626" susu ile bant
farkliliklar1 igermelerine ragmen, yakin dallanma yapmis olmalar1 dikkat ¢ekmistir. Taqgl
kesim profillerine gore ise, E184aa ve E208a izolatlar1 sadece birbirleriyle ortiisen essiz
bir kesim deseni olusturmuslar ve birarada kiimelenmislerdir. Ayrica, 16S rRNA geni
yoniinden onlara en yakmn tiirlerin A. kamchatkensis subsp. asaccharedens DSM 18475" ve
A. flavithermus DSM 26417 olduklar1 goriilmektedir.

ITS-PCR ve (GTG)s-PCR reaksiyonlar1 sonucu elde edilen bant profillerinin filogenetik
analizleri, E184aa ve E208a izolatlarinin sadece birbirlerine benzerlik gosterdikleri essiz
bant desenleri ve filogenetik agacta olusturduklar1 bireysel kiimelenmeyle, tiim
Anoxybacillus referans suslarindan farkli bir filogenetik grupta olduklarini géstermistir.
Izolatlarin % 97.0 ve iizerinde 16S rRNA gen dizi benzerligi gosterdikleri, dzellikle A.
kamchatkensis subsp. asaccharedens DSM 18475", A. salavatliensis DSM 226267, A.
kamchatkensis DSM 149887, A. ayderensis NCIMB 13972"7 ve A. gonensis NCIMB
13933 referans tiirlerinden bant profili ve filogenetik pozisyon ydniinden farkli olduklar1
gozlenmistir. BOXAL-PCR profilleri yoniinden ise, izolatlarin filogenetik olarak en fazla
A. salavatliensis DSM 22626"¢ benzerlik gosterdikleri ve kendi aralarinda ise farkli bant

profilleri sergiledikleri goriilmustiir.
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Sekil 5.11. Anoxybacillus cinsine dahil E184aa ve E208a kodlu izolatlar ve referans suslarin Alul, Haelll ve Tagql ARDRA bant profilleri ile

ITS-PCR, BOXA1 ve (GTG)s-PCR DNA parmak izi profillerinin topluca ele alindig1 filogenetik agag (DsMm 2641: A. flavithermus; DSM 15939: A. amylolyticus;
NCIMB 13971: A. kestanbolensis; KCTC 13759: A. flavithermus subsp. yunnanensis; NCIMB 13933: A. gonensis; DSM 16325: A. tepidamans; DSM 22626: A. salavatliensis; NCIMB 13972: A. ayderensis; DSM
17127: A. rupiensis; DSM 17075: A. voinovskiensis; DSM 15730: A. caldiproteolyticus; DSM 18475: A. kamchatkensis subsp. asaccharedens; DSM 14988: A. kamchatkensis; DSM 19169: A. mongoliensis; DSM
17141: A. thermarum; DSM 25220: A. calidus; DSM 27374: A. suryakundensis; DSM 21706: A. kaynarcensis)
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Bu kiimiilatif sonuglara gore olusturulan filogenetik dendrogramda, ¢aligmaya dahil edilen
El184aa ve E208a izolatlarinin, 16S rRNA gen dizi analizlerinde en ¢ok benzerlik
gosterdikleri referans tiirlerden, &zellikle Haelll-ARDRA, ITS-PCR ve (GTG)s-PCR
profilleri yoniinden essiz bant profilleri sergiledikleri ve filogenetik agacgta diger tiim
referans tiirlerden farkli bir dal olusturduklar1 goriilmektedir. Birbirlerine % 99.4 oraninda
yiikksek 16S rRNA gen dizi benzerligi gosteren izolatlar, gergeklestirilen tim DNA parmak
izi analizlerinde benzer bant profili sergilemislerdir. Ayrica, her iki izolat da BOXA1-PCR
profili yoniinden birbirlerinden farkli bir molekiiler profil sergileyerek ayirt
edilebilmektedir. Tanimlanmis diger referans tiirlerin de 6zellikle ITS-PCR, (GTG)s-PCR
ve BOX-PCR reaksiyonlarindaki essiz bant profilleriyle birbirlerinden ayirt edilebildikleri

goriilmektedir.

5.2. KLASIK FENOTIPiK OZELLIKLERIN BELIRLENMESINE YONELIK
GERCEKLESTIRILEN TUM ANALIZLERIN SONUCLARI

Morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal o6zelliklerin belirlendigi tiim fenotipik
karakterizasyon testleri, E184aa ve E208a kodlu izolatlar ile bu izolatlara en ¢ok 16S

rRNA gen dizi benzerligi gosteren 12 referans sus kullanilarak gerceklestirilmistir.

5.2.1. HUCRE VE KOLONI MORFOLOJILERI, HAREKET YETENEKLERI VE
SPOR YAPILARI

Tiir teshisi yapilan E184aa ve E208a kodlu izolatlarin Gram boyamalari, hiicre ve koloni
morfolojileri, spor ve flagella yapilar1 incelenmistir. Her iki izolat da Gram pozitif,
hareketli ve spor olusturabilen ¢ubuk seklinde hiicreler igermektedir. izolatlar, Bacillaceae
familyasinin karakteristik 6zelliklerine sahip olduklarindan; sporlu, termofilik basil tiirleri
olarak tamimlanmiglardir. E184aa ve E208a izolatlarinin ve filogenetik olarak akraba
olduklar1 referans tiirlerin hiicre ve koloni morfolojileri, hareket yetenekleri ve spor

yapilarina dair detayl bilgiler Cizelge 5.4’te verilmistir.

125



Cizelge 5.4. izolatlar ve filogenetik olarak akraba olduklar1 referans tiirlerin hiicre ve koloni morfolojileri, hareket yetenekleri ve spor
yapilar1 (TE: test edilmedi)

. o Hareket . L
Hiicre Morfolojisi Yetenci Koloni Morfolojisi Spor Yapisi
" - = £ = o — = =5 = =
Sira | Bakteri Kodu Tiirii c g @ :E 25~ B & -z sz %E = 5 25| B _ & = §_
gsg| § | =22E| B| 88| 52 | 58| £S5 S| 8| S5| 28| 22 T =
® 3 S0 c3 «® © = v o= B bt €0 NN ) =
a N gt T o =3 = S - § ¥ E S & z
. . 0,22-0,66; - i Acik Subterminal-
1 | El84aa Anoxybacillus sp. + Basil 1.19-6,46 + Peritris | Yuvarlak | Diiz Kabarik Diiz - sart Opak terminal Oval -
. . 0,29-0,73; . . Kabarik . Acik Subterminal-
2 | E208a Anoxybacillus sp. + Basil 1.28-7.14 + | Monotris | Yuvarlak | Diiz gobekli Diiz - san Opak terminal Oval +
3 | DSM 226267 A.salavatliensis + Basil TE + TE Yuvarlak | Diiz Zgg:]r(l]li( Diiz - Sar1 Opak Terminal Oval -
4 NCIMB 139337 | A. gonensis + Basil TE + TE Yuvarlak | Diiz glzszlkkli Diiz - Krem | Opak Terminal Oval +
5 NCIMB 139727 | A. ayderensis + Basil TE + TE Yuvarlak | Diiz K?barﬂ.( Diiz - Krem | Opak Subterr_nlnal- Oval -
gobekli terminal
6 NCIMB 139717 | A. kestanbolensis + Basil TE + TE Yuvarlak | Diiz Ké.l.barlk. Diiz - Krem Opak | Subterminal | Oval -
gobekli mat
7 DSM 26417 A. flavithermus + Basil TE + TE Yuvarlak | Diiz Kabarik Diiz - Sart Opak Subtermlnal- Oval -
mat terminal
Koyu
8 DSM 149887 A. kamchatkensis + Basil TE + Peritris | Yuvarlak | Diiz Kabarik Diiz - sart Trans Terminal Oval -
mat
9 DSM 171417 A. thermarum + Basil TE + TE Yuvarlak | Diiz K?barﬂ.( Diiz - Krem Opak Terminal Oval +
gobekli mat
A.kamchatkensis
10 | DSM 184757 subsp. + Basil TE + TE Yuvarlak | Diiz Kabarik Diiz - Krem | Trans Terminal Oval +
asaccharedens
11 |KcTc137sgr | A flavithermus + Basil TE + TE | Ywarlak | Diz | Kabank | Diz | - | "M | Opak | Terminal | Oval | -
subsp. yunnanensis mat
12 | DSM 191697 A. mongoliensis + Basil TE + TE Yuvarlak | Diiz Kabarik Diiz - Krem | Opak Terminal Oval +
13 | DSM 273747 A. suryakundensis + Basil TE + TE Yuvarlak | Diiz Kabarik Diiz - Knrgtn Opak Terminal Oval -
: . .. Kabarik . .
14 | DSM 217067 A. kaynarcensis + Basil TE + TE Yuvarlak | Diiz adbekli Diiz - Krem | Trans | Subterminal | Oval +
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Izolatlarin spor olusumu, 55°C’de 6-48 saatlik MI kat1 besiyerinde iiretilmis kiiltiirler
kullanilarak belirlenmistir. Yapilan faz kontrast mikroskobisi incelemelerinde, 6 saat
sonunda her iki izolatin da spor iiretmeyen geng vejetatif hiicreler seklinde olduklari, 18
saat sonunda yaklasik % 1-2’sinin, 24 saat sonunda yaklasik % 5’inin ve 48 saat sonunda
ise neredeyse tamaminin spor olusturan hiicrelerden olustuklar1 gozlemlenmistir. Spor
olusturan izolatlar spor sekli, vejetatif hiicredeki spor pozisyonu ve siskinlik olusturup
olusturmamas agisindan da incelenmistir. Yine faz kontrast mikroskobisi incelemelerinde,
her iki izolatin da hiicre igerisinde subterminal-terminal pozisyonda yer alan endosporlara
ve oval sekilli sporlara sahip olduklar1 goriilmiistiir. E184aa izolatinin siskin olmayan,
E208a izolatinin ise sigskin bir sporangiyum yapisina sahip oldugu tespit edilmistir. E184aa
ve E208 izolatlarinin ortalama hiicre boyutlar1 (en/boy) sirasiyla 0,22-0,66/1,19-6,46 pm
ve 0,29-0,73/1,28-7,14 pm araliklarinda &lgiilmiistiir. Izolatlarin hiicre morfolojilerini

gosteren 151k mikroskobisi gortintiileri Sekil 5.12°de sunulmustur.

Sekil 5.12. a. E184aa ve b. E208a izolatlarinin MI sivi besiyerinde 55°C’de 18 saat
tiretilen Kiiltiirlerine ait 151k mikroskobu goriintiileri (V; vejetatif hiicre, E; endospor, S;

spor)

Izolatlarin flagella varliklarinm ve tiplerinin belirlenmesi icin gerceklestirilen flagella
boyamasi sonrasi 151k mikroskobu ile yapilan incelemelerde, E184aa izolatmm peritris,
E208a izolatmin ise monotris flagella tipine sahip oldugu gériilmiistiir. izolatlarm flagella

tiplerini gosteren mikrograflar Sekil 5.13’te goriilmektedir.
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a | b

Sekil 5.13. a. E184aa izolatma ait peritris flagella yapisi ve b. E208a izolatina ait monotris
flagella yapisinin 151k mikroskobu goriintiileri

Izolatlarm koloni morfolojileri incelendiginde, kolonilerinin yuvarlak, diiz kenarl, opak,
diiz yilizeyli ve referans tiirlerden farkli olarak agik sar1 renkte olduklar1 gézlemlenmistir.
Ayrica, E184aa izolatma ait kolonilerin dikey goriiniimii kabarik iken E208a izolatinin
kabarik gobekli oldugu goriilmiistiir. Her iki izolatin da koloni morfolojilerinin incelendigi
MI besiyerinde 55°C’de 18 saat iiretilen saf kiiltiirlerine ait petri goriintiileri Sekil 5.14’te

sunulmustur.

Sekil 5.14. a. E184aa ve b. E208a izolatlarinin MI besiyerinde 55°C’de 18 saat iiretilen saf
kiiltiirlerine ait petri goriintiileri
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5.2.2. FARKLI pH, SICAKLIK VE TUZ KONSANTRASYONLARINDAKI
UREMELERI VE BAZI BIYOKIMYASAL TEST SONUCLARI

Izolatlarm ve filogenetik olarak akraba olduklari referans tiirlerin farkli pH, sicaklik ve tuz
konsantrasyonlarindaki tiremeleri, Kalitatif amilaz, katalaz ve oksidaz aktivitesi ile kazein
hidrolizi test sonuglar1 Cizelge 5.5°te sunulmustur. Buna gore; E184aa izolatinin, pH 7.0-
11.0 araliginda ve pH 7.5’da optimum tireme gosterdigi, E208a izolatinin ise pH 5.5-11.0
gibi daha genis bir pH araliginda ve pH 7.0’de optimum tireme gosterdigi belirlenmistir.
E184aa ve E208a izolatlarmin, sirasiyla 37-65°C ve 37-70°C olmak iizere genis sicaklik
araliklarinda tireyebildikleri belirlenmis ve her iki izolat da filogenetik olarak akraba
olduklar1 referans tiirlerlerden A. thermarum DSM17141"7 (55-67°C) tiirii disinda diger
tiirlere benzer sekilde fakiiltatif termofilik lireme 6zelligi gostermislerdir. Her iki izolatin
da optimum {ireme sicakligi 55°C’dir. El184aa izolati % 0-2.5 araligindaki tuz
konsantrasyonlarini tolere ederken, E208a izolati referans tiirlerden A. mongoliensis DSM
191697 disindaki diger tiirlerden farkli olarak % 0-5.0 gibi daha genis bir tuz
konsantrasyonunda tireyerek halotolerant olarak gruplandirilmistir. E184aa ve E208a
izolatlari, sirasiyla % 1.0-1.5 ve % 0.5-1.0 araligindaki tuz konsantrasyonlarinda optimum

iireme gostermislerdir.

[zolatlar birbirlerinden ve referans tiirlerden kalitatif katalaz, amilaz, oksidaz ve kazein
hidroliz testleri yoniinden de farklilik icermektedirler. E184aa izolatinin, A. kaynarcensis
DSM 21706 disinda, diger referans tiirlerden farkli olarak zayif pozitif katalaz aktivitesi
gosterdigi; E208a izolatnin ise A. kaynarcensis DSM 21706 ve A. kamchatkensis DSM
14988T disinda kalan diger tiirlere benzer sekilde pozitif katalaz aktivitesi gdsterdigi
belirlenmistir. Her iki izolat da zayif pozitif amilaz aktivitesi gésteren A. kamchatkensis
DSM 149887, A. thermarum DSM 171417 ve A. flavithermus subsp. yunnanensis KCTC
137597 tiirlerinden farkli olarak yiiksek amilolitik aktivite gdstermislerdir. E184aa
izolatmin, A. kamchatkensis DSM 149887, A. thermarum DSM 171417, A. kaynarcensis
DSM 21706" ve A. kamchatkensis subsp. asaccharedens DSM 184757 disindaki diger
referanslardan farkli olarak oksidaz aktivitesi gostermedigi, E208a izolatinin ise tiim
referans tiirlerden farkli olarak zayif pozitif oksidaz reaksiyonu gosterdigi belirlenmistir.
Ayrica, her iki izolat da A. flavithermus subsp. yunnanensis KCTC 137597, A.
mongoliensis DSM 191697 ve A. suryakundensis DSM 273747 tiirlerinden farkli olarak

negatif kazein hidroliz reaksiyonu gostermistir.
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Cizelge 5.5. Izolatlarin ve filogenetik olarak akraba olduklar1 referans tiirlerin farkli pH, sicaklik ve tuz konsantrasyonlarindaki iiremeleri ve
baz1 biyokimyasal test sonuglar1 (L: zayif pozitif)

RN Of $ gt

pH istegi Sicaklik (°C) istegi Tuz (NaCl) toleransi Kalitatif Kalitatif Oksidas Ve

Sira| Bakteri Kodu Tiirii 5 Optimum S1cal<ljk Optimum Tuzv Optimum kajca_laz_ an_n!az _ testi h|dro_I|z

pH arahg: H arahg sicakhik arahg tuz (%) aktivitesi | aktivitesi testi
P C) Q) (%) °
1 |E184aa Anoxybacillus sp. 7.0-11.0 7.5 37-65 55 0-2.5 1.0-15 1 + - -
2 | E208a Anoxybacillus sp. 5.5-11.0 7.0 37-70 55 0-5.0 0.5-1.0 + + L -
3 | DSM 226267 A.salavatliensis 5.5-9.5 8.0-9.0 37-69 60 0-4.5 2.0 + + + -
4 | NCIMB 13933T | A. gonensis 5.5-10.5 7.5-8.0 40-70 55-60 1.5-3.0 2.0 + + + -
5 |NCIMB 139727 | A. ayderensis 5.5-11.0 7.5-8.5 30-70 50 0-3.0 1.5 + + + -
6 | NCIMB 139717 | A. kestanbolensis 6.0-10.5 7.5-8.5 40-70 50-55 0.5-3.5 2.5 + + + -
7 | DSM 26417 A. flavithermus 5.5-9.0 7.0 30-72 60-65 0-2.5 0.5 + + + -
8 | DSM 149887 A. kamchatkensis 5.7-9.9 8.0-8.5 38-67 60 0-2.5 1.0 - L - -
9 |DSM 171417 A. thermarum 6.0-8.0 7.0 55-67 65 0-3.0 0.5 + L - -
10 | DSM 184757 A. kamchatkensis subsp. 5.5-0.5 75 35-65 55 0-3.0 15 + + - -
asaccharedens
11 |kcTC 137507 | A flavithermus subsp. 55100 | 7075 | 30-66 60 0-35 0.3 " L ¥ ¥
yunnanensis

12 | DSM 191697 A. mongoliensis 5.0-11.0 8.0 35-75 60 0-5.0 0-0.5 + + + +
13 | DSM 273747 A. suryakundensis 5.5-11.5 7.5 40-60 55 0-3.5 1.0 + + + +
14 | DSM 217067 A. kaynarcensis 5.5-10.0 7.0 35-70 60 0-4.0 0.5 1 + - -
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52.3. API-20E  VE API-50CH KITLERIYLE GERCEKLESTIRiLEN
BIYOKIMYASAL TEST SONUCLARI

Izolatlarm ve filogenetik olarak akraba olduklari referans tiirlerin API-20E ve API-50CH
kitleriyle gergeklestirilen biyokimyasal test sonuglar1 Cizelge 5.6’da detayli bir sekilde
verilmistir. API-20E ve API-50CH kitleriyle ger¢eklestirilen biyokimyasal test sonuglarina
gore; arbutin ve salisin karbohidrat fermentasyon testleri disinda her iki izolatin ayni
sonuglara sahip oldugu, ancak akraba olduklar1 referans tiirlerden bu analizler yoniinden
farkliliklar gosterdikleri saptanmistir.

Cizelge 5.6. Izolatlarin ve filogenetik olarak akraba olduklar: referans tiirlerin API-20E ve
API-50CH kitleriyle gerceklestirilen biyokimyasal test sonuglari

Bakteriler
1234|567 |8]of1o|11]12]13]14

API 20E kiti kapsamindaki testler

Test ad1

B-galaktosidaz (ONPG) testi I e L e N (S (S AN S IR I R

Arjinin dihidrolaz reaksiyonu

Lizin dekarboksilaz reaksiyonu

Ornitin dekarboksilaz reaksiyonu e [ I I IR N I I [ I I

Sitrat kullanimm

H>S iiretimi

Ure kullamm

Triptofan deaminaz reaksiyonu

indol iiretimi

Asetoin iiretimi (Voges-Proskauer testi) I I i I B IS

Jelatin kullamimi + |+ |+ |+ |+ | - - -] - - - + + +

Nitratin nitrite indirgenmesi S N N B

Nitratin N, gazina indirgenmesi I I I I (i (R B e

AP 50CH kiti kapsamindaki karbohidrat fermentasyon testleri

Gliserol N I R O I I R i R T i e S e

Eritritol

D-arabinoz

L-arabinoz S i R O T A R

D-riboz N I R R I I R A T T i B

D-ksiloz - - - + + - - - - - + + - +

L-ksiloz

D-adonitol

Metil-BD-ksilopiranozid

D-galaktoz N S VI RV I R VR D

D-glukoz o T S o I I (e R S A B A B

D-fruktoz N N

D-mannoz - - + - + - + - + - + _ +
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Cizelge 5.6. (devam)

Test adt Bakteriler
1]2]3]a]s5][6]7]8]o]w]unf12]13]14
API1 50CH kiti kapsamindaki karbohidrat fermentasyon testleri

L-sorboz N e - - |-
L-ramnoz N T - - - -
Dulsitol N e - - .
Inositol N e e
D-mannitol O e T ™ [T [ i T R + + + -
D-sorbitol N e - - |-
metil-aD-mannopiranozid S T e I e - - .
metil-a-D-glukopiranozid S T e I e - - .
N-asetilglukozamin S I T I B N I - - .
Amigdalin |+ + | - -+ L] -] -]+ - N
Arbutin O T e e e I - - - - +
Eskiilin (ferrik sitrat) + |+ |+ |+ ]+ ]+ O+ + + + +
Salisin + - L] -+ |+ L] - - - + . R R
D-sellobioz o N B e R
D-maltoz + |+ |+ |+ |+ |+ ]+ |+ +]+ |+ |+ ]|+ |+
D-laktoz S T R I T - - - -
D-melibioz -l - B e N ™ IO R s - + - +
D-sukroz I S I S I I S e e B B
D-trehaloz + |+ |+ |+ |+ |+ ]+ |+ +] |+ |+ ]|+ |+
inulin I N ) N B - - - - R
D-melezitoz o e e e o e - - |-
D-raffinoz |l + |+ |+ |+ |+ L] -]+ - + -+
Amidon (nisasta) S I e I S I O R i G A O A
Glikojen R I I T T T i TS A I I B
Ksilitol N e - - |-
Gentibioz N e - - |-
D-turanoz + |+ |+ |+ |+ |+ ]+ |+ |+ + |+ |+ ]|+ |+
D-likoz N e - - |-
D-tagatoz N e I I - - A
D-fukoz N e - - |-
L-fukoz S e e - - |-
D-arabitol N e - - |-
L-arabitol N e - - |-
Potasyum glukonat S T P I - B .
Potasyum 2-ketoglukonat S D A R e e
Potasyum 5-ketoglukonat S D A R e e

Kisaltmalar: 1; E184aa, 2; E208a, 3; A. salavatliensis DSM 226267, 4; A. gonensis NCIMB 139337, 5; A. ayderensis
NCIMB 139727, 6; A. kestanbolensis NCIMB 139717, 7; A. flavithermus DSM 26417, 8; A. kamchatkensis DSM 149887,
9; A. thermarum DSM 171417, 10; A. kamchatkensis subsp. asaccharedens DSM 184757, 11; A. flavithermus subsp.
yunnanensis KCTC 137597, 12; A. mongoliensis DSM 191697, 13; A. suryakundensis DSM 273747, 14; A. kaynarcensis
DSM 217067, L: zayif pozitif.

132




5.2.4. ANTIBIYOGRAM SONUCLARI

Izolatlarin ve filogenetik olarak akraba olduklar1 referans tiirlerin 10 farkli antibiyotik i¢in
test edildikleri antibiyogram sonuglar1 karsilastirildiginda, E208a hari¢c E184aa ve diger
tim Anoxybacillus referanslarinin, bu antibiyotiklere karsi beklendigi tizere duyarli
olduklar1 goriilmiistiir. Ancak, CLSI (Clinical Laboratory Standards Institute) 2007
standart degerlerine (372) gore, E208a izolat1 digerlerinden farkli olarak 30 pg kanamisine
direngli bulunmustur. Yapilan disk difiizyon testlerinde kullanilan antibiyotikler ve

antibiyogram sonuglar1 (olusan zon caplar1) Cizelge 5.7°de gosterilmistir.

Sonug olarak, Cizelge 5.5, 5.6 ve 5.7’lerde sunulan fenotipik karakterizasyon test
sonuglarma gore; tiir teshisi yapilan izolatlar ve referans tiirler arasinda 6zellikle koloni ve
spor morfolojileri, ireme fizyolojileri, baz1 biyokimyasal testler ve antibiyogram sonuglari
acisindan farkliliklar oldugu goriilmistiir. E184aa ve E208a izolatlarinin ise 6zellikle pH
istekleri, tuza toleranslari, kalitatif katalaz ve oksidaz aktiviteleri, flagella tipleri, siskin
spor yapilar1 ve bazi antibiyotiklere duyarliliklar1 bakimindan farklilik gosterdikleri agikga

ortaya konulmustur.
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Cizelge 5.7. Izolatlarin ve filogenetik olarak akraba olduklari referans tiirlerin antibiyogram sonuglar1 (zon ¢ap: R: mm)

Sira Bakteri Tiirii Azitromisin | Rifampisin | Kanamisin | Novobiosin | Tetrasiklin | Penisilin G | Bazitrasin | Neomisin | Kloramfenikol | Vankomisin
Kodu (15 pg) (30 ng) (30 ng) (30 ng) (30 ng) (1ov) (1ou) (B0 pug) B0 pg) (B0 pug)
1 | E184aa | Anoxybacillus sp. 25,5 36 18,5 25 38,5 49 27,5 18 26 19,5
2 | E208a Anoxybacillus sp. 17 39,5 14 43 40 50,5 40 20 29 21
DSM _
3 296267 A.salavatliensis 29,5 355 22,5 19,5 41 52 29 19,5 27 25
NCIMB .
4 139337 A. gonensis 26 42 26 22 37 58 31 19,5 31 25
5 |Yhgmor | Aayderensis 27 355 20 25 375 51 30 19,5 30 235
6 | Yool | A kestanbolensis 31 42 215 29 37 52 35 205 28 26
DSM .
7 26417 A. flavithermus 27 435 22 25 39 51 34,5 21 27,5 215
DSM .
8 149887 A. kamchatkensis 27,5 38 19 28 33,5 47 31 17 29 20
DSM
9 171417 A. thermarum 23 25 22 18,5 29 48,5 15 15 27,5 17
DSM A. kamchatkensis
10 subsp. 30 41 245 255 375 51 29 21,5 31 25,5
184757
asaccharedens
A. flavithermus
1 | KOTC | subsp. 255 235 22 20 34 42 16 205 29 20
yunnanensis
DSM N
12 191697 A. mongoliensis 30,5 37 22 25 41 48,5 30 22 30 27
DSM .
13 273747 A. suryakundensis 255 21 20,5 20 31 47 14,5 17 25 18,5
DSM .
14 217067 A. kaynarcensis 26,5 40,5 21,5 20 41 47 31 22 31 27
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5.3. IZOLATLARIN TUR SEVIYESINDE TANIMLANMASI iCIiN HIZMET
ALIMI  SEKLINDE GERCEKLESTIRILEN DIiGER GENOTIPIK VE
KEMOTAKSONOMIK ANALIZLERIN SONUCLARI

El184aa ve E208a izolatlarmin kesin tiir teshislerinin yapilmasi icin gerekli ve
Almanya’daki DSMZ Enstitiisii’'nde hizmet alimi seklinde yaptirilmig olan analizlerin

sonuglar1 bu kisimda sunulmustur.

5.3.1. E184aa VE E208a iZOLATLARININ TOPLAM HUCRE YAG ASITi
ANALIZi SONUCLARI

E184aa ve E208a izolatlarinin DSMZ’den hizmet alimi1 seklinde gergeklestirilen toplam
hiicre yag asiti analizi sonuglar1 Cizelge 5.8’de gosterilmistir. Bu sonuglara gére; oranlarda
degisiklik goriilse de iso-dallanmis yag asitleri (is0-Cis:0 Ve is0-Ci7:0) izolatlardaki toplam
yag asitlerinin % 75’inden fazlasini olusturup, temel yag asitleri olarak goze ¢arpmaktadir.
E184aa izolati i¢in 6nemli hiicresel yag asitleri is0-Cis:0 (% 51.02), iso-Ci7:0 (% 25.11) ve
Cie:0 (% 8.85) olmakla birlikte, az miktarda da iso-Cie:0 (% 4.83) ve anteiso-Cir.o (% 3.64)
yag asitlerine sahip oldugu gorilmektedir. E208a izolat1 i¢in de Onemli hiicresel yag
asitlerinin aym1 sekilde is0-Cis:0 (% 51.66), iS0-C17:0 (% 23.83) ve Ci6:0 (% 9.63) oldugu,
daha az oranda bulunan iso-Cis:0 (% 3.26) ve anteiso-Ci7:0 (% 3.28) yag asitlerine de sahip
oldugu goriilmektedir. Ayrica, E208a izolatinda, E184aa’dan farkli olarak iso-Cizo (%
0.18) ve Cig:0(% 0.24) yag asitleri de az miktarda bulunmaktadir.

Cizelge 5.8. E184aa ve E208a izolatlarinin toplam hiicre yag asiti oranlari

Yag asitleri (%) E184aa E208a
iSO-Cls;o - 0.18
Cis0 1.19 1.55
iSO-C14;o 0.33 0.27
Ciso 0.31 0.34
is0-Cis:0 51.02 51.66
anteiso-Cisg 1.65 1.49
Cis:0 8.85 9.63
iSO-Cle;o 4.83 3.26
is0-C17:0 25.11 23.83
anteiso-Ci7o 3.64 3.28
iSO-C17;1W5C 1.55 1.96
Ciso - 0.24
Cl6:l iso | veya C14;o 3-OH* 0.40 0.29
C15;o iso 2-OH veya C16;1 w7c* 1.14 2.02
Toplam (%) 100 100

* isimlendirilemeyen pik
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5.3.2. E184aa VE E208a iZZOLATLARININ MENAKINON ANALIZ SONUCLARI

Menakinon analizleri sonucunda, izolatlarin Anoxybacillus cinsi bakterilerin hiicre
zarlarinda da dominant olarak bulunan, % 94 ve iizerinde MK-7 igerdikleri belirlenmistir
(Cizelge 5.9).

Cizelge 5.9. E184aa ve E208a izolatlarinin menakinon analizi sonuglari

Bakteri Kodu MK-5 (%) MK-6 (%) MK-7 (%)
E184aa 3 3 94
E208a 1 3 96

5.3.3. E184aa VE E208a iZOLATLARININ POLAR LiPiD ANALIZi SONUCLARI

Hiicre zarmdaki polar lipid analizleri sonucunda, izolatlarin polar lipid igerikleri Cizelge

5.10’da ve buna ait TLC kromatografisi goriintiileri ise Sekil 5.15’te sunulmustur.

Cizelge 5.10. E184aa ve E208a izolatlarinin polar lipid analizi sonuglar1

Bakteri Kodu L AL PL PN PG PE DPG
E184aa X X X - X X X
E208a X X X X X X X

Kisaltmalar: L: Lipid, AL: Aminolipid, PL: Fosfolipid, PN: Fosfoaminolipid, PG: Fosfatidil
gliserol, PE: Fosfatidil etanolamin, DPG: Difosfatidil gliserol

=
L DPG L
L
L ey
-
PG4 .pE
PL &PL PG+ PpL
AL PL PL #PL
PL
N
a b

Sekil 5.15. a. E184aa ve b. E208a izolatlarmin polar lipid igeriklerini gosteren TLC

kromatografisi goriintiileri
Kisaltmalar: L: Lipid, AL: Aminolipid, PL: Fosfolipid, PN: Fosfoaminolipid, PG: Fosfatidil gliserol, PE: Fosfatidil
etanolamin, DPG: Difosfatidil gliserol

Bu sonuglara gore; El184aa izolatinin, E208a’dan farkli olarak fosfoaminolipid (PN)

icermedigi goriilmektedir. Ayrica, Sekil 5.15’te de goriildiigii tizere; E184aa izolat1 gerek
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lipid (L) ve fosfolipid (PL) sayist1 ve miktar1 agisindan, gerekse diger polar lipid

iceriklerinin miktarlar1 bakimindan E208a izolatindan minér farkliliklar géstermektedir.

5.3.4. E184aa VE E208a iZOLATLARININ DIAMINOPIMELIK ASIiT (DAP)
ANALIZi SONUCLARI

E184aa ve E208a izolatlarinin hiicre duvarinda peptidoglikanin tanilayict diamino asit
olarak mezo-diaminopimelik asit (meso-Dpm) i¢erdigi tespit edilmistir. meso-Dpm igerigi,
genellikle Gram negatif bakterilerin hiicre duvarindaki tetrapeptit ¢apraz baglanmasi

durumunda goriilmektedir.

5.3.5. E184aa VE E208a IZOLATLARININ GENOMLARINDAKiI % G+C
ICERIGi SONUCLARI

Genetik yapiy1 olusturan guanin ve sitozin baz dizilerinin genomdaki miktari, bakteriden
bakteriye gore degisiklik gostermekte olup (24-76 % mol), tiir teshisinde Onemli
kriterlerdendir. E184aa ve E208a izolatlarinin genomik DNA’larma ait G+C (% mol)
icerikleri, Almanya’daki DSMZ Identifikasyon Servisi’nde belirlenmistir. Her iki izolatmn
da Anoxybacillus cinsi bakterilerin igerdigi % GC igeriklerine yakin degerlerde G+C (%
mol) oranlarina sahip olduklar1 gériilmektedir. 16S rRNA gen dizilerinin % G+C igerikleri
ise elde edilen 1426 bg¢’lik baz dizilerinden ENDMEMO (DNA/RNA GC Content
Calculator) programu kullanilarak hesaplanmstir (http://www.endmemo.com/bio/tm.php,
373), (Cizelge 5.11).

Cizelge 5.11. E184aa ve E208a izolatlarmin genomik DNA ve 16S rRNA % G+C
icerikleri

. Genomik DNA G+C icerigi 16S rRNA G+C icerigi
Bakteri Kodu (% mol) (% mol)
E184aa 41.9 56.59
E208a 42.2 56.73

5.3.6. E184aa VE E208a IiZOLATLARININ DNA-DNA HIBRIDIiZASYON
ANALIZIi SONUCLARI

DSMZ identifikasyon Servisi’ne hizmet alimi seklinde yaptirilmis olan DNA-DNA
hibridizasyon testleri, izolatlarin 16S rRNA genine ait filogenetik analizler sonucunda en

cok dizi benzerligi gosterdikleri suslar ile gergeklestirilmistir. Bunun disinda,
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gerceklestirilen ARDRA, ITS-PCR, BOXAL ve (GTG)s-PCR gibi molekiiler analizler ile
fenotipik analizler sonucunda; E184aa izolatinin % 96.5-97.0 ve E208a izolatinin ise %
97.0-97.7 degisen oranlarda 16S rRNA gen dizi benzerligi gosterdikleri A. thermarum
DSM 171417, A. flavithermus DSM 26417, A. mongoliensis DSM 191697, A. flavithermus
subsp. yunnanensis KCTC 13759 ve A. kaynarcensis DSM 217067 referans tiirleri ile
genomik DNA parmak izi profilleri ve diger test sonuglar1 yoniinden oldukca farkli
olduklar1 tespit edildiginden, bu referans tiirlerle DNA-DNA hibridizasyon analizlerinin

yapilmasma gerek duyulmamaistir.

E184aa ve E208a izolatlarmin birbirleri ve en ¢ok 16S rRNA gen dizi benzerligi
gosterdikleri referans tiirler ile gerceklestirilen DNA-DNA hibridizasyon analiz sonuglari
Cizelge 5.12.’de sunulmustur. Ayrica, literatiir calismalarinda A. gonensis NCIMB 13933,
A. ayderensis NCIMB 139727, A. kamchatkensis DSM 149887, A. salavatliensis DSM
22626" ve A. kamchatkensis subsp. asaccharedens DSM 18475 tiirleri icin yiiriitiilmiis
DDH analizi sonuglar1 Cizelge 5.13°de sunulmustur. Bu sonuglara gore; E184aa ve E208a
izolatlari, birbirlerine % 99.4 oraninda 16S rRNA gen dizi benzerligi gosterdiklerinden,
kendi aralarinda hibridize edilmisler ve % 81.2 oraninda benzer olduklar1 goriilmiistiir. Bu
sonuglara gore, her iKi izolatmn da aymi tiir bakteriler olduklar1 belirlenmistir. Ayrica, ad
hoc komitesinin 6nerdigi ve yeni bir bakteriyel tiiriin taniminda gerekli goriilen % 70
DNA-DNA benzerlik oran1 (7) g6z 6niine alindiginda, E184aa ve E208a izolatlarinin, A.
ayderensis NCIMB 139727 hari¢ (swrasiyla, % 19.7 ve % 12.9 oraninda benzerlik)
birbirlerine ve hibridizasyon yapilan 4 referans tiire beklenilenin aksine % 70’den fazla

benzerlik gosterdikleri goriilmiistiir. Deneyler en az iki tekrarli olarak yiiriitiilmiis olup,

E184aa ve E208a izolatlarmin ayni zamanda en yiiksek 16S rRNA gen dizi benzerligi de
gosterdikleri A. kamchatkensis subsp. asaccharedens DSM 184757 alt tiiriine, en ¢ok
sirastyla 82.2 (SS + 3.8) ve 90.3 (SS £ 5.9) % mol oranlarinda genomik DNA benzerligi
gostermislerdir. Ancak, bir bakteri sadece bir bakteriyel tiire % 70’den fazla DNA-DNA
hibridizasyon benzerligi gosterebilmektedir (7). Elde edilen bulgularda, izolatlar A.
gonensis NCIMB 139337, A. kamchatkensis DSM 149887, A. salavatliensis DSM 226267
ve A. kamchatkensis subsp. asaccharedens DSM 18475" referans tiirlerin her birine %
70’den fazla DNA-DNA homolojisi gosterdiklerinden, izolatlarin tiir tanimlar1 tam olarak
netlestirilememistir. Ayrica, Cihan ve ark. (2011) tarafindan tanimlanan A. salavatliensis
tirtiniin (82) yani sira Dulger ve ark. (2004) tarafindan gergeklestirilen A. ayderensis

tiiriiniin tanimlanmasina yonelik ¢alismada (73) A. ayderensis ve A. gonensis tiirlerinin
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DNA hibridizasyon analizleri de bu ¢alismada oldugu gibi DSMZ Enstitiisii tarafindan
gerceklestirilmistir (Cizelge 5.13). izolatlarm tanimlanan bu referans tiirlerin hangisine
dahil olduklarmni kesinlestirmek amaciyla, dncelikle bu referans tiirlerin kendi iclerinde
hibridize edilmesi ve benzerlik oranlarmin teyit edilmesi gerektiginden, bu ilave
hibridizasyon analizleri DSMZ Enstitiisii’'nden yeniden talep edilmisti. DSMZ
Enstitiisii’nde yiiriitiilen son DNA-DNA hibridizasyon analiz sonuglar1, A. kamchatkensis
tiirli i¢in elde edilen hibridizasyon sonuglar1 smir degerlerde oldugu icin, 6zellikle A.
gonensis, A. salavatliensis ve A. kamchatkensis subsp. asaccharedens referans tiirlerinin
aslinda tek bir tiir altinda toplanmasi gerektigini kesin olarak ortaya koymustur. A.
gonensis NCIMB 139337, A. ayderensis NCIMB 139727, A. kamchatkensis DSM 14988,
A. salavatliensis DSM 22626" ve A. kamchatkensis subsp. asaccharedens DSM 184757
referans tiirlerinin birbirleri ile gergeklestirilen DNA-DNA hibridizasyon ¢iftlerinin
benzerlik oranlar1 da Cizelge 5.12°de sunulmustur. Tiim bu veriler, tiir tanimlama
calismalarinda, diger fenotipik, genotipik ve kemotaksonomik analizler neticesinde bakteri
izolatlar1 arasinda farkliliklar saptanmis olmasima karsin, asil belirleyici olanin dogru
optimizasyon  kosullarinda  gerceklestirilen  hibridizasyon  testlerinin  oldugunu
gostermektedir. Bununla birlikte, tez calismasi kapsaminda yapilmasi hedeflenen tiir
tamimlama testlerinin timii gergeklestirilmis, ancak elde edilen bu hibridizasyon
sonuglarina gore; El184aa ve E208a izolatlar1 yeni bir Anoxybacillus tiiriine dahil
edilememis, bunun yerine A. gonensis NCIMB 139337, A. kamchatkensis DSM 14988, A.
salavatliensis DSM 226267 ve A. kamchatkensis subsp. asaccharedens DSM 184757
referans tiirleri ile iliskili bakteriler olduklar1 kesinlik kazanmistir. Bu durum,
ongoremedigimiz sekilde, izolatlarimizin yeni bir tiire dahil edilmesi yerine, izolatlarimiz
ile yiikksek 16S rRNA gen dizi benzerligi de gosteren bu 4 tiiriin dogru bir hiyerarsik
pozisyonda smiflandirilmasin1 saglayacak sekilde Anoxybacillus cinsinin taksonomik
revizyonunun yapilmasini gerektirmektedir. Elde edilen tiim bu sonuglar, Anoxybacillus
cinsi iiyelerinin daha dogru bir sekilde smiflandirilabilmesinin 6niinli agmas1 yoniinden

Onem tasimaktadir.
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Cizelge 5.12. E184aa ve E208a izolatlarinin birbirleri ve en ¢ok 16S rRNA gen dizi
homolojisi gosterdigi referans tiirlerle ve bu referans tiirlerin birbirleri ile gergeklestirilen
DNA-DNA hibridizasyon ciftlerinin benzerlik oranlar1 (2 X SSC, 68°C), (SS: standart
sapma)

Hibridizasyon A. gonensis | A. ayderensis A _ A
. . E184aa E208a NCIMB NCIMB kamchatkensis | salavatliensis

giftleri 139337 139727 DSM 149887 | DSM 226267

81.2 % mol

E208a (SS: + 5.4)

A. gonensis 80.99% mol | 84.2% mol i

NCIMB 139337 (SS: +£5.3) (SS: £4.7)

A. ayderensis 19.7% mol | 12.9% mol | 9.0% mol

NCIMB 139727 (SS:+4.1) (SS: £ 1.8) (SS: £0.14) )

A. kamchatkensis | 77.6% mol | 78.6% mol | 61.9 % mol 14.6 % mol

DSM 149887 (SS:+1.6) | (SS:£6.1) | (SS:+0.95) | (SS:+6.2) )

A. salavatliensis 78.7 % mol 80.2% mol | 83.1% mol 23.1 % mol 84.9 % mol

DSM 226267 (SS:+3.5) | (SS:£6.2) | (SS:+0.8) (SS: +5.8) (SS: + 2.0)

A. kamchatkensis

subsp. 82.2% mol | 90.3% mol | 76.6% mol 32.3 % mol 71.0 % mol 80.3 % mol

asaccharedens (SS: £3.8) (SS:£5.9) (SS: £ 1.4) (SS:£5.1) (SS: +£2.0) (SS: £ 0.05)

DSM 184757

Cizelge 5.13. A. gonensis NCIMB 13933", A. ayderensis NCIMB 139727, A.
kamchatkensis DSM 149887, A. salavatliensis DSM 226267 ve A. kamchatkensis subsp.
asaccharedens DSM 184757 referans tiirlerinin daha onceki literatiir calismalarinda
birbirleri ile gerceklestirilen DNA-DNA hibridizasyon c¢iftlerinin benzerlik oranlar1

(* hibridizasyon analizleri DSMZ Enstitiisiinde yiiriitiilen ¢aprazlamalar; HE: hibridize
edilmedi)

Hibridizasvon ciftleri A. gonensis A. ayderensis A. kamchatkensis A. salavatliensis
WO NCIMB 139337 NCIMB 139727 DSM 149887 DSM 22626
A. ayderensis 68.6 % mol ("3)* i
NCIMB 139727 61.0 % mol (*%?)
A. kamchatkensis
0, 152 0, 152 _
DSM 149887 51.0 % mol (*?) 51.0 % mol (*?)
g.ssale;\;aggg$9s HE HE 49.7 % mol (2)*
A. kamchatkensis subsp. 0
asaccharedens 48.0 % mol (*3) 42.0 % mol (*3) 675 % mol 153 HE
DSM 184757 (65.1, 66.7, 70.7) (353

5.4. El84aa VE E208a IZOLATLARININ

ULUSLARARASI iKi KULTUR

KOLEKSIYONUNDAN ALINAN KULTUR KOLEKSiYON NUMARALARI

Her iki izolatin bakteri kiiltiirleri, depolanmak {izere Almanya’daki DSMZ (Leibniz
Institute DSMZ-German Collection of Microorganisms and Cell Cultures) ve
Ingiltere’deki NCIMB (National Collection of Industrial, Food and Marine Bacteria)
olmak {iizere iki farkl uluslararasi kiiltiir koleksiyonuna gonderilmis olup, E184aa izolat
icin DSM 103588 = NCIMB 15051 ve E208a i¢in ise DSM 103587 = NCIMB 15048

kiiltiir koleksiyon numaralar1 temin edilmistir.
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55 a-AMILAZ AKTIVITESININ KALITATIF VE KANTITATIF ANALIZ
SONUCLARI

55.1. a-AMILAZ AKTiVITESININ KALITATIF TAYINi

6 Anoxybacillus izolat1 (A321, A3210, D222b, E184aa, E184ab ve E208a) ve 20 referans
tiiriin kalitatif olarak tespit edilen a-amilaz aktivite zonlar1 ve olusan zonlarin biiyiikliigiine
gore a-amilaz aktivitelerinin degerlendirilmesi yapilmis olup, elde edilen sonuglar Cizelge
5.14’te sunulmustur. Buna gore, E184ab (+++), E184aa (+++), D222b (+++), E208a (++),
A321 (+) ve A3210 (+) izolatlarmin tamam yiiksek amilolitik aktivite gOstermistir.
Cizelge 5.14’te de goriildigi tizere, tim Anoxybacillus izolatlarinin ve referans tiirlerin
farkli miktarlarda da olsa amilolitik aktiviteye sahip olduklari sonucuna varilmistir. Bu
sonuglar dogrultusunda, yiiksek amilolitik aktivite gosteren 6 Anoxybacillus izolat1 ve 20
referans tiir olmak tizere 26 bakterinin kantitatif amilaz aktivite tayininin yapilmasma karar

verilmistir.
5.5.2. a-AMILAZ AKTIVITESININ KANTITATIF TAYINIi

Cizelge 5.14’te belirtilen 6 Anoxybacillus izolat1 (A321, A3210, D222b, E184aa, E184ab
ve E208a) ve 20 referans tiiriin hiicre dis1 a-amilaz aktiviteleri, substrat olarak ¢oziinebilir
% 2’lik nisastayr hidroliz edebilme yeteneklerine gore spektrofotometrik Olclimler
neticesinde kantitatif olarak belirlenmistir. Izolat ve referanslarin herbirinin ¢ tekrarh
caligilmis kantitatif amilaz aktivitesi sonuglarinin ortalama degerleri (Standart sapma ve
hata degerleri ile birlikte), her bir bakteri i¢in kullanilan enzim tiretim besiyerinin ve enzim
aktivitesinin gerceklestirildigi optimum sicaklik ve pH degerleri Cizelge 5.14°te

sunulmaktadir.
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Cizelge 5.14. izolatlarm ve referanslarin kalitatif ve kantitatif a-amilaz aktivitesi sonuglari (SS: standart sapma, SH:

standart hata)

Kantitatif amilaz aktivitesi

Tzolat Kalitatif amilaz 1. tekrar 2. tekrar 3. tekrar 3 tekrarn ortalamasi
. kodu/ aktivitesi
1ra =)
Kiiltiir i ~ | ®© © ~ | = © ~ | ® © © ©
: t < - = < - = <) - = - —
"% | koleksiyon Amil ol (og) PHope | = 5 E §3 o | - 5 z §3 o | z - 5 E §3 o | z | & E §3 o | x
no a-Amilaz usan B TS| ©S » O % |8 ©>5 1%} ) B TS| ©S » ) S <S| ®S » 75}
aktivite | zonun s | £ £ s (L3 L= s | E2| £E< £E2| £<
. o (@] (@] e (@) o @) @) @) (@)
zonu derecesi
1 E184ab +++ 65 7.0 0,020 | 6,41 | 320,6 | 0,888 | 0,628 | 0,021 | 4,97 | 236,9 | 0,157 | 0,111 | 0,020 | 6,43 | 321,5 | 0,103 | 0,073 | 5,94 | 293,0 | 0,383 | 0,271
I & l
2 E184aa +++ 65 7.0 0,021 | 6,50 | 309,7 | 0,186 | 0,132 | 0,015 | 4,71 | 314,3 | 0,070 | 0,049 | 0,015 | 6,00 | 399,8 | 0,124 | 0,088 | 5,74 | 341,3 | 0,127 | 0,090
l lﬂl
3 DSM 22 , | +++ 65 7.0 0,036 | 551 | 153,0 | 0,087 | 0,062 | 0,028 | 5,53 | 197,6 | 0,174 | 0,123 | 0,028 | 553 | 197,5 | 0,061 | 0,043 | 5,52 | 182,7 | 0,107 | 0,076
4 DSM 2641 ' | +++ 65 7.0 | 0,046 | 502 | 109,2 | 0,153 | 0,108 | 0,034 | 4,76 | 140,1 | 0,321 | 0,227 | 0,046 | 5,00 | 108,7 | 0,113 | 0,080 | 4,93 | 1193 | 0,196 | 0,138
5 D222b 4 65 70 | 0,034 | 512 | 1505 | 0,038 | 0,027 | 0,015 | 4,33 | 2884 | 0,156 | 0,110 | 0,016 | 4,98 | 3112 | 0,152 | 0,108 | 4,81 | 250,0 | 0,115 | 0,082
6 | DSM 22626 I | +++ 65 70 | 0034 | 310 | 91,2 | 0,030 | 0,022 | 0,041 | 3,43 | 838 | 0,101 | 0,072 | 0,051 | 329 | 64,5 | 0,145 | 0,102 | 3,28 | 79,8 | 0,092 | 0,065
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Cizelge 5.14. (devam)

Kantitatif amilaz aktivitesi

Tzolat Kalitatif amilaz 1. tekrar 2. tekrar 3. tekrar 3 tekrarin ortalamasi
kodu/ aktivitesi
Sira |t ~ | = © ~ | | © ~ | © @ © ©
"0 | koleksiyon ioHe| 2| 53| B 21§39 53 21532 &3 5§72 &3
- (o]
e-Amilaz | Olusan | °C) 8 | sE|lxsS| B | 5] 8|ls8s5| B | 5| 3| <€ 55| B 515855 8| 5
no aktivite | zonun ENREI=INES ENISSRES ENNERISE S= 1 5h
zonu derecesi
7 DSM 15939 +++ 65 7.0 0,043 | 3,28 76,3 | 0,097 | 0,069 § 0,051 2,04 | 39,9 | 0,139 | 0,098 | 0,045 | 4,33 96,3 | 0,127 | 0,090 | 3,22 70,8 | 0,121 | 0,086
8 ’\!L%IQ'\Y/IP n ++ 55 8.0 0,039 | 1,10 28,2 | 0,060 | 0,043 § 0,057 | 1,18 | 20,8 | 0,008 | 0,006 | 0,055 | 1,21 22,0 | 0,027 | 0,019 | 1,17 23,7 | 0,032 | 0,022
9 l\;glgl\Y/IZB ++ 55 8.0 0,057 | 0,63 11,1 | 0,032 | 0,023 § 0,070 | 0,65| 9,3 0,006 | 0,004 § 0,042 | 0,72 17,0 | 0,031 | 0,022 § 0,67 12,5 | 0,023 | 0,016
10 | DSM 18475 ' l ++ 55 | 75 |0088| 073 | 82 | 0017 | 0012 ] 0,100 |064| 64 | 0014 | 0010 0,084 | 061 | 7,2 | 0012 |0009] 066 | 7.3 | 0014 | 0,010
=
11 | DSM 17075 + 55 | 75 | 0017 | 056 | 33,0 | 0,008 | 0,006 | 0,021 |051| 24,2 | 0,029 | 0,021 | 0,010 | 048 | 483 | 0,019 | 0013 | 052 | 352 | 0,019 | 0,013
12 | DSM 16325 > + 55 | 75 |0019| 051 | 26,7 | 0,036 | 0,025 ] 0,015 | 053| 350 | 0,005 | 0,003 | 0,016 | 050 | 31,3 | 0,031 | 0,022 | 051 | 31,0 | 0,024 | 0,017
(S
13 DSM 7 ' ‘ " 37 | 70 |0010| 054 | 544 | 0056 | 0,040 ] 0,017 |045| 264 | 0,059 | 0,042 | 0,017 | 039 | 231 | 0,056 | 0,039 | 046 | 34,6 | 0,057 | 0,040
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Cizelge 5.14. (devam)

Kantitatif amilaz aktivitesi

Tzolat Kalitatif amilaz 1. tekrar 2. tekrar 3. tekrar 3 tekrarin ortalamasi
kodu/ aktivitesi
Sira | i ~ | = © ~ | | © ~ | © @ © ©
M0 | koleksiyon . T pHe | 2| ET| E s 2153 5 2| Ed Es §3 §5
e-Amilaz | Olusan | °C) 8 | sE|lxsS| B | 5] 8|ls8s5| B | 5| 3| <€ 55 B 515855 8| 5
no aktivite | zonun BRSNS ENISSRES ENNERISE S= 1 5h
zonu derecesi
14 E208a ++ 65 7.0 0,001 | 0,40 | 396,8 | 0,010 | 0,007 } 0,008 | 0,33 | 41,9 | 0,000 | 0,000 § 0,007 | 0,37 53,5 | 0,012 | 0,009 | 0,37 | 164,0 | 0,008 | 0,005
15 DSM 27374 I | + 55 75 0,051 | 0,28 5,4 0,012 | 0,008 | 0,048 | 0,28 | 5,9 0,012 | 0,008 | 0,061 | 0,28 4,6 0,022 | 0,015} 0,28 53 0,015 | 0,011
16 ’\iglgl\;lf ++ 55 75 0,028 | 0,26 9,3 0,018 | 0,012 J 0,025 | 0,28 | 11,4 | 0,011 | 0,008 § 0,015 | 0,27 18,0 | 0,008 | 0,006 | 0,27 12,9 | 0,012 | 0,009
17 | DSM 19169 + 60 | 80 |0035| 027 | 76 | 0008 | 0006] 0035 |023| 66 |0006]| 0004002 [ 021 | 82 | 0009|0006 024 | 75 | 0008 | 0005
18 | DSM 17127 + 55 | 65 | 0056 | 025 | 44 | 0006 | 00040057 |021| 36 |0005]| 0003005 | 02 | 36 |0005]|0003] 022 | 39 |0005]| 0,004
19 A321 + 65 | 7.0 | 0017 [ 049 | 11,3 | 0,004 | 0,003 | 0,019 |019| 99 | 0,009 | 0,006 | 0,005 | 0,23 | 46,2 | 0,007 | 0,005 | 0,20 | 225 | 0,007 | 0,005

144




Cizelge 5.14. (devam)

Kantitatif amilaz aktivitesi

Izolat Kalitatif amilaz 1. tekrar 2. tekrar 3. tekrar 3 tekrarin ortalamasi
kodu/ aktivitesi
Sira | i ~ | © ~ | | @ ~ | © @ © ©
MO | koleksiyon . T pHe | 2| ED| E 5 2153 5 2|53 Es §3d| 85
a-Amilaz | Olusan | (°C) 8 | 5£/ x5 3| 5| 8|sE€=S5| 8| 5| 8 | <=E|=5| 8| 5|=E| =5 8| &
no aktivite | zonun ERNEIE NS ENISSRES BRSNS = S 5T
zonu derecesi
20 A3210 + 65 7.0 0,006 | 0,19 32,5 | 0,000 | 0,000 § 0,008 | 0,27 | 21,5 | 0,009 | 0,006 § 0,011 | 0,17 159 | 0,003 | 0,002 § 0,18 23,3 | 0,004 | 0,003
»
21 | DSM 25220 : L 55 8.0 0,044 | 0,19 43 0,007 | 0,005 J 0,036 | 0,17 | 48 0,005 | 0,004 | 0,045 | 0,15 32 0,009 | 0,006 § 0,17 41 0,007 | 0,005
22 T?%Eg 1 60 7.0 0,094 | 0,12 1,3 0,008 | 0,005 J 0,069 | 0,16 | 2,3 0,003 | 0,002 | 0,059 | 0,13 2,2 0,000 | 0,000 § 0,14 1,9 0,004 | 0,003
23 | DSM 21706 + 60 | 7.0 | 0014 | 011 | 82 | 0000 | 0000|0014 [013| 91 | 0004|0003 0009 | 010 | 206 | 0000 | 0000 01 | 93 | 0001 | 0,001
24 | DSM 15730 L 60 | 7.0 | 0067 | 012 | 17 | 0002 | 0002|0066 [007| 11 | 0004 |0003f 0201|010 | 1,0 | 0002 | 0002] 010 | 1,3 | 0003 | 0,002
25 | DSM 14988 L 60 | 80 |0079| 006 | 08 |0003]|0002]0079 008 10 | 0002 ]| 0001|0113 | 008 | 07 | 0006 |0004] 007 | 08 | 0004|0003
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Cizelge 5.14. (devam)
Kantitatif amilaz aktivitesi
Izolat Kalitatif amilaz 1. tekrar 2. tekrar 3. tekrar 3 tekrarin ortalamasi
. kodu/ aktivitesi
1ra e — © < ~ | ® © = © © © ©
0| gicksiyon o oh | 2| 7] B 8 |EdEs CHE PR £ Es
a-Amilaz | Olusan | (°C) 8 | 5E 55 3| 5| 8ls8=5| 8| 5| 8| =E|=s5 8| & |=sE =5 8| &
no R T | ED| E= T |EJ E= T | ED| E= £ES| €=
aktivite zonun o = o = @ = =
. o (@) (@) a o (@) o (@) (@) (@) @)
zonu derecesi
26 DSM 17141 ‘3’% 1 60 7.0 0,047 | 0,06 1,2 0,042 | 0,029 § 0,038 |0,05| 14 0,002 | 0,002 § 0,028 | 0,04 15 0,003 | 0,002 § 0,05 14 0,016 | 0,011
€
P |

Kisaltmalar: DSM 22: Geobacillus stearothermophilus; DSM 2641: A. flavithermus; DSM 22626: A. salavatliensis; DSM 15939: A. amylolyticus; NCIMB 13971: A. kestanbolensis;
NCIMB 13972: A. ayderensis; DSM 18475: A. kamchatkensis subsp. asaccharedens; DSM 17075: A. voinovskiensis; DSM 16325: A. tepidamans; DSM 7: Bacillus amyloliquefaciens;
DSM 27374: A. suryakundensis; NCIMB 13933: A. gonensis; DSM 19169: A. mongoliensis; DSM 17127: A. rupiensis; DSM 25220: A. calidus; KCTC 13759: A. flavithermus subsp.

yunnanensis; DSM 21706: A. kaynarcensis; DSM 15730: A. caldiproteolyticus; DSM 14988: A. kamchatkensis; DSM 17141: A. thermarum
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Sekil 5.16a ve 5.16b’de, 6 Anoxybacillus izolatinin ve 20 referans susun ortalama kantitatif
a-amilaz aktivitesi (U/mL) ve ortalama enzim aktivitesi/biyokiitle (U/g) degerleri
istatistiksel olarak karsilastirilmis ve izolatlar en yliksek enzim iireticisinden en diisiige
dogru smralanmistir. Ydritilen kantitatif a-amilaz aktivite sonuglarina gore; E184aa,
E184ab ve D222b kodlu izolatlarin, ticari olarak termostabil amilaz iiretilen Geobacillus
stearothermophilus DSM 227 (Sigma G3651, Bacillus stearothermophilus a-glukozidaz)
gibi bazi referans tiirlerden daha yiiksek amilolitik aktivite gostermeleri 6nemlidir. Bu
durum, tez c¢alismasi kapsaminda caligilan izolatlar arasindan amilaz {reticisi yeni
bakteriyel gen kaynaklarinin saptanmasi bakimindan énemlidir. Sadece kantitatif amilolitik
enzim aktivitesi dizinine (Cizelge 5.14 ve Sekil 5.16a) bakildiginda; sirasiyla E184ab
(5.94 U/mL), E184aa (5.74 U/mL), DSM 22 (5.52 U/mL), DSM 2641 (4.93 U/mL),
D222b (4.81 U/mL), DSM 22626 (3.28 U/mL) ve DSM 15939 (3.22 U/mL) kodlu
bakteriler biyoteknolojik agidan onemli olabilecek seviyede yiiksek a-amilaz aktivitesi
(5.94-3.22 U/mL) gostermislerdir. Ayrica, kantitatif amilolitik enzim aktivitesinin
biyokiitleye boliindiigii dizine (Cizelge 5.14 ve Sekil 5.16b) bakildiginda ise siralamanin
biraz degiserek biyokiitle basina en ¢ok a-amilaz tretiminin (341.3-70.8 U/g) sirasiyla,
E184aa (341.3 U/g), E184ab (293.0 U/g), D222b (250.0 U/g), DSM 22 (182.7 U/qg),
E208a (164.0 U/g), DSM 2641 (119.3 U/g), DSM 22626 (79.8 U/g) ve DSM 15939 (70.8
U/g) kodlu bakterilere ait oldugu goriilmektedir.
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Sekil 5.16. Anoxybacillus izolatlarinin ve referans tiirlerin (a) kantitatif a-amilaz aktivitesi
(U/mL) sonuglar1 ve (b) kantitatif a-amilaz aktivitesi/biyokiitle (U/g) degerleri
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5.6. a-AMILAZ VE SIKLODEKSTRIN GLUKANOTRANSFERAZ GEN
BOLGELERININ PCR iLE COGALTILMASI, DiZILENMESi, ANNOTASYONU,
GENBANK AKSESYON NUMARALARININ TEMINi, AMINO ASiT
DIZILERININ FILOGENETIK VE IN SILIKO ANALIiZLERINE AIT SONUCLAR

56.1. a-AMILAZ VE SIKLODEKSTRIN GLUKANOTRANSFERAZ GEN
BOLGELERININ PCR iLE COGALTILMASI VE DiZi ANALIiZLERI

Cizelge 5.14’te sunulan kantitatif ve kalitatif amilaz aktivitesi sonuglarma gére enzim
aktivitesi gosteren 6 Anoxybacillus izolat1 (A321, A3210, D222b, E184aa, E184ab ve
E208a) ve 20 referans tiir amilaz-PCR reaksiyonlarina alinmiglardir. B. amyloliquefaciens
DSM 77 ve G. stearothermophilus DSM 227 referans suslari, farkli cinslere ait amilaz
ureticisi  suslar  olduklarindan ¢alismaya dahil edilmislerdir. Amilaz geninin
cogaltilmasmda kullanilan esas primer ¢ifti olan amy primerleri (18), 6 termofilik izolatin
tamaminin ve toplam 18 Anoxybacillus referans susundan 9’unun niikleotidlerinin
dizilenmesine imkan saglamistir (Sekil 5.17). Bu 15 bakteriden elde edilen PCR firiinleri,

hedeflendigi lizere yaklasik 1518 b¢’lik a-amilaz geninin biiyilikligline tekabiil etmektedir.

M 32X B 4 5 & T & & 1§ 11 12 13 M: I5-NK

.°>

] 0
3

¥ - .

it N BT — ——— W — N — U — N —
8 2 [—

oo

M0

n o8

7 o

n o8

wooes -

o o e

¥ 03 il

n o2 -

Sekil 5.17. Anoxybacillus izolatlarinin ve referans tiirlerin amy primerleri kullanilarak elde

edilen a-amilaz geni-PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezinde goriintiilenmesi [1) A.
salavatliensis (DSM 226267); 2) A. gonensis (NCIMB 139337); 3) A. ayderensis (NCIMB 139727); 4) A. kestanbolensis
(NCIMB 139717); 5) A. flavithermus (DSM 26417); 6) A. kamchatkensis (DSM 149887); 7) A. amylolyticus (DSM
159397); 8) A. thermarum (DSM 171417); 9) A. kamchatkensis subsp. asaccharedens (DSM 18475T); 10) A3210; 11)
A321; 12) E184aa; 13) E208a; 14)D222b; 15) E184ab; NK: Negatif kontrol; M: Marker (Gene 2-Log DNA Ladder 0.1-
10.0 kb)]

Diger 11 bakteri amy primer ciftiyle defalarca farkli optimizasyon iglemleri denenmesine

ragmen ¢ogaltilamamis ve bu nedenle, daha sonrasinda dejenere d-amy primerleri ile
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yeniden PCR reaksiyonlarina almmislardir. Bu dejenere d-amy primerleri ile A.
caldiproteolyticus DSM 157307, A. rupiensis DSM 171277, A. calidus DSM 252207, A.
kaynarcensis DSM 21706, A. voinovskiensis DSM 17075" ve G. stearothermophilus DSM
22" olmak iizere 6 bakteri pozitif reaksiyon vermistir (Sekil 5.18a ve 5.18b). Dejenere
primerle cogaltilan {riinlerin molekiil agirliklar1 bakteriye gore degismekle birlikte,
ozellikle A. caldiproteolyticus DSM 157307, A. rupiensis DSM 171277 ve A. calidus DSM
252207 tiirlerinde, Chai ve ark. (2012) tarafindan yapilan calismada (18) belirtildigi iizere,
tek bir bant ile ifade edilen yaklasitk 800 bc biyikliginde bir gen bolgesi
cogaltilabilmistir. Sonu¢ olarak, 26 bakteriden sadece digerlerine kiyasla daha diisiik
amilolitik aktivite gdsteren B. amyloliquefaciens DSM 77, A. flavithermus subp.
yunnanensis KCTC 137597, A. tepidamans DSM 16325", A. mongoliensis DSM 19169" ve

A. suryakundensis DSM 273747 referans tiirlerinin genleri ¢ogaltilamamustir.

Elde edilen PCR iiriinleri saflastirildiktan sonra ¢ift yonlii dizi analizleri hizmet alimi
seklinde gergeklestirilmistir. Dizi analizi sonras1 ham kromatogramlar incelenerek ileri ve
geri primerlerle ¢ogaltilan gen dizileri Geneious R10 programmda bulunan ClustalwW
uygulamasiyla hizalanmis ve Sekil 5.17°deki amy primeriyle ¢ogaltilan 15 bakterinin
tamamma ve d-amy primeriyle ¢ogaltilan A. caldiproteolyticus DSM 157307 ve A.
rupiensis DSM 171277 referanslarma ait primer dizileri cakistirilarak her bir gene ait
biitiinlesik DNA dizileri elde edilebilmistir. Ancak, amilolitik aktiviteleri diisiik olan A.
kaynarcensis DSM 21706", A. voinovskiensis DSM 17075" ve A. calidus DSM 252207 ile
farkli bir cinse ait olan G. stearothermophilus DSM 227 referans tiiriiniin ise dizi analizleri

defalarca tekrarlanmasina ragmen 800 bg’lik biitiinlesik bir DNA dizisi elde edilememistir.

d-amy dejenere primeri ile ¢ogaltilan A. caldiproteolyticus DSM 157307 ve A. rupiensis
DSM 171277 suslarindan sirasiyla elde edilen 888 ve 735 bg’lik amplikonlar dizilenip,
BLASTN taramas: yapildiginda, her iki bakteriye ait gen dizilerinin Bacillus
stearothermophilus bscgt, cgt232, cgt5 ve cgtl genleri olmak iizere en ¢ok B.
stearothermophilus siklodekstrin glukanotransferaz genlerine benzerlik gosterdikleri tespit
edilmistir. Ayrica, NCBI-korunmus domain taramasi sonucunda, her iki bakteriye ait genin
diger amilaz gen dizilerimizden farkli olarak, maltogenik amilazlar ile siklodekstrin
glukanotransferaz  enzimlerinde bulunan ve a-amilaz katalitik domaini olan
AmyAc AmyMalt CGTase like (cd11320) korunmus protein domainine benzerlik
gosterdigi belirlenmistir. Her iki dizi de siklodekstrin glukanotransferaz enziminin yaklasik

olarak ilk 800 bg’lik upstream kismina denk gelmektedir. Bu bulgular 1s18inda, bu kisa
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dizilerden ve Anoxybacillus sp. B2M1 susuna ait siklodekstrin glukanotransferaz gen
dizisinden (GenBank: CP015435.1) faydalanilarak, yaklasik 2130 bg’lik genin downstream
kismmin da dizilenebilmesi i¢in Primer3web programi (version 4.0) kullanilarak bir cgt
primer ¢ifti tasarlanmustir. A. caldiproteolyticus ve A. rupiensis bakterilerine ait cgt primeri
ile yiirtitiilen PCR reaksiyonlar1 pozitif sonug vermis olup, Sekil 5.18¢’de sunulmustur. cgt
primeri ile A. rupiensis’de yaklasik 1270 b¢’lik, A. caldiproteolyticus’ta da yaklasik 1000
b¢’lik PCR fiiriinleri elde edilmis ve dizilenmistir. Elde edilen diziler, 6nceki 700-900
be’lik d-amy primer dizileri ile ¢akistirildiklarinda ise, A. caldiproteolyticus DSM 157307
susunun gen dizisinde bir biitiinliik saglanamamis, ancak A. rupiensis DSM 171277
susunda ilk ve son diziler ¢akistigindan, A. rupiensis’in hedeflenen tiim gen dizisi ortaya

cikarilabilmistir.

M 1 2 NK

bp bp
20000 —» 20000 —p 20000 —p
5000 —p 5000 — 5000 —p
3000—p 2000 — | 3000 —p
2000 —p 1500—» 2000—p
1500 —» 1000 — B 1500 —p
1000—» 700 — 1000—>
700—p 500 —> 700 —
500—» 400 —» 500 —p
400 —p 300—> k& 400—»
300—p 200—p 300::
200

200—p
75— 75—

75—

@ () ©)

Sekil 5.18. Anoxybacillus referans tiirlerinin d-amy (a ve b) ve cgt (c) primerleri
kullanilarak elde edilen amilaz siiperfamilyasma ait PCR iriinlerinin agaroz jel

elektroforezinde goriintiilenmesi [NK: Negatif kontrol; M: Marker,Gene Ruler 1 kb Plus DNA Ladder; 75-
20000 bg; a. 1) Anoxybacillus caldiproteolyticus DSM 157307; 2) Anoxybacillus rupiensis DSM 17127T; 3)
Anoxybacillus calidus DSM 252207, b. 1) Anoxybacillus kaynarcensis DSM 21706"; 2) Anoxybacillus voinovskiensis
DSM 17075T; 3) Geobacillus stearothermophilus DSM 22 T, ¢c. 1) A. caldiproteolyticus DSM 15730T; 2) A. rupiensis
DSM 171277

Yeni dizayn edilen primer, amy ve d-amy primerleri ile amplikon olusturmayan ve
kantitatif amilaz aktiviteleri zaten diisiik olarak dlgiilen A. tepidamans DSM 163257, A.
flavithermus subsp. yunnanensis KCTC 137597, A. mongoliensis DSM 191697 ve A.
suryakundensis DSM 273747 referanslari ile ayrica sadece d-amy primeri ile ¢ogaltilip,
yine diisiik amilaz aktivitesi gdsteren A. voinovskiensis DSM 170757, A. calidus DSM
252207 ve A. kaynarcensis DSM 217067 suslarinda da denenmis, ancak herhangi bir
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amplikon elde edilememistir. Bunun yani swra, A. tepidamans DSM 163257, A.
flavithermus subsp. yunnanensis KCTC 13759", A. mongoliensis DSM 19169 ve A.
suryakundensis DSM 27374 referans suslarmin amilaz gen dizileri GenBank ve Genomes
OnLine veri tabanlarmda halihazirda bulundugundan, bu mevcut diziler de yiiriitiilen
filogenetik ¢aligmalara dahil edilmistir. Bunun disinda, amy primeri ile ¢ogaltilamayan B.
amyloliquefaciens DSM 77 (NC_014551.1) ve G. stearothermophilus DSM 227
(M57457.1) dis grup referanslarmin amilaz gen dizileri de halihazirda GenBank’ta

mevcuttur.

Tim bu sonuglar degerlendirildiginde, Anoxybacillus cinsine ait 6 izolatimiz da dahil
olmak tizere amilolitik aktivite gosteren toplam 15 farkli bakteri tiiriiniin a-amilaz
genlerinin ve A. rupiensis DSM 171277 susunun siklodekstrin glukanotransferaz geninin
tam dizileri elde edilebilmis, ayrica A. caldiproteolyticus DSM 157307 susunun

siklodekstrin glukanotransferaz geni de kismi olarak ortaya ¢ikarilabilmistir.

5.6.2. a-AMILAZ VE SIKLODEKSTRIN GLUKANOTRANSFERAZ
GENLERININ ANNOTASYONU VE GENBANK AKSESYON NUMARALARININ
TEMINI

GenBank’tan aksesyon numarasi talebi Oncesi genin korunmus bdlgelerinin CDS
(korunmus domain aramasi) annotasyonu istenildiginden, dizilenen o-amilaz ve
siklodekstrin glukanotransferaz genlerinin kismi olarak islevleri belirlenmistir. Bunun i¢in
oncelikle, NCBI-BLASTN/BLASTP programlar1 yardimiyla kendi dizilerimiz ile
GenBank veri tabaninda mevcut referans suslara ait o-amilaz ve siklodekstrin
glukanotransferaz enzimlerini kodlayan gen/amino asit dizileri karsilastirilarak aralarindaki
gen/amino asit dizisi benzerlik oranlar1 belirlenmistir. Ayrica, NCBI-CDS programi
kullanilarak, elde edilen olasi amilaz ve siklodekstrin glukanotransferaz proteinlerinin
amino asit dizilerinde; alfa-amilaz siiperfamilyasina ait korunmus dizilerin mevcudiyeti, en
cok hangi o-amilaz familyasina ait enzim(ler)e benzerlik gosterdikleri ve enzimlerin

aktif/katalitik bolgeleri belirlenmistir.

NCBI-korunmus domain arama progranmu ile yiiriitillen ¢alismada, 17 genin de glikozid
hidrolazlarm en biiyiik familyasi olan a-amilaz enzim familyasina (GH13) [AmyAc_family
Superfamily (cl07893)] dahil olduklar1 belirlenmistir. Bunlardan amy primeri ile

cogaltilarak dizilemesi yapilan ve Cizelge 5.15’te sunulan ilk 15 Anoxybacillus gen
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dizisinde, bakteriyel siklomaltodekstinazlar ve ilgili proteinlerde bulunan alfa amilaz
katalitik domaini olarak tanimlanan AmyAc-bac-CMD-like-2 (cd11339) korunmus protein
domainin yer aldig1 goriilmistiir. a-Amilaz (EC 3.2.1.1) enzimini kodlayan bu 15 genin
katalitik t¢lii yap1 olarak korunmus aspartat, glutamat ve aspartat amino asit kokleri
(Asp213, Glu242 ve Asp310), 2 korunmus histidin kokii (His140 ve His309) ve Ca*
iyonunun baglanmasindan sorumlu 3 amino asit koki (Asnl39, Aspl82 ve His217)
icerdigi gorlilmistiir (amino asit pozisyonlar1 E184aa o-amilaz dizisine gore

numaralandirilmistir).

d-amy ve cgt primerleri ile ¢ogaltilarak dizilemesi yapilan A. caldiproteolyticus DSM
157307 ve A. rupiensis DSM 171277 referans tiirlerine ait gen dizilerinin ise yine ayni
stiperfamilyaya dahil olduklar1 ve dizilerde maltojenik amilazlar, siklodekstrin
glukanotransferaz ve ilgili proteinlerde bulunan alfa amilaz katalitik domaini olarak
tanimlanan AmyAc-AmyMalt-CGTase-like (cd11320) korunmus protein domainin yer
aldig1 goriilmistiir. Siklodekstrin glukanotransferaz (EC 2.4.1.19) enzimini kodlayan bu iKi
genin de katalitik tiglii yap1 olarak korunmus aspartat, glutamat ve aspartat amino asit
kokleri (Asp256, Glu284 ve Asp355), 2 korunmus histidin kokii (His167 ve His354), Ca*?
iyonunun baglanmasindan sorumlu 5 amino asit kokii (Asp55, Asn60, Asp81, Asnl66 ve
Asp226), MBS1 (Trp640, Lys675, Trp687, Glu688 ve Asn692) ve MBS2 (Thr622,
Asn623, Gly625, Asn627, Asn651, GIn652, Tyr657 ve Trp660) olmak iizere 2 maltoz
baglanma bolgesi icerdigi gdzlenmistir (amino asit pozisyonlar1 A. rupiensis DSM 171277
CGTaz dizisine gore numaralandirilmistir) (Cizelge 5.15). Bunlarin disinda, a-amilaz ve
siklodekstrin glukanotransferaz gen dizilerinin GenBank veri tabanindaki referans suslara
ait amilaz ve CGTaz enzimini kodlayan dizilerle karsilastirilarak aralarindaki gen dizisi
benzerlik oranlarinin belirlendigi NCBI-nucleotide BLAST tarama sonuglar1 ile bu enzim
proteinlerinin standart genetik koda gore belirlenmis olas1 amino asit dizilerinde yapilmis
olan korunmus domain tarama sonuglari, sirasiyla Cizelge 5.16 ve 5.17’de detayli bir

sekilde sunulmustur.

NCBI-BLASTN tarama sonuglarma gore, 15 o-amilaz geni Anoxybacillus cinsi
bakterilerden izole edilen a-amilaz genlerine en ¢ok % 91.0-99.0 oranlar1 arasinda, “0” E-
degeri ile giivenilir sinirlarda benzerlik gostermistir. Cizelge 5.16 ve 5.17°de sadece %
91.0 ve lizerindeki en yiiksek dizi benzerlik oranlari sunulmugtur. Farkli bir cinsin veya
tanimlanmamuis izolatlarin genleriyle benzerlik oranlar1 % 90’m altinda olup, bu durumda

E-degerinin giivenilirligi olduk¢a azalmistir. Tiim Anoxybacillus izolatlar1 (A321, A3120,
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D222h, E184aa, E184ab ve E208a) ile A. salavatliensis DSM 226267, A. gonensis NCIMB
139337, A. amylolyticus DSM 15939" ve A. kamchatkensis subsp. asaccharedens DSM
184757 referans bakterilerine ait amilaz genlerinin en cok Anoxybacillus sp. DT3-1 -
amilaz genine benzerlik gosterdigi belirlenmistir. A. ayderensis NCIMB 139727, A.
kamchatkensis DSM 14988" ve A. thermarum DSM 171417 referanslarmin amilaz genleri
en fazla A. gonensis G2 susunun tiim genom dizisine; A. flavithermus DSM 26417 ve A.
kestanbolensis NCIMB 13971 referanslarinin amilaz genleri ise A. flavithermus WK1 tiim
genomundan sonra en fazla Anoxybacillus sp. SK3-4 o-amilaz genine benzerlik
gostermistir. Ayrica, DSM 157307 ve DSM 171277 siklodekstrin glukanotransferazlari da
en ¢ok Anoxybacillus sp. B7M1 (CP015436.1:c859160-857025) ve B2M1
(CP015435.1:784808-786943) ile B. stearothermophilus cgt232 (X59044.1) ve B.
stearothermophilus bscgt (U83799.1) genlerine % 85.0-99.0 oranlarinda benzerlik
gostermiglerdir.

Cizelge 5.15. Dizilenen genlerin NCBI-CDS programi kullanilarak elde edilen yapisal
analizlerine ait bulgular ve gruplandirildiklar1 enzim smiflari

Siiperfamilya: Glikozid Hidrolaz Familyasi 13 (AmyAc_family) (cl07893)
AmyAc-bac-CMD-like-2 (cd11339), e-amilaz (EC 3.2.1.1)
e Bulundug Ca*? Bulundug Fonksiyonel
P . uelii 2uundugu = 2uluncugu £onsiyonel Bulundugu
amy primeriyle ¢cogalanlar . sekonder baglanma | sekonder histidin
(Aktif P s " sekonder yapi
bil yap1 bolgesi yap1 kokleri
dlge) -
D213 Fés‘gfﬁ?)‘g‘ N139 ?éslg_‘ﬁ?‘g‘ H140 ?és'g_l:‘)‘”gl
E208a, E184aa, E184ab, D222b, A3210,
A321, DSM 22626", NCIMB 13933", | _, . B5 iplikgigi D182 loop 3
NCIMB 139727, NCIMB 139717, DSM (CSR-III) (CSR-V) H309 B7 iplikgigi
149887, DSM 26417, DSM 159397, DSM T inlikeiz 4 inlikcizi (CSR-1V)
171417, DSM 184757 D310 E’CS%_,\Q,)g H217 ?CS%_,,Q) £
Degismeyen amino asit kokii: R211 (B4 iplik¢igi, CSR-11)
AmyAc-AmyMalt-CGTase-like (cd11320), siklodekstrin glukanotransferaz (EC 2.4.1.19)
g_?my ve I..(?Eal s Bulundugu Ca* Bulundugu %ﬁlbalﬁla.nﬂ Bulundugu | Fonksiyonel Bulundugu
p?imeriyle ?z\lrtif sekonder baglanma | sekonder botseler sekonder histidin sekonder
ettt || R, yapi bolgesi yapi MBSL1 MBS2 yapi kokleri yapi
A domainin
D55 B1 iplikeigi o
| Neo ve al heliksi T622 H167 B3 ipliksigi
D256 P4 iplikeigi D81 e ba W640 N623 (CSR-1)
ile baglantili
(CSR-11) loop blgesi K675 G625
DSM B3 iplikcigi Wes7 N627 | & qomaini
157307, N166 (CS%—I)‘; £ E688 N651
DSM — N692 Q652 T
171277 E284 B5 iplikeigi Y657 H354 B7 iplik¢igi
(CSR-1I1) loop 3 (CSR-1V)
o D226 W660
D355 B7 iplikeigi (CSR-V)
(CSR-1V)
Degismeyen amino asit kokii: R254 (B4 iplik¢igi, CSR-11)

Amino asit pozisyonlar; a-amilazlar igin E184aa, siklodekstrin glukanotransferazlar igin ise DSM 17127T’ye gbére numaralandirilmistir.
Kisaltmalar: DSM 22626: A. salavatliensis; NCIMB 13933: A. gonensis; NCIMB 13972: A. ayderensis; NCIMB 13971: A. kestanbolensis; DSM
14988: A. kamchatkensis; DSM 2641: A. flavithermus; DSM 15939: A. amylolyticus; DSM 17141: A. thermarum; DSM 18475: A. kamchatkensis
subsp. asaccharedens; DSM 15730: A. caldiproteolyticus; DSM 17127: A. rupiensis; CSR: Korunmus dizi bdlgesi (conserved sequence region);
MBS1, MBS2: Maltoz baglanma bdlgesi-1 ve 2; Amino asitler: D (Asp-Aspartik asit), E (Glu-Glutamik asit), G (Gly-Glisin), H (His-Histidin), K
(Lys-Lizin), N (Asn-Asparajin), Q (GIn-Glutamin), R (Arg-Arginin), T (Thr-Treonin), W (Trp-Triptofan), Y (Tyr-Tirozin).
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Cizelge 5.16. Dizilenen a-amilaz genleri ile iligskilendirilmis korunmus domainler ve GenBank veri tabaninda en ¢ok benzerlik gosterdikleri

referans suglarin gen dizileri ile aralarindaki benzerlik oranlari

Bakteri NCBI-Korunmus Domain tarama sonucu NCBI-nucleotide BLAST tarama sonucu
» 150 5 m s ® i =
Query seq, — |
ackive site A A A A
abalbicstbe) 4 ) BLAST * » blastn suie Home RecentResults  SavedSwategies  Help
...... Standard Nucleotide BLAST
speific hits _ _____ -— _ s —
Superfanilies fuyAc_fanily superfanily Max Totl |Quety| E | 0] pecossion
n score score | cover value
E208a ‘
Searchforsimilardomainarchiteclures| 0 Reﬁnesearch| 0 Anoxybacilus sp. OT3-1 alpha-amylase precursor gene, completecds 2745 2745 9%% 00 99% JF932308.1
List of domain hits ' An il nsis strain lete gen 2037 2737 100% 00 99% CP012152.1
| — - Descripton Interval Evalue Anoxybacillus sp. GXS-BL alpha-amylase gene, complete cds 2689 2689 9% 00 99% JF946749.1
[ AmyAc_bac_CMD ke 2 cd11339  Alpha amylase catalytc domain found in bacterialcyclomalodextrinases and related proteins; . 30386 5200139 | Anoxybacillus sp SK3-4 alpha-amylase precursor, gene, completecds 2091 2091 99% 0.0 92% JF932307.1
[+ Malt_amylase_C super family cl02706  Maktogenic Amylase, C-terminal domain; This is the C-terminal domain of Mattogenic amylase, n... 393462 346007 Anoybacilus favitiermus WK!, complete genome 2058 2068 99% 00 91% CPO00S22

% 150 5 n % 40

Query seq, —

active site )| A A A A

catalybic site § A A
Specific hits |
Superfanilies finyhic_fanily superfamily
El84aa
Search for simlar domain architeciures| B Refne search| 0

List of domain hits
* Name Accession Description

[#] AmyAc_bac_CMD like 2 ¢d11333  Alpha amylase catalytic domain found in bacterial cyclomaltodextrinases and related proteins; ...
[#] Matt_amylase_C super family cl02706  Maltogenic Amylase, C-terminal domain; This is the C-terminal domain of Maltogenic amylase, an ..

'

Interval E-value
30-386 5.20e-139
393462 346007

RecentResults

.
BLAST * » blastn suite Home
Standard Nucleotide BLAST

Bastn | blantn | blasts | tbiantn | Siatx e

Saved Strategies  Help

Max | Total |Query| E
score | score cover  value

2137 2137 100% 00 99% CP012152.1
2734 2134 9% 00 99% JF932308.1
2678 2678 99% 00 99% JF946749.1

Ident| Accession

Anoxybacillus qonensis strain G2, complete genome

Anoxybacillus sp. OT3-1 alpha-amylase precursor, gene, complete cds
Anoxybacillus sp. GXS-BL alpha-amylase gene, complete ¢ds
Anoxybacillus sp, SK3-4 alpha-amylase precursor, gene, completecds 2080 2080 99% 0.0 91% JF9323074

Anoxybacillus flavithermus WK1, complete genome 2047 2047 9% 00 91% CP000922.1
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Cizelge 5.16. (devam)

Bakteri NCBI-Korunmus Domain tarama sonucu NCBI-nucleotide BLAST tarama sonucu
" Ly d i o b i € 2 C 8 hips:/blastncbl.nim.nih.gov/Blast ogi PPAGE_TYPE=BlastSeerch % =
Query seq, pryer
eabalybic site | A A BLAST * » blastnsuite Home  RecentResults  SavedStrategies  Help
Specific hits O W Standard Nucleotide BLAST
""" [bontn | ptaste | biasta | wiastn | hiasts |
fanilies
Super fmyhc_fanily superfanily el Max Total (Query| E [
R score score | cover  value
E184ab xybacillus g mplete ge CPO121521
Searchfor5imi|g|'domainarchi[eﬂureg| m Reﬁmgearthl m Anoxybacillus gonensis strain G2, complete genome 2743 2743 100% 0.0 99% CP012152.1
T e ) Anoxybacillus sp. OT3-1 alpha-amylase precursor, gene. completecds 2739 2739 99% 0.0 99% JF932308.1
1 i [ Description interval Evale Anoxybacillus sp, GXS-BL alph ne, complete cds 2684 2684 99% 00 99% JF946749.1
[H AmyAc_bac_CMD_like 2 cd11339  Alpha amylase catalytic domain found in bacterialcyclomaltodexirinases and related proteins; . 30388 5200139 | Anowybacilussp. SK3-4 alpha-amyiase precursor gene completecds 2085 2085 99% 0.0 92% JF932307.1
[#] Malt_amylase_C super famiy cl02708  Maltogenic Amylase, C-terminal domain; This is the C-terminal domain of Maltogenic amylase, an . 393462 3.46e07 Anoxybacilus favithernus WK1 comglete genome 05 2052 9% 00 91% CPO00S221
{ ] 180 2 w a7 [ 4
seq,
Query seq actine site | A A A A
eatalybic I“I‘ A A BLAST'»MMMM!. Home  RecentResults  Saved Strategies  Help
Sm.l.l'ic hits - Standard Nucleotide BLAST
blestn | bdaste | blests | Wilestn | thlasts —
Superfanilies finghc_fanily superfanily Max Tota Query E .
Ident| Accession
D222b ) score score cover value
Saarchforsim'\lardomainarchilecluras| i Reﬁnessarchl ] Anoxybacillus sp, DT3-1 alpha-amylase precursor, gene, completecds 2730 2730 99% 0.0 99% JF932308.1
List of domain lts ) Anowybacillus qonensis strain | 2110 2710 100% 0.0 99% CP012152.1
_‘ — Deseriptin | | Evalue Anoxybacillus sp. GXS-BL alpha-amylase gene, complete cds 2680 2680 99% 0.0 99% JF946749.1
[#) Amyhc_bac_OMD lke 2 cd11339  Alpha amylase cataltic domain found n bacterial cyclomaltodextinases and related proteis; . 30306 184139 | Anombacilussp K4 aoh UL 7% A% %% 00 9% Jea(rd
(4] Malt_amylase_C super family cl02706  Matiogenic Amylase, C-terminal domain; This is the C-terminal domain of Maltogenic amylase, an... 393462 342e07 | Anoxybaillusfavitrermus WK1, complete genome 2026 20% 9% 00 91% CP000S22.1
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Cizelge 5.16. (devam)

Bakteri NCBI-Korunmus Domain tarama sonucu NCBI-nucleotide BLAST tarama sonucu
! i " i " n il i € & C 8 hitps://blestrxbl.nim.nih.gov/Blast o % =
(Query 309, active site 4 A A_A A
catalybic site | A A BLAST * » blastn suite Home  RecentResults  Saved Strategies  Help
Mﬂc Mts N v Standard Nucleotide BLAST
boatn | bleste | bhaat | ientn | hatx |
SuperfaniLies fnyhc_fanily superfanily [Tl ame | Max | Toial |Query| E o0l 0 ossi
A3210 ( ) score |score cover | value e
Seatch o simiar omai arcitctres | @ Refine search | @ Anowybacilus $p, DT3-1 aipha-amylase precursor gene, completecds 2784 2784 99% 00 9%% JFe323081
List of domain hits M | Anoxybacillus qonensis sirain G2, complete genome 2165 2765 100% 0.0 99% CP0121521
| Name T Descrption il e An il Ipha-amyl ne. complete ¢ 17 2117 9% 00 99% JF946749.1
[#) AmyAc_bac_CMD_like 2 cdf1339  Alpha amylase catalytic domain found n bacteralcyclomaltodextrinses and related proteins; .. 30386 5206139 | Anowbacilus sp. SK3-4 alpha-amytase precursor gene, completecds 2102 2102 %% 00  92% JF932307.1
[#] Malt_amylase_C super family ¢l02706  Maktogenic Amylase, C-terminal domain; This is the C-terminal domain of Maltogenic amylase, an... 303462 346007 | Anoxybacillus flavithermus WK1, complete geno 2063 2063 99% 0.0 91% CPO00922.1
] 150 F ] s 0 L] € & C 8 https:/blastnchl.nim.nih.gov/Blast.c By =
Query seq. achine site i A 4 U A
catalybic site § A A BLAST * » blastnsutte Home  RecentResulls  Saved Strategies  Help
Spu:lfll: hits Standard Nucleotide BLAST
[ R —
Superfanilies AnyAc_fanily superfanily i Max Toial Quey| E |0
score | score| cover | value
A321 | ’
Seach for sinlerdomainacitectres | @ Rofne seare | @ Anoxybacills sp, OT3-1 alpha-amyiase precursor.gene. completecds 2778 2778 %% 0.0 9% JF932308.1
List of domain hits 7 Anoxybacillus gonensis strain G2, complete genome 2148 2748 100% 00 99% CP012152.1
] Anoxybacillus sp. GXS-BL alpha-amylase gene. complete cds 2112 2112 9% 00 99% JFode749.1
} Name Accession Description Interval Ewalue S
[#] Amyhc_bac_CMD_fike 2 cdft339  Aloha amylase cataltic domain found in bacteral cyclomaltodeitrinases and related protein; . 30386 6.18¢-139 | Anoxybacillus sp. SK3-4 alpha-amylase precursor, gene. completecds 2097 2097 99% 0.0 92% JF932307.4
[ Malt_amylase_C super family 02706  Maltogenic Amylase, C-terminal domain; This is the C-terminal domain of Maltogenic amylase, an... 303462 342e07 Aok i i i 2058 0% %% 00 9% CPONNI
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Cizelge 5.16. (devam)

Bakteri NCBI-Korunmus Domain tarama sonucu NCBI-nucleotide BLAST tarama sonucu
% 150 / 3 i L] 504 € 2 C @ htips:/blastrcbi.nim.nih.gov/Blast gl PAGE _TY Bl =
'ZND lluerg . active site }) Iy A M A
© cabalybic site | A A BLAST.»N.m.wh Home  RecentResults  Saved Strategles  Help
ﬁ Smlflc hits Standard Nucleotide BLAST
et viastn | st | ot | ot | :
2 | sperfonilies AnyAc_fanily superfanily [ Max | Total Queyy| E :
a Ident Accession
n { b score score | cover | value
é Searchforsimilardornainarchitec1ures| B | Refne ssarchl B Anoxybacill -1 alpha-amylase precursor gene, compl 22 212 9% 00 99% JFe32308.1
B st of domain his ) | Aoomvacsconensissan G congeqen 25 243 0% 00 % CAUIND
= An illus sp. GXS-BL alph | 2106 2706 9% 00 99% JF946749.1
] Name Accession Description Interval E-value - 2:201258 Qene. Lom pe
< [+ AmyAc_bac_CMD fike 2 cd11339  Alpha amylase catalytic domain found in bacterial cyclomaltodertrinases and related proteins; .. 30-386 341e-138 Anoxybacillus sp. SK3-4 alpha-amyl ursor, gene, complete 2007 2097 9% 00 92% JF932307.4
[+ Matt_amjylase_C super family cl02706  Maltogenic Amylase, C-terminal domeain; This is the C-terminal domain of Maltogenic amylase, an... 393462 346e07 Ao AR W o oaidiia 29 258 9% 00 1% CPONS1
1 ] ] s n s ) 5 € 5 C 8 hips://blestrcbi.nim.nh.gov Blast coi PAGE_TYPE =
l?v) Query 589, achine site )| A A A A .
o catalybic site | A A BLAST * » blastnsuke Home  RecentResults  Soved Stategies  Help
% Spﬂci::l:i:its = l Standard Nucleotide BLAST
anilies
D | s Anghc_fanily superfanily W ol Qo E (ol iin
O [ ) score score cover  value
E; Searchforsimi\ardomainarchitectures| 0 Reﬁnesearch| ] Anoxybacillus qonensis strain G2, complete genome 2193 2793 100% 00 99% CPO12152.1
[72}
c : rr '
o List of domain hits ’ Anoxybacillus sp. DT3-1 alpha-amylase precursor. qene, completecds 2745 2745 99% 00 9% JF9323081
S Name Accession Description Interval E-value Anoxybacillus sp. GXS-BL alpha-amylase gene, complete ¢ds 200 200 99% 00 99% JFo467494
< [ AmyAc_bac_CMD lke 2 ¢dt1339 A!phaamy\asecatalyticdomainfoundjnbactgrialcyclomalmdaxlrinasesandrelatedproteins; 30-386 5.20e-139 Anoxybacillus so. SK3-4 aloha-amylase precursor aene. complelecds 2074 2074 %% 00 9% JF9323074
[+ Malt_amylase_C super family cl02706  Maftogenic Amylase, C-terminal domain; This is the C-terminal domain of Maltogenic amylase, an .. 303462 3d6e

Anoxybacillus flavithermus WK1, complete genome

2098 2008 %% 00 91% CPO00%221
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Cizelge 5.16. (devam)

Bakteri NCBI-Korunmus Domain tarama sonucu NCBI-nucleotide BLAST tarama sonucu
| % 15 7% i " 0 I € 2 € @hips ’h\astncbmlm.lhgou.-‘eaf % =
. g S e SRS SRR S — o
Q Qery seq active site J) A 4 A A .
% catalybic "ul A A BLAST » blastn suite Home  RecentResults  SavedStrategies  Help
— wng hits Standard Nucleotide BLAST
m . [ bteatn A | ibtastn |
S | Swerfonilies AnyAc_fanily superfamily e Max | Total | Query| E !
LZ) [ y score | score cover  value Idenk| Accession
2 Searchforsimi[ardomainarchiteclures| B Reﬁnesearch| B Anoxybacillus gonensis strain G2, complete genome 2449 2449 100% 00 9% CP0121524
c
5 List of domain hits ' Anoxybacill 1 aipha-amt 1, gene, compl 46 2446 9% 00 96% JFO323081
-% Name Accession Description Interval E-value Anoxybacillus sp. GXS-BL alpha-amylase qene, complete cds 435 243 9% 00 96% JF9467491
< [H] AmyAc_bac_CMD _fike 2 ¢d11339  Alpha amylase catalytic domain found in bacterial cyclomattodertrinases and related proteins; . 30-384 3156139 Anoxybacillus sp. $K3-4 alpha-amylase precursor, gene. completecds 2047 2047 99% 0.0 91% JF932307.1
[+ Malt_amylase_C super family ¢l02706  Maltogenic Amylase, C-terminal domain; This is the C-terminal domain of Matogenic amylase, an .. 303462 3.20e07 Arorsbacilus favihermus WY complele cenome 06 % 9% 00 9% CPO0e 1
L

A. kestanbolensis NCIMB 139717

4] 150 b/ n s L] 504

Query seq, achine sie )| A A4 A A

eatalybic site ) [ J
Specific hits
Superfanilies fingAc_family superfamily e o
1{ )

Search for simiar domai architectures | ®  Refie searh | 0

List of domain hits '
t Name Accession Description Interval E-value
[ AmyAc_bac CMD like 2 cd11338  Alpha amylase catalytic domain found in bacterial eyclomaltodertrinases and related proteins; . 30-384  9.15e-139

[+ Malt_amylase_C super family cl02706  Maktogenic Amylase, C-termingl domain; This is the C-termingl domain of Maltogenic amylese, an . 303462 206807

€& - C |8 hittps:/jblastncbi nim nih.gov/Blast.cgi PAGE_TYPE =BlastSaarch

M) us.vavenni Lorary of Megicine :> NCHI Natianal Centes for

Home  RecentResulls

.
BLAST  » blastnsuite

Standard Nuclectide BLAST
l-lm | blasty | thlasin | thast |

Saved Strategies  Help ‘

Max | Total Query E
score score | cover | value
Anoxybacillus flavithermus WK1 complete qen 451 2451 9% 00
Anoxybacillus sp. SK3-4 alpha-amylase precursor. gene, completecds 2307 2307 99% 0.0

Anoxybacilus sp. GXS-BL. alpha-amylase gene, complete cds 214 214 9% 00
Anoxybatillus qonensis strain G2, complete qenome 2128 2128 100% 00
Anoxybacillus sp. DT3-1 alpha-amylase precursor, gene. completecds 2119 2119 9% 0.0

Ident | Accession

%% CP000922.1
S4%  JF932307 1
92%
92%
% JF9323081

JF946749 1

CP012152.1
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Cizelge 5.16. (devam)

Bakteri

NCBI-Korunmus Domain tarama sonucu

NCBI-nucleotide BLAST tarama sonucu

€ - C @ htips://blastrcbi.nim.nih.gov/Blast «

1 s 150 5 0 s It i X
0 Query seq,
§ active site § T |ih] A A A BLAST * » blastn suie Home  RecentResults  Saved Stategles  Help \
| tranille blie = B T Standard Nucleotide BLAST
s Specific hits [t vtastp | psantn | e | st |
2| sperfanlies fgfic_fanily swerfanily Max | Total |Queey| E ] accossion
> . , score score| cover | value
&C) Saarchforsimi\ardomainarchilecturas| @ Reﬁnasaarchl ] Anoxybacillus qonensis strain G2, complete genome 2460 2460 100% 0.0 9% CP012152.1
= . e Anowybacilus sp OT3-t alpha-amyiase precursor gene, complelecds 2446 2446 99% 0.0 96% JF9323081
5 List of domain hits ' : -
% _ Name e Description [Rrere e Anoxybacillus sp. GXS-BL alpha-amylase gene, complete cds 20435 2435 99% 00 96% JF946749.1
=~ [H] AmyAc_bac_CMD_fike 2 ¢d11339  Alpha amylase catalylic domain found in bacterial cyclomaltodextinases and related proteins; ... 30384 9.72-140 Anoxybacillus sp. SK3-4 alpha-amylase precursor, gene. completecds 2058 2058 99% 0.0  91% JF932307.1
< [+ Malt_amylase_C super family ¢l02706  Maktogenic Amylase, C-terminal domain; This is the C-tarminal domain of Matogenic amylase, an . 393462 332607 T — 09 N5 9% 00 91% CPONSA

Anoxybacillus favithermus WK1, complete genome ; CP000922.
| 5 5 o o 5 5 55 € = C | 8 hips://blastncbi.nim.nih.gov/Blast.ogi PAGE_TYPE= % =
Query seq,
[
g ackive site }j pe "ua ﬂ N i‘J BLAST * » blastn suke Home  RecentResults  Saved Strategies  Help
~ Spq:j_ﬂc h]_ts o Standard Nucleotide BLAST
=
3 | superfonilies fyc_fanily superfamily Max Total (Quay| E |l pceossion
a | : score | score | cover | value
S
% Search forsimilardomainarchitectures| i Reﬁnesearchl 0 Anorybacillus favitremus WK1, complete genome 276 2176 100% 00 99% CPO00922.1
2 x
2 Rl , Anoxybacillus sp. $K3-4 alpha-amylase precursor, gene, completecds 2228 2228 100% 0.0 93% JF932307.1
.f—: Name Accession Description Interval E-value Anoxybatillus sp. GXS-BL alpha-amylase gene, complete cds 2078 2078 100% 00 91% JF946749.1
< [H AmyAc_bac_CMD_fike 2 11338 Alpha amylase catalytic domain found in bacterial cyclomaltodextrinases and related proteins; ... 30-384  9.74e-140 Anosybacills sp. 0T alpha-amylase orecursor, gene. completecds 2061 2061 100% 0.0 91% JF932308.1
| Maft_amylase_C super family cl02706  Makogenic Amylase, C-terminal domain; This is the C-terminal domain of Maltogenic amylase, an... 303462 35347
Anoxybacillus qonensis strain G2, complete gen 205% 205 100% 00 91% CP012152.1
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Cizelge 5.16. (devam)

Bakteri NCBI-Korunmus Domain tarama sonucu NCBI-nucleotide BLAST tarama sonucu
€ & C 8 hiips://blastncbi.nim.nih.gov/Blast =
! 7 150 b 0 s L1 515
- Query seq,
§ ackive site § P .ih‘ A M A BLAST.»ma\wh Home  RecentResults  Saved Strategies  Help
ﬂ wiflc hits Standard Nucleotide BLAST
E lh blaste | bastx | thiastn | thests |
5 Superfanilies AnyAc_family superfamily el i swer] Mox | Tial Cumy| E |
e { b score | score cover | value Lo
=}
é Search!orsimilardomainarthw‘tectures| il Reﬁnesearthl o Anoxybacillus sp. DT3-1 alpha-amylase precursor, gene, completecds 2782 2782 100% 0.0 99% JF9323081
S List of domain hits " Anoxybacillus gonensis strain G2, complete genome 2143 2143 100% 00 99% CPO12152.1
>
% Name Accession Description Interval E-value Anoxybacillus sp. GXS-BL alpha-amylase gene, complete cds 27115 2115 100% 00 99% JF946749.1
; [#] AmyAc_bac_CMD fike 2 ¢d11339  Alpha amylase catalytic domain found in bacterial cyclomaliodextrinases and related proteins; ... 30-386  2.03-138 ;
‘ : . P : : . Anoxybacillus sp, SK3-4 alpha-amylase precursor, gene. completecds - 2100 2100 1 . F932307.1
< [H] Malt_amylase_C super family cl02706  Maltogenic Amylase, C-terminal domain; This s the C-terminel domain of Matogenic amylase, an .. 303462 32707 - IR 200 200 100% 00 9% JFo3071
Anoxybacillus flavithermus WK1, complete genome 2061 2061 100% 00 91% CPO00922.1
1 " ™ s m s 0 m & - C | & hiips://blastncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi PAGE_TYPE=BlastSearch %y B
) uswe \}
il Query seq, active site A A M A p y
E cobalybicsite 4 4 BLAST  » blastnsuite Home  RecentResults  Saved Strategies  Help
: Miﬂl: hits Standard Nucleotide BLAST
Blaaan | Glawin | Glaats | (lastn | Usdats |
2 | Swperfonilies Anghc_fanily superfanily Max Toia Quey| E _
) Ident Accession
{ ) score score cover | value
£
> Searchforsimilardomainarchitectures| ] Reﬂnesearchl ] Anoxybacillus gonensis strain G2, complete gen 2383 2383 100% 0.0 95% CPO121521
<
S List of domain hits ) | | 219 279 9% 00 95% JFad67491
(<5}
E= Name Accession Description Interval E-value Anoxybacillus sp. OT3-1 alpha-amylase precursor, gene. complefecds ~ 2368 2368 99% 0.0 95% JF9323081
< {+] AmyAc_bac_CMD_lke 2 ¢df1339  Alpha amylase catalytic domain found in bacterial cyclomaltodextrinases and related proteins; ... 30384 8.76e-130 e
LIRS ; . it ; : h Anoxybacillus flavithermus WK1, complete genome 2019 2019 99% 00 91% CPO00922.1
4] Malt_amylase_C super famiy cl02706  Maltogenic Amylase, C-termingl domain; This s the C-termingl domain of Maltogenic amylase, an .. 303462 332607 -
Anoxybacillus sp. SK3-4 alpha-amylase precursor, gene, completecds 2013 2013 99% 0.0 91% JF93230741
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Cizelge 5.16. (devam)

Bakteri

NCBI-Korunmus Domain tarama sonucu

NCBI-nucleotide BLAST tarama sonucu

A. kamchatkensis subsp. asaccharedens

DSM 184757

i % 180 s k1] i 15 ]
oo —
WU 983 actine site § A 'Y A
catalybic site | A A
Specific hits
Superfanilies fmyAc_fanily superfanily
(] ]
Search for similar domain architectures | o Refine search | o
List of domain hits '
} Name Accession Description Interval E-value
[+] AmyAc_bac_CMD_like 2 cdf1339  Alpha amylase catalytic domain found in bacterial cyclomatodextrinases and related proteins; .. 30-386 7480138

[+] Malt_amylase_C superfamiy cl02706  Maltogenic Amylase, C-terminal domain; This is the C-terminal domain of Maltogenic amylase, an . 393462 3.2307

€ & C 8 htips://blastncbi nim.nih.gov/Blast cgi PAGE_TYPE

BLAST ° » blastnsuite

Standard Nucleotide BLAST
Bastn | blasto | blasta | thixstn | thiasts |

Home  RecentResults  Saved Stategies  Help

Max | Total Query| E
score | score| cover  value

Anoxybacillus sp. DT3-1 alpha-amylase precursor, gene. completecds 2734 2734 9%% 0.0
Anoxybacillus gonensis strain G2, complete genome 27115 27115 100% 0.0

An illus sp. Ipha-amylase gene.complete cd 2684 2684 99% 00
Anoxybacillus sp. SK3-4 alpha-amylase precursor, gene, completecds 2074 2074 99% 0.0
Anoxybacillus flavithermus WK1, compl 005 025 9% 00

Ident| Accession

9% JF9323081
9% CPO12152.1
9% JF46749.1
91% JF932307.1
91% CP000922.1

162




Cizelge 5.17. Dizilenen siklodekstrin glukanotransferaz genleri ile iligkilendirilmis korunmus domainler ve GenBank veri tabaninda en ¢ok

benzerlik gosterdikleri referans suslarin gen dizileri ile aralarindaki benzerlik oranlari

Bakteri

NCBI-Korunmus Domain tarama sonucu

NCBI-nucleotide BLAST tarama sonucu

A. caldiproteolyticus DSM 157307

i ] 1 150 L] el W
m e achine site
catalybic site
Swperanilies el el )
( )

Searchfursimilardomainarchiteclures| e Reﬁnesearch| @

List of domain hits

1 Name
[#) AmyAe family super famiy /07883

Accession Interval E-value

120 45le157

Description

Alpha amylase catalytc domain family; The Alpha-amylase family comprises the argest famiy ..

RecentResults

BLAST * » blastn suite Home
Standard Nucleotide BLAST

Saved Strategies  Help

blastn | bissip | Dlasts | (blastn | Kniaetx |

Max | Total Query| E

Descriptic score| score | cover | value Ident| Accession
B stearothermophilus cat?32 gene for cyclodextrin glucanotransferase 1607 1607 100% 00 9% X590441
Baslearoth hilus cgts gene for cyclodextrin glucolransierase 1602 1602 100% 00 99% X500431
Bslearothermophilus cgt gene for cyclodexrin glucanotransferase 1506 159 100% 00 99% X500421
Anoxybacillus sp. BTM1, complets genome 931 931 100% 00 B86% CP015436.1
Anoxybacillus sp. B2M1. complets genome 931 931 100% 00 B86% CP015435.1

Bacillus stearothermophilus cyclodextrin glucanotransferase (bscat) gene. completecds 931 931 99% 0.0 86% 837994

A. rupiensis DSM 171277

1 10 m ] 4 s o ™
Query seq, active site ) A ‘ p starch-binding site |
catalyticsite § 4 A slarch-binding site 2
Ca binding site 3} | A A
Specific hits
Superfanilies fnyAc_family superfamily Molos 0 o | BT spurdonily || BEI0 verfnlly |
{ »
Search for similar domain architectures | B Refne search | 2
List of domain hits '
4 Name Accession Description Interval E-value
[#] AmyAc_AmyMalt CGTase _like cd11320  Alpha amylase catalytic domain found in mattogenic amylases, cyclodextrin glycosyltransferase, ... 39427 0es0
[#] CBM20 super family cl15347  The family 20 carbohydrate-binding module (CBM20), also known as the starch-binding domain, is ... 609-709 1.35e-52
[ IPT_CGTD ¢d006804  IPT domain (domain D) of cyclodextrin glycosyltransferase (CGTase) and similar enzymes, These . 526607 2.72¢-32
[+] Aamy_C smart00632  Aamy_C domain; 437621 4.68e-17

& = C B https://blast.ndbi nim.nih.gov/Blast.cgi PAGE_TYPE=BlastSearch By =

RecentResults  Saved Strategies  Help

L]
BLAST * » blastn suie Home

Standard Nuclectide BLAST

[bten | pasts | oty | v | s |

. Max Total Query E
Descrpt score score cover | valve

3923 3823 100% 00 99% Us3regi
3917 3917 100% 00 99% CPO154361
3917 3917 100% 00 99% CPO154351
2085 2085 9% 00 85% 590431
2085 2085 9% 00 B5% x59044.1
2080 2080 9% 00 B4% X500421

Ident  Accession

Anoxybacillus sp. BTM1, complete genome
Anoxybatillus sp. B2M1, complete genome
Bastearothermophilus
Bstearathermophilus cgt232 gene for cyclodextrin glucanotransferase

Bastearothermophilus c:

ene for cyclodextrin glucotransferase

ene for cyclodextrin glucanolransterase
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56.3. -AMILAZ VE SIKLODEKSTRIN GLUKANOTRANSFERAZ GEN
DIiZILERININ GENBANK AKSESYON NUMARALARI

Anoxybacillus cinsine dahil bakterilerden elde edilen nihai gen dizileri ve iliskili islev
analizleri neticesinde, GenBank veri tabanina (NCBI-Banklt) bagvurularak her bir dizi i¢in
aksesyon numarasi alimmistir. Buna gore, tez calismasi kapsaminda dizilenerek, agik
okuma cercevelerinin saptanmasi sonrasi islev analizleri yapilan 17 genin uzunlugu ve
alinan GenBank aksesyon numaralar1 Cizelge 5.18’de sunulmustur. Bu dizilerden sadece
A. caldiproteolyticus DSM 15730"a ait siklodekstrin glukanotransferaz geni kismi olarak
dizilenmis, diger 16 genin tiim gen dizisi ¢ikarilabilmistir.

Cizelge 5.18. Anoxybacillus izolatlarinin ve referans tiirlerin a-amilaz ve siklodekstrin
glukanotransferaz gen dizilerinin uzunluklari1 ve GenBank aksesyon numaralari

GenBank o
izolat Kodu/Tiir Adi Gen adi Aksesyon Numarasi uzu?ﬁ:f?l'z('b ;
Gen ID Protein ID su (b
E184aa a-amilaz KY426431 AQU15044.1 1515
E208a a-amilaz KY426432 AQU15045.1 1515
E184ab a-amilaz KY426433 AQU15046.1 1515
D222b a-amilaz KY426434 AQU15047.1 1515
A3210 a-amilaz KY426435 AQU15048.1 1515
A321 a-amilaz KY426436 AQU15049.1 1515
A. salavatliensis DSM 226267 a-amilaz KY426437 AQU15050.1 1515
A. gonensis NCIMB 139337 a-amilaz KY426438 AQU15051.1 1515
A. ayderensis NCIMB 139727 a-amilaz KY426439 AQU15052.1 1515
A. kestanbolensis NCIMB 139717 a-amilaz KY426440 AQU15053.1 1515
A. kamchatkensis DSM 149887 a-amilaz KY426441 AQU15054.1 1515
A. flavithermus DSM 26417 a-amilaz KY426442 AQU15055.1 1518
A. amylolyticus DSM 159397 a-amilaz KY426443 AQU15056.1 1518
A. thermarum DSM 171417 a-amilaz KY426444 AQU15057.1 1515
aAé aﬁ';:g:‘ea;'gﬁ;‘%ssijbfg‘ﬁg a-amilaz KY426445 AQU15058.1 1515
. . T siklodekstrin
A. caldiproteolyticus DSM 15730 glukanotransferaz KY426446 AQU15059.1 888
A. rupiensis DSM 171277 siklodekstrin KY426447 AQU15060.1 2136
glukanotransferaz

5.6.4. a-AMILAZ VE SIKLODEKSTRIN GLUKANOTRANSFERAZ AMINO ASIiT
DiZILERININ FILOGENETIK ANALIZLERi

NCBI-BLASTP programi yardimiyla GenBank veri tabaninda Anoxybacillus cinsine dahil
mevcut referans suslara ait tiim a-amilaz ve siklodekstrin glukanotransferaz protein dizileri

saptanmistir. GenBank ve Genomes OnLine veri tabanlarinda su anda 27 Anoxybacillus
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cinsi bakterinin genom dizisi (4’liniin tim genom dizisi, 23’lniin taslak genom dizisi)
bulunmaktadir. Bu veri tabanlarindaki a-amilaz gen dizilerinden 10’ u Anoxybacillus spp.
izolatlarma (DT3-1, SK3-4, GXS-BL, BCO1, KU2-6, P3H1B, B2M1, B7M1, UARK-01
ve 103), 13’1 ise tanimlanmus tiirlere (A. flavithermus DSM 2641, A. pushchinoensis K1,
A. gonensis G2, A. suryakundensis DSM 27374, A. thermarum AF/04, A. flavithermus
subsp. yunnanensis E13, A. ayderensis NCIMB 13972, A. tepidamans PS2, A.
geothermalis ATCC BAA 2555, A. amylolyticus DSM 15939, A. kamchatkensis G10, A.
mongoliensis MB4 ve A. vitaminiphilus CGMCC 1.8979) aittir. Uluslararasi
veritabanlarinda mevcut olan ve tez galigmasi ile iliskili tim Anoxybacillus cinsi ve/veya
onunla iligkili bakterilere ait GHI13 familyasina dahil oa-amilaz ve siklodekstrin
glukanotransferaz gen/amino asit dizileri ile ilgili bilgiler Cizelge 5.19’da sunulmustur.
Filogenetik analizlerde, 15 a-amilaz ve 2 siklodekstrin glukanotransferaz olmak iizere
toplam 17 protein dizisi disinda, NCBI-BLASTP taramasi sonucunda bu dizilere en ¢ok
benzerlik gosterdigi belirlenen ilgili veri tabanlarindaki 13’ Anoxybacillus cinsine ve 2’si
B. stearothermophilus tiirlerine ait olmak tizere toplam 15 protein dizisi ile Anoxybacillus
tirlerine ait 3 dis grup protein dizisi (trehaloz-6-fosfat hidrolaz, siklomaltodekstrinaz ve
pullulanaz) ¢alismaya dahil edilmistir (Cizelge 5.19). Boylece, tez kapsaminda
dizilenemeyen ve mevcut veri tabanlarinda o-amilaz ve siklodekstrin glukanotransferaz
protein dizisi bulunmayan A. kaynarcensis DSM 217067, A. voinovskiensis DSM 170757
ve A. calidus DSM 252207 ile yine veri tabanlarinda ilgili protein dizileri bulunmayan 5 tip
sus (A. contaminans DSM 15866', A. bogrovensis DSM179567, A. tengchongensis DSM
232117, A. eryuanensis DSM 232127 ve A. vitaminiphilus JCM 165947) disinda, toplam 23
tiir ve 3 alt tiir igeren Anoxybacillus cinsinin tip susundan 17 tanesi ile tez kapsaminda elde
edilen olas1 protein dizilerine benzerlik gosteren 7 Anoxybacillus spp. izolatlarmin (DT3-1,
SK3-4, GXS-BL, BCO1, KU2-6, P3H1B ve B2M1) genleri, filogenetik analizlere dahil
edilerek tiim cinsi kapsayan genis bir perspektifte birarada incelenmistir. Buna gore,
Anoxybacillus cinsi basillere ait 27 a-amilaz ile 5 siklodekstrin glukanotransferaz (2’si B.
stearothermophilus tiiriine, 3’i Anoxybacillus suslarma ait) olmak tizere toplam 32 protein
dizisi ile Anoxybacillus tiirlerine ait 3 dis grubun protein dizisi kullanilarak yiiriitiilen
filogenetik analizlerden elde edilen evrimsel uzaklik matriksi Cizelge 5.20°de verilmistir.
Geneious programinda 1000 bootstrap numunelemesi ile evrimsel uzakligi gosteren Jukes-
Cantor modeli kullanilarak, Neighbour-joining metoduna gore olusturulmus olan

filogenetik agac ise Sekil 5.19’da verilmistir.
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Cizelge 5.19. Filogenetik analizlerde kullanilan ve NCBI-BLASTP taramasi sonucunda
dizilerimize en ¢ok benzerlik gosterdigi belirlenen Anoxybacillus cinsi veya onunla iligkili
bakterilere ait GH13 familyasina dahil a-amilaz, siklodekstrin glukanotransferaz ile 3 dis
grup gen/amino asit dizilerine dair bilgiler (-|—: bu tez kapsaminda elde edilen diziler; aa:
olasi1 proteinin toplam amino asit sayis1)

GenBank Aksesyon Numarasi Ami_no
. Kiiltiir koleksiyon asit
Bakteri ”
numarasy/Izolat adi Gene ID Protein ID sayis1
(aa)
EC 3.2.1.1: 0-AMILAZLAR (Amy)
Anoxybacillus sp. E184aa KY426431 + AQU15044.1 504
Anoxybacillus sp. E208a KY426432 + AQU15045.1 504
Anoxybacillus sp. E184ab KY426433 + AQU15046.1 504
Anoxybacillus sp. D222b KY426434 + AQU15047.1 504
Anoxybacillus sp. A3210 KY426435 1 AQU15048.1 504
Anoxybacillus sp. A321 KY426436 + AQU15049.1 504
A. salavatliensis DSM226267/ A343 KY426437 + AQU15050.1 504
A gonensis NCIMB 139337/ G2 KY426438 1 AQU15051.1 504
9 NCIMB 139337/ G2 CP012152.1:574939-576453 WP_035064852.1 504
A avderensis NCIMB 139727/ AB04 KY426439 + AQU15052.1 504
s NCIMB 139727/ AB04 NZ_JXTG01000003.1:c90174-91688 WP_042534511.1 504
A. kestanbolensis NCIMB 139717/ K4 KY426440 + AQU15053.1 504
DSM 149887/ JW/VK-
A kamcha KGay KY426441 + AQU15054.1 504
G10 NZ_ALJT01000024.1:c83877-85391 WP_019417912.1 504
DSM 26417 KY426442 + AQU15055.1 505
DSM 26417/ WK1 NC_011567.1:c2164655-2166172 WP_012575725.1 505
NBRC 109594 NZ_BARH01000004.1:c75975-77492 WP_006318967.1 505
A. flavithermus AF16 NZ_LUCQ01000090.1:97682-99196 WP_064214229.1 504
TNO-09.006 NZ_KB205935.1:c2094644-2096158 WP_004891960.1 504
AK1 NZ_APCD01000003.1:¢103504-105021 WP_003395485.1 505
AF14 NZ_LUFB01000142.1:c13593-15107 WP_004891960.1 504
?u;f;’:]t;‘:;r:“s subsp. | kcTC 137597 E13 NZ_KN127221.1:c47860-49374 WP_032100815.1 504
A, amylolyticus DSM 159397/ MR3C KY426443 + AQU15056.1 505
-amy DSM 159397/ MR3C NZ_CP015438.1:1034286-1035758 ANB61731.1 508
A. thermarum DSM 171417/ AF/04 KY426444 + AQU15057.1 504
' DSM 171417/ AF/04 NZ_JXTH01000002.1:10312-11826 WP_043963774.1 504
A. kamchatkensis sUbsp. | sy 184757 KG8 KY426445 + AQU15058.1 504
asaccharedens
Anoxybacillus sp. GXS-BL JF946749.1 AEQ38578.1 505
Anoxybacillus sp. DT3-1 JF932308.1 AF149456.1 505
Anoxybacillus sp. SK3-4 JF932307.1 AF149455.1 505
A. tepidamans PS2 NZ_JHVN01000005.1:c124684-126216 WP_027408973.1 510
A. suryakundensis DSM 273747/ JS1 NZ_CYGZ01000003.1:131735-133249 WP_055440502.1 504
A. pushchinoensis DSM 124237/ K1 F0JQ01000016.1:15625-17142 SFA47738.1 505
Anoxybacillus sp. KU2-6(11) NZ_JPZN01000005.1:26075-27589 WP_035046219.1 504
Anoxybacillus sp. P3H1B NZ_LPUG01000012.1:203512-205044 WP_066148217.1 510
_ T,
A. geothermalis é;sce%fAA 255517 NZ_JYCG01000312.1:c4837-6372 WP_044746216.1 511
A. mongoliensis MB4 NZ_MRZM01000007.1:20882-22396 WP_075039288.1 504
) . KHF30424.1
Anoxybacillus sp. BCO1 JRLC01000004.1:24870-26120 (Betalalfa-amilaz) 416
EC 2.4.1.19: SIKLODEKSTRIN GLUKANOTRANSFERAZLAR (CGTaz)
A. caldiproteolyticus DSM 157307/ SF03 KY426446 + AQU15059.1 296
A. rupiensis DSM 171277/ R270 KY426447 + AQU15060.1 711
Anoxybacillus sp. B7M1 CP015436.1:c857025-859160 ANB65966.1 711
Anoxybacillus sp. B2M1 CP015435.1:784808-786943 ANB55730.1 711
B. stearothermophilus | 5, X59044.1 CAA41772.1 711
(cgt232)
B. stearothermophilus | pry U83799.1 AADO0555.1 711
(bscgt)
EC 3.2.1.54: SIKLOMALTODEKSTRINAZLAR (CDaz)
A. flavithermus (cda13) | WK1 | AY937388.1 | AAX29991.1 | 586
EC 3.2.1.93: TREHALOZ-6-FOSFAT HIDROLAZ (Tre)
A. gonensis | NCIMB 139337/ G2 | CP012152.1:1367136-1368800 | AKS38351.1 | 554
EC 3.2.1.41: PULLULANAZLAR (Pul)
A. eryuanensis [ 73 | KF151223.1 | AGQ21978.1 | 706
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Cizelge 5.20. a-Amilaz (amy) ve siklodekstrin glukanotransferaz (cgt) amino asit dizileri ile GenBank veri tabaninda en ¢ok benzerlik
gosterdikleri referans tiirlerin (*) Neighbour-joining metodu kullanilarak olusturulan dizi benzerlik matriksi
5 5 £ & gl 2| &l . g g2 & | o2la . 5 0% L5 B
Slel &l el Bl o 25| & 5| 3| Bl 8|2l 82| Elel2l8|E|5|B |l I8 &l 2|55 .ls:
. . : 21 81 S| B 5| E| 5|22 8|38 5| 5| 8| 22| s| 8| 5| g124 | 2|24 5| &lad | 2l E| 5| 2| 2| B S
Kiiltiir koleksiyon no/Izolat adi-Enzim 0 g, = g % E.-g 3 gg % E E :‘; o § E § § 3 § g g% a| & g% :: 2 .9(% E § N‘F @ g § 3 j;—
= [52] © g v
2l 5| 2| B|E| 228|222\ B| <32 358|858 8|3|% 2/8|%s|8)zz 8 ¢&lgc® "
a|l a| o fa) fa) ¥ al 8 ol 2
A. caldiproteolyticus DSM 15730-cgt 100
B. stearothermophilus cgt232-cgt* 99,3 | 100
A. rupiensis DSM 17127-cgt 85,5 | 84,1 | 100
Anoxybacillus sp. B2M1-cgt* 85,6 | 84,2 | 99,8 | 100
B. stearothermophilus ET1 bscgt-cgt* 85,6 | 84,2 | 99,8 | 99,9 | 100
A. mongoliensis MB4-amy* 46,3 | 445 | 44,2 | 44,4 | 44,2 | 100
Anoxybacillus sp. BCO1-amy* 46,3 | 45,9 | 45,7 | 45,9 | 45,7 | 99,9 | 100
A. ayderensis NCIMB 13972-amy 46,2 | 44,3 | 44,0 | 44,2 | 44,1 | 99,5 | 99,6 | 100
A. kamchatkensis DSM 14988-amy 46,4 | 445 | 44,1 | 442 | 441|993 | 99,2 | 99,3 | 100
A. thermarum DSM 17141-amy 46,4 | 447 | 435 | 43,7 | 43,6 | 96,8 | 96,2 | 96,3 | 96,3 | 100
A. amylolyticus DSM 15939-amy 458 | 43,7 | 43,4 | 43,6 | 435 | 954 | 94,8 | 95,6 | 95,6 | 94,7 | 100
Anoxybacillus sp. DT3-1-amy* 458 | 43,8 | 43,6 | 43,7 | 43,6 | 956 | 950 | 958 | 95,8 | 94,9 | 99,7 [ 100
Anoxybacillus sp. A321-amy 458 | 43,9 | 43,7 | 43,9 | 43,8 | 956 | 94,9 | 95,8 | 95,8 | 94,9 | 99,6 | 99,7 | 100
A. salavatliensis DSM 22626-amy 458 | 43,8 | 436 | 43,8 | 43,7 | 955 | 94,9 | 95,7 | 95,7 [ 94,9 [ 99,5 | 99,7 | 99,7 | 100
Anoxybacillus sp. A3210-amy 458|439 | 436 | 438 | 43,7 | 958 | 951 | 96,0 [ 96,0 [ 95,0 [ 99,7 | 99,8 | 99,8 | 99,7 | 100
A. subsp. asaccharedens DSM 18475-amy | 45,8 | 43,9 | 436 | 43,8 | 43,6 | 954 | 94,6 | 955 | 95,6 | 94,9 | 99,2 | 99,2 [ 99,2 | 99,3 | 99,3 | 100
Anoxybacillus sp. D222b-amy 458|439 | 436 | 438 | 436 | 954 | 947 [ 954 | 95,6 | 94,8 [ 99,0 [ 99,1 [ 99,1 | 99,2 | 99,2 | 99,8 | 100
Anoxybacillus sp. E184ab-amy 458 44,0 | 438 | 43,9 | 438 | 955 | 94,8 | 956 | 95,7 | 95,0 [ 99,1 [ 99,3 [ 99,3 | 99,3 | 99,5 | 99,1 | 99,1 | 100
Anoxybacillus sp. E208a-amy 458|439 | 43,7 | 439 | 438 | 954 | 948 | 955 | 95,6 [ 950 | 99,1 | 99,2 | 99,2 | 99,3 [ 99,4 | 99,1 | 99,0 | 99,9 | 100
Anoxybacillus sp. E184aa-amy 458 44,0 | 438 | 43,9 | 438 | 954 | 94,8 | 95,6 | 95,6 [ 950 [ 99,2 | 99,3 | 99,3 [ 99,4 | 99,5 [ 99,1 | 99,0 | 99,9 | 99,9 | 100
A. gonensis NCIMB 13933-amy 454|438 | 436|438 | 437|957 | 950 [ 958 | 959 | 950 [ 99,2 | 99,3 | 99,3 | 99,3 [ 99,5 | 98,9 | 98,9 | 99,3 | 99,2 | 99,2 | 100
Anoxybacillus sp. GXS-BL-amy* 457 | 43,7 | 435 | 43,7 | 43,6 | 954 | 94,9 | 95,6 | 95,6 | 95,0 [ 98,9 | 99,1 | 98,9 | 98,9 | 99,0 | 98,6 | 98,5 | 98,6 | 98,5 | 98,7 | 98,8 | 100
A. flavithermus DSM 2641-amy 46,4 | 443|443 | 445|443 |90,9 [ 90,7 [ 90,9 [ 91,1 [ 90,7 [ 92,0 [ 91,2 | 91,0 | 92,0 | 91,1 | 90,6 | 90,6 | 91,0 | 90,9 | 91,0 | 91,0 | 91,4 | 100
A. kestanbolensis NCIMB 13971-amy 457|439 | 448|450 | 449 | 915 [ 90,7 | 91,4 [ 91,7 [ 91,5 [ 91,7 [ 91,9 [ 91,9 | 91,9 [ 91,9 [ 91,6 [ 91,6 [ 91,9 | 92,9 | 91,9 | 91,9 | 92,1 | 95,7 | 100
Anoxybacillus sp. SK3-4-amy* 459|439 | 44,7 | 449 | 448|909 | 90,7 [ 92,0 [ 91,2 [ 90,6 | 91,6 [ 91,8 [ 91,6 | 91,6 [ 91,7 [ 91,4 [ 91,4 [ 91,5 [ 91,4 | 91,6 | 91,4 | 91,8 | 93,1 | 94,1 | 100
Anoxybacillus sp. KU2-6(11)-amy* 46,7 | 439|439 | 441 | 439|933 [ 93,6 [ 93,0 [ 933|927 [91,5|91,6|91,6[91,6[91,8[91,4|91,4|0916|916|916]|918)91,7|927|934]|922]| 100
A. subsp. yunnanensis KCTC 13759-amy* | 46,1 | 44,2 | 43,9 | 44,1 | 44,0 | 90,0 | 90,2 | 90,0 | 90,2 | 89,8 | 89,6 | 89,7 | 89,6 | 89,6 | 89,8 | 89,4 | 89,4 | 89,6 | 89,6 | 89,6 | 89,6 | 89,5 [ 90,6 | 90,9 | 91,0 | 91,9 | 100
A. suryakundensis DSM 27374-amy* 463|445 | 442 | 444 | 442 | 90,2 | 90,3 [ 90,2 | 90,4 | 90,1 | 89,6 | 89,8 | 89,7 | 89,7 | 89,8 | 89,4 | 89,3 | 89,6 | 89,5 | 89,6 | 89,6 | 89,7 | 91,0 | 91,0 | 90,8 | 91,9 | 98,4 | 100
A. pushchinoensis DSM 12423-amy* 46,0 | 435|441 | 44,3 | 442 | 854 | 855 | 85,0 | 85,2 | 86,0 | 84,7 | 84,7 | 84,8 | 84,7 | 84,8 | 84,6 | 84,4 | 84,8 | 84,7 | 84,8 | 851|848 |850|840|842|849]|845] 846 | 100
A. tepidamans PS2-amy* 482|451 | 452 | 451 | 453 | 71,4 | 72,0 | 71,5 [ 71,5 [ 71,3 [ 71,7 [ 71,7 | 72,0 | 72,0 [ 72,0 [ 72,0 [ 72,0 | 72,0 | 72,0 | 72,0 | 71,9 | 71,8 | 71,4 | 74,7 | 71,6 | 71,2 | 71,9 | 72,0 | 71,1 | 100
Anoxybacillus sp. P3H1B-amy* 434|416 | 41,6 | 41,7 | 41,7 | 67,1 | 67,2 | 67,1 | 67,0 | 66,7 | 66,8 | 66,8 | 66,7 | 66,9 | 66,9 | 67,0 | 66,9 | 67,2 | 67,3 | 67,2 | 67,0 | 67,0 | 66,6 | 66,9 | 66,4 | 66,9 | 66,7 | 66,4 | 67,0 | 725 | 100
A. geothermalis ATCC BAA-2555-amy* 431 | 42,4 | 41,6 | 41,7 | 41,7 | 68,9 | 71,1 | 69,0 | 69,1 | 69,1 | 68,9 | 69,0 | 69,1 | 69,0 | 69,1 | 68,9 | 68,8 | 69,2 | 69,3 | 69,2 | 69,2 | 69,2 | 68,3 | 68,5 | 68,6 | 68,9 | 68,9 | 68,9 | 69,2 | 72,0 | 657 | 100
A. flavithermus WK1 cdal3-cmd* 368|378 387|387 387|459 |458 | 458|459 [ 46,0 | 46,1 | 46,0 | 46,0 | 458 | 459 [ 459 | 459 | 459 | 459 | 459 | 459 | 459 | 46,4 | 46,5 | 46,5 | 46,3 | 458 | 459 | 452 | 434 | 43,6 | 42,9 | 100
A. gonensis G2-tre* 33,1309 |31,8 31,8 31,8385 330 | 385385382389 |390 390|390 |39,0[392|391|389|390|389]390]|389|371|376|380|384]|379]|383|374|357|358]| 356|334 100
A. eryuanensis 73-pul* 322283283 283|284 352349353351 |348|348 (349|350 350|349 348|349 |349 349|349 (349|349 352|351 |350|352|345|344|337|326|331|305]| 285|362 | 100
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Amilaz ve siklodekstrin glukanotransferaz enzimlerinin amino asit dizileri ile
gerceklestirilen filogenetik analizler sonucunda; tez ¢aligmasi kapsaminda elde edilen tiim

a-amilaz amino asit dizilerinin % 91.2-99.8 arasinda degisen oranlarda en fazla referans

Anoxybacillus sp. DT3-1 a-amilazina benzerlik gdsterdikleri belirlenmistir. Anoxybacillus
sp. DT3-1 a-amilazina, A3210 izolatinin a-amilaz dizisinin % 99.8; A321, A. amylolyticus
DSM 15939" ve A. salavatliensis DSM 22626 referanslarina ait dizilerin % 99.7 oraninda
yiiksek benzerlik gosterdigi, en diisiikk benzerligi ise % 43.6 orani ile A. caldiproteolyticus
DSM 157307 ve A. rupiensis DSM 171277 CGTaz dizilerinin gosterdigi bulunmustur.
Anoxybacillus sp. BCO1 a-amilazma, A. ayderensis NCIMB 139727 (% 99.6), A.
kamchatkensis DSM 149887 (% 99.2) ve A. thermarum DSM 171417 (% 96.2) dizileri %
96’nm iizerinde, A. rupiensis DSM 171277 CGTaz1 ise % 45.7 oram ile en diisiik dizi
benzerligi gostermistir. A. mongoliensis MB4 o-amilazina, yine A. ayderensis NCIMB
139727 (% 99.5), A. kamchatkensis DSM 14988" (% 99.3) ve A. thermarum DSM 171417
(% 96.8) dizileri % 96’mn iizerinde, A. rupiensis DSM 171277 referansi ise % 44.2
oraninda en diisiik benzerlik gostermistir. Anoxybacillus sp. SK3-4 a-amilazina ise en ¢ok
dizi benzerligi gosterenler, A. kestanbolensis NCIMB 139717 (% 94.1) ve A. flavithermus
DSM 26417 (% 93.1) referans dizileridir. En diisiik benzerligi ise % 44.7 oram ile A.
rupiensis DSM 171277 referans dizisi gostermistir. Anoxybacillus sp. GXS-BL o-amilazina
A3210 ile A. amylolyticus DSM 159397, A321 ve A. salavatliensis DSM 226267
bakterilerin a-amilaz dizileri sirasiyla % 99.0 ve % 98.9 oraninda, A. rupiensis DSM

171277 referansi ise % 43.5 oraninda benzerlik gdstermistir.

Tez caligmasi kapsaminda elde edilen CGTaz amino asit dizilerinden; A. rupiensis DSM

171277 dizisi % 99.8 oraninda en fazla Anoxybacillus sp. B2M1 ve B. stearothermophilus
ET1 CGTaz’larma, A. caldiproteolyticus DSM 157307 dizisi ise % 99.3 oraninda en fazla
B. stearothermophilus cgt232 CGTaz’ina benzerlik gostermistir. Tiim a-amilaz dizilerinin
Anoxybacillus sp. P3H1B a-amilazina, tim CGTaz dizilerinin ise Anoxybacillus sp.
P3H1B ve A. geothermalis ATCC BAA-2555 a-amilazlarina oldukga diisiik oranlarda

benzerlik gosterdikleri belirlenmistir.

Bu tez kapsaminda ortaya ¢ikarilan olas1 a-amilazlarin amino asit dizileri kendi i¢lerinde
degerlendirildiklerinde; E184aa, E184ab ve E208a izolatlarma ait amilaz amino asit
dizileri birbirlerine % 99.9 oraninda benzerlik gdstermistir. D222b izolat1 ile A.

kamchatkensis subsp. asaccharedens DSM 184757 referans dizilerinin birbirlerine % 99.8
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oraninda, A321 ve A3210 kodlu izolatlarm amilaz dizilerinin de birbirlerine % 99.8
oraninda benzedikleri belirlenmistir. A321 izolatinin amilaz dizisi, A. salavatliensis DSM
22626" ve A. amylolyticus DSM 15939" amilaz dizilerine swrasiyla % 99.7 ve % 99.6
oraninda; A3210 izolatinin dizisi ise A. gonensis NCIMB 13933 dizisine % 99.5 oraninda
benzerlik gostermistir. A. kamchatkensis DSM 149887 dizisi ise % 99.3 orani ile en fazla
A. ayderensis NCIMB 139727 dizisine benzerlik gdstermistir. Ayrica, diger amilaz gen
dizilerimizle kiyaslandiginda, A. flavithermus DSM 26417, A. thermarum DSM 171417 ve
A. kestanbolensis NCIMB 139717 dizilerinin benzerlik oranlarmin nispeten daha diisiik
oldugu belirlenmistir. ki CGTaz dizisi kendi iglerinde degerlendirildiklerinde; A.
caldiproteolyticus DSM 157307 ve A. rupiensis DSM 171277 amino asit dizilerinin
birbirlerine % 85.5 oraninda benzerlik gosterdigi ve diger tiim amilaz dizilerine ise

benzerlik oranlarmnin oldukca diisiik oldugu tespit edilmistir.

Anoxybacillus  izolatlarmin ve referans tiirlerinin  a-amilaz  ve  siklodekstrin
glukanotransferaz amino asit dizilerinin en ¢ok benzerlik gosterdikleri referans diziler
temel alinarak olusturulmus filogenetik aga¢ (Sekil 5.19) incelendiginde; 27 a-amilaz, 5
siklodekstrin glukanotransferaz ve Anoxybacillus tiirlerine ait 3 dis grubun protein dizisi
olmak iizere toplam 35 amino asit dizisinin toplam 10 filogenetik gruba (klad) ayrildiklar
goriilmektedir. Bu Kladlara dahil olan bakteriler, gergeklestirilen amilolitik enzim aktivite
kosullar1 ve sonuglari, a-amilaz ve siklodekstrin glukanotransferaz PCR reaksiyonlarinda
her bir bakteri i¢in spesifik olan kullanilan Tm, MgCl> konsantrasyon degerleri ve primer
ciftleri ile kladlarda yer alan dizilerin klad i¢i benzerlik oranlar1 Cizelge 5.21°de
sunulmustur. Buna gore, GH13 familyasina dahil a-amilazlar Amy-1 ile Amy-6 arasinda
gruplandirilan 6, siklodekstrin glukanotransferazlar 2 (CGT-1 ve CGT-2) ve dis grup

olarak ele alman enzimler ise 2 (dis grup-1 ve 2) klad altinda kiimelenmistir.
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85

84| Anoxybacillus sp. E184ab-amy

991 Anaxyhacillus sp. E208a-any
Anoxybacillus sp. E184aa-amy

100] A. kamchatkensis subsp. asaccharedens DSM 18475-amy
Anoxybacillus sp. D222b-amy

73| A. amyloticus DSM 1593%-army

81) Anaxybacillus sp. DT3-1-amy*
Anaxybacillus sp. A321-army

A, salavatliensis DSM 22626-arry
Anoxyhacillus sp. A3210-anmy

A. gonensis NCIMB 13933 arry
Anoxybacillus sp. GXS-BL-amy*

A. mongoliensis MB4-army*
Anoxybacillus sp. BCO1-amy*

A. ayderensis NCIMB 1397 2-amy

A. kamchatkensis DSM 14988-army
A. thermarum DM 17141-amy

opr A flavithermus DSM 2641-any

A. kestanholensis NCIMB 13971-arry
100] [ Anaxybacilus sp. SK34-amy*

@[ A. flavithermus subsp. yunnanensis KCTC 1375%-army*

_

00

100

1
99

4

3] L A suyakundensis DSM 27374-army*
841 |~ Anoxybacilus sp. KU2-6(11)-amy*
—— A, pushchinoensis DSM 12423 amy*
92 g:i{— A. tepidamans lfS2-am;*
1 19 Anoxyhacillus sp. P3H1 B-army*

A. geathermalis ATCC BAA-2565-any*

—wol A. gonensis 6 24re*

100

100

A. flavithermus WK1 cdat3-cmd*

g4/ A. caldiproteolyticus DSM 15730-ct
_L B. stearothermophilus NO2 cgt232-cot*
Anoxyhacillus sp. B2M1-cot*

A. rupiensis DSM 17127-cot

B.stearothermophilus ET1 hscot-cot*

03

A, eryuanensis 73-pult

D

—

]
:

D

Amy Grup-1

Amy Grup-2

Amy Grup-3

Amy Grup-4

Amy Grup-5

Amy Grup-6

= Dig Grup-1

Dig Grup-2

CGT Grup-1

CGT Grup-2

Sekil 5.19. Anoxybacillus a-amilaz (amy) ve siklodekstrin glukanotransferaz (cgt) amino
asit dizilerinin en gok benzerlik gosterdikleri referans amino asit dizileri (*) temel alinarak,
Neighbour-joining metoduna gére olusturulmus ve evrimsel uzakligi gosteren filogenetik
agac. Bar her 100 niikleotid pozisyonundaki 0.3 liik bir yer degisikligini igaret etmektedir.
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IIk enzim grubu olan g-amilaz protein dizilerinin Amy-1 kladi, 12 dizi ile en kalabalik,
nisastaya kars1 genel olarak 65°C’de, pH 7.0°de en yiiksek amilolitik aktivite sergileyen ve
birbirlerine olduk¢a yiiksek dizi benzerligi gosteren (% 98.5-99.9) ilk filogenetik grubu
olusturmustur. Ayrica, 6 izolatimizin tamaminin (A321, A3120, D222b, E184aa, E184ab
ve E208a) bu klad igerisine dahil oldugu gériilmektedir. Ikinci grup olan Amy-2 kladi, pH
8.0’de oldukga diisiik amilolitik aktivite gosteren ve A. thermarum (en ¢ok A.
mongoliensis’e % 96.8) harig, diger iiyelerin birbirine yiiksek dizi benzerligi gosterdigi (%
99.2-99.9) 5 a-amilaz dizisi icermektedir. Amy-3 kladi, birbirlerine diisiik dizi homolojisi
gosteren (% 93.1-95.7) ve referans Anoxybacillus sp. SK3-4 a-amilaz1 disinda yiiksek
amilolitik aktiviteye sahip A. flavithermus ile A. kestanbolensis a-amilaz dizilerinden
olusmaktadir. Dordiincti grup olan Amy-4 kladi, % 91.9-98.4 gibi oldukga heterojen bir
dizi homolojisi sergileyen, referans Anoxybacillus sp. KU2-6(11) a-amilaz1 ile disiik
amilolitik aktivite gosteren A. flavithermus subsp. yunnanensis ve A. suryakundensis a-
amilaz dizilerini icermektedir. Sadece tek tiirle temsil edilen Amy-5 kladinda, A.
pushchinoensis a-amilazi en ¢ok % 86.0 oraninda A. thermarum’un a-amilazina benzerlik
gostermistir. Son a-amilaz kladi olan Amy-6 iiyeleri birbirlerine % 65.7-72.5 oraninda,
diger kladlardaki protein dizilerine ise ¢ok diisiik dizi benzerligi gostererek agik¢a farkli

olduklar1 gériilen 3 a-amilaz dizisinden olusmaktadir.

Siklodekstrin glukanotransferaz grubuna dahil olan ve diisiik amilolitik aktivite gosteren A.

caldiproteolyticus ve A. rupiensis dizileri iki farkli klad igerisinde kiimelenmistir. Ilk CGT-
1 klady, dizilerimizden A. caldiproteolyticus ile B. stearothermophilus cgt232 protein
dizilerini (% 99.3 benzerlik), ikinci CGT-2 kladu ise dizilerimizden A. rupiensis ile birlikte
Anoxybacillus sp. B2ZM1 ve B. stearothermophilus bscgt protein dizilerini (% 99.8-99.9

benzerlik) kapsamaktadir.
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Cizelge 5.21. Anoxybacillus izolatlarmin ve referans tiirlerin a-amilaz ve CGTaz amino
asit dizilerinin en ¢ok benzerlik gosterdikleri referans amino asit dizileri (*) temel alinarak

Neighbour-joining metoduna gore olusturulmus filogenetik kladlar ve ozellikleri (* Tez
kapsaminda galisilmayan, ancak NCBI-BLASTP taramasinda dizilerimize yiiksek benzerlik gosteren a-amilaz ve CGTaz
amino asit dizileri GenBank veri tabanindan alinarak filogenetik analizlere dahil edilmistir. TE: test edilmedi)

Amilazlari amino asit dizilerine gore olusturulan

PCR reaksiyonu

. . Amilaz aktivitesi i X ii ini
Filogenetik Bakteriler aEt?j;gsi (Tm/MQClz/primer) Klal;ielr:gg:’T:r(nln
kladlar Kalitatif Kantitatif (pH/stcakiik) /GenBank Aksesyon ranlar

(U/mL) prisic Numarasi 0
E184ab ++ 5.94 7.0/65°C 55°C/2.5 mM/amy
E208a ++ 0.37 7.0/65°C 55°C/2.5 mM/amy
E184aa +++ 5.74 7.0/65°C 58°C/2.0 mM/amy
A. kamchatkensis subsp. o o
asaccharedens DSM 184757 ++ 0.66 7.5/55°C 55°C/2.5 mM/amy
D222b +++ 481 7.0/65°C 58°C/2.0 mM/amy
Amy-1 ; T o o
A lolyticus DSM 15939 +H+ 322 7.0/65°C 58°C/2.0 mM/
amylolyticus mM/amy % 98.5 -99.9
Anoxybacillus sp. DT3-1 TE TE TE (JF932308.1)*
A321 + 0.20 7.0/65°C 58°C/2.0 mM/amy
A. salavatliensis DSM 226267 +++ 3.28 7.0/65°C 58°C/2.0 mM/amy
A3210 + 0.18 7.0/65°C 55°C/2.5 mM/amy
A. gonensis NCIMB 13933 ++ 0.27 7.5/55°C 58°C/2.0 mM/amy
Anoxybacillus sp. GXS-BL TE TE TE (JF946749.1)*
o 4 (NZ_MRZM01000007.
A. mongoliensis MB4 + 0.24 8.0/60°C 1:20882-22396)*
Anoxybacillus sp. BCO1 TE TE TE (JRLC01200004.1:2487 % 99.2-99.9
0-26120)
Amy-2 A. ayderensis NCIMB 139727 ++ 0.67 8.0/55°C 55°C/2.5 mM/amy
A. kamchatkensis DSM 14988 1 0.07 8.0/60°C 58°C/2.0 mM/amy
% 96.8
T L o o
A. thermarum DSM 17141 0.05 7.0/60°C 58°C/2.0 mM/amy (A. mongoliensis)
A. flavithermus DSM 26417 +++ 4.93 7.0/65°C 55°C/2.5 mM/amy
Amy-3 /l'\égsiﬂa”bo'e“s's NCIMB ++ 117 8.0/55°C 55°C/2.5 mM/amy % 93,1-95.7
Anoxybacillus sp. SK3-4 TE TE TE (JF932307.1)*
A. flavithermus subsp. 1 5 (NZ_KN127221.1:c478
yunnanensis KCTC 137597 0.14 7.0/60°C 60-49374)*
: - T o (NZ_CYGZ01000003.1 0 g
Amy-4 A. suryakundensis DSM 27374 + 0.28 7.5/55°C 131735-133249)* % 91.9-98.4
. } (NZ_JPZN01000005.1:
Anoxybacillus sp. KU2-6(11) TE TE TE 26075-27589)*
] - - T ) ) (FOJQ01000016.1:1562 % 86.0
Amy-5 A. pushchinoensis DSM 12423 + 5-17142)* (A. thermarum’a)
. N (NZ_JHVN01000005.1:
A. tepidamans PS2 + 0.51 7.5/55°C ¢124684-126216)*
] ] (NZ_LPUG01000012.1: 0 .
Amy-6 Anoxybacillus sp. P3H1B TE TE TE 203512-205044)* % 65.7-72.5
A. geothermalis ATCC BAA- (NZ_JYCG01000312.1:
25557 TE TE TE C4837-6372)*
Siklodekstrin glukanotransferazlarin amino asit dizilerine gore olusturulan
. . Amilaz aktivitesi Enzim PCR reak5|yo_nu Klad iiyelerinin
Filogenetik . A (Tm/MgCla/primer) .
Bakteriler — aktivitesi benzerlik
kladlar Kalitatif Kantitatif (pH/sicaklik) /GenBank Aksesyon oranlar
alitatl (U/mL) P Numarasi
. . 55°C/2.5 mM
’i\sggéﬁ'pmte"'yt'cus DSM L 0.10 7.0/60°C 52°C/2.0 mM
CGT-1 (d-amy/cgt) % 99.3
B. stearothermophilus NO2 -
cgL232 TE TE TE (X59044.1)
. (CP015435.1:784808-
Anoxybacillus sp. B2M1 TE TE TE 786943)*
55°C/2.5 mM .
CGT-2 A. rupiensis DSM 171277 + 0.22 6.5/55°C 52°C/2.0 mM % 99.8-99.9
(d-amy/cgt)
B. stearothermophilus ET1 bscgt TE TE TE (U83799.1)*
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5.6.5. a-AMILAZ VE SIKLODEKSTRIN GLUKANOTRANSFERAZ AMINO ASIiT
DIZILERININ IN SILIKO ANALIiZLERI

Calisma kapsaminda, izolatlardan ve referans tiirlerden elde edilen amilaz ve siklodekstrin
glukanotransferaz gen dizileri Mega6 programi kullanilarak olasi dogru gergevedeki amino
asit dizilerine doniistiriilmiistiir. Tez kapsaminda elde edilen olasi 15 amilaz ve 2
siklodekstrin glukanotransferaz amino asit dizileri ile BLASTP sonuglarina gore, kendi
dizilerimize en ¢ok benzerlik gosteren ve karsilastirma amaciyla kullanilan GenBanktaki
referans 12 amilaz ve 3 CGTaz protein dizileri (Cizelge 5.21) Clustal OMEGA programi
kullanilarak hizalanmistir. Boylece, NCBI-korunmus domain arama programi kullanilarak
olast amilaz ve siklodekstrin glukanotransferaz protein dizilerinde belirlenen korunmus

domainler ve katalitik bolgeler alt alta eslestirilmistir.

Tez kapsaminda elde edilen 15 a-amilaz protein dizisi ve bu dizilere en ¢ok benzerlik
gosteren 12 referans dizi olmak iizere toplam 27 a-amilaz protein dizisi, 504 amino asitlik
E184aa izolatinin amilaz dizisine gore hizalanmis ve elde edilen korunmus dizi bolgeleri
(CSR), aktif/katalitik bolgeler, substrat ve kalsiyum baglanma bdlgeleri gibi enzim
aktivitesi ve substrat baglanmasi i¢cin 6nemli amino asitler isaretlenerek Sekil 5.20°de
sunulmustur. Protein dizileri, B domainini igeren katalitik (p/a)s-fici domain yapisinin
onemli bir kismi1 olan, CSR-VI bolgesinin (Gly80 ile baslayan B iplik¢igi) baglangicindan
CSR-VII bolgesinin (Thr349 ile biten Pg iplik¢igi) sonuna kadar uzanan dizileri
kapsayacak sekilde hizalanmistir. Hizalama sonucunda, dizilerde o-amilaz ailesi GH13
iiyelerinde karakteristik olarak bulunan 7 korunmus dizi bdlgesinin (CSR I-VII) varhigi
(242) tespit edilmistir. Korunmus dizi bolgelerinin smirlari, Janecek (1997 ve 2002),
Janecek ve ark. (2014 ve 2015) tarafindan gergeklestirilen biyoinformatik c¢aligmalara
dayanilarak belirlenmistir (240, 242, 246, 257).
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Anoxybacillus sp. BCOl-Amy*

A. pushchinoensis DSM12423-Amy*

A. suryakundensis DSM27374-Amy*

A. flavithermus subsp. yunnanensis KCTC13759-Amy*
Anoxybacillus sp. GXS-BL-Amy*

A. amylolyticus DSM15939-Amy
Anoxybacillus sp. DT3-1-Amy*

A. kamchatkensis subsp. asaccharedens DSM18475-Amy
A. salavatliensis DSM22626-Amy
Anoxybacillus sp. A321-Amy
Anoxybacillus sp. El84aa-Amy
Anoxybacillus sp. E208a-Amy
Anoxybacillus sp. El84ab-Amy
Anoxybacillus sp. A3210-Amy

A. gonensis NCIMB13933-Amy
Anoxybacillus sp. D222b-Amy

A. thermarum DSM17141-Amy

A. ayderensis NCIMB13972-Amy

A. kamchatkensis DSM14988-Amy

A. mongoliensis MB4-Amy*
Anoxybacillus sp. SK3-4-Amy*
Anoxybacillus sp. KU2-6(11)-Amy*
A. kestanbolensis NCIMB13971-Amy
A. flavithermus DSM2641-Amy

A. tepidamans PS2-Amy*

A. geothermalis ATCC BAA-2555-Amy*
Anoxybacillus sp. P3H1B-Amy*

Sekil 5.20. Tez kapsaminda elde edilen olas1 a-amilaz amino asit dizileri (Amy) ile karsilastrma amaciyla kullanilan referans a-amilaz
enzimlerinin (Amy*) amino asit dizi hizalamas1 ve korunmus dizi bolgeleri (CSR: conserved sequence region). Renk kodlamasi: katalitik
aspartatlar ve glutamat (katalitik ti¢lii)- kirnmz1 (*); fonksiyonel histidinler- agik mavi; degismeyen arjinin- pembe (#); ¢ok iyi korunmus
aspartat- yesil; iki ardigik triptofan- turkuaz; Ca*?-baglanma bolgeleri (Cal-*; Ca2-*; Ca3-*; Ca4-*)- turuncu; maltoz baglanma bolgeleri-
lacivert; yapisal olarak 6nemli amino asit kokleri, glisin- mor ve prolin- koyu sar1; korunmus amino asit kokleri- sari; C-terminal ugtaki
korunmus aromatik amino asit kokleri (&), tirozin- agik yesil ve fenilalanin- gri. Korunmus olmayan amino asit kokleri

renklendirilmemistir.
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Anoxybacillus sp. BCOl-Amy*

A. pushchinoensis DSM12423-Amy*

A. suryakundensis DSM27374-Amy*

A. flavithermus subsp. yunnanensis KCTC13759-Amy*
Anoxybacillus sp. GXS-BL-Amy*

A. amylolyticus DSM15939-Amy
Anoxybacillus sp. DT3-1-Amy*

A. kamchatkensis subsp. asaccharedens DSM18475-Amy
A. salavatliensis DSM22626-Amy
Anoxybacillus sp. A321-Amy
Anoxybacillus sp. El84aa-Amy
Anoxybacillus sp. E208a-Amy
Anoxybacillus sp. El84ab-Amy
Anoxybacillus sp. A3210-Amy

A. gonensis NCIMB13933-Amy
Anoxybacillus sp. D222b-Amy

A. thermarum DSM17141-Amy

A. ayderensis NCIMB13972-Amy

A. kamchatkensis DSM14988-Amy

A. mongoliensis MB4-Amy*
Anoxybacillus sp. SK3-4-Amy*
Anoxybacillus sp. KU2-6(11)-Amy*
A. kestanbolensis NCIMB13971-Amy
A. flavithermus DSM2641-Amy

A. tepidamans PS2-Amy*

A. geothermalis ATCC BAA-2555-Amy*
Anoxybacillus sp. P3H1B-Amy*

Sekil 5.20. (devam)

LL-VFILLLS---VITPA--—-——-—------ SAKTERTW--QDERI-
CL-AIILLFS---FALPA--—-——-—------ SAKTERTW--QDERI-
LL-IFVLLLS---VITPA--—-—-—-—------ SAKTERTW--QDERV-
LL-IFVLLLS---VITTPA--—-——-——----— SAKTERTW--QDERV-
LL-IFVLLLS---VITTPA--—-——-——-----— SAKTERAW--QDERI-
LL-IFVLLLS---LTTRA---—-—-—-----— SAKTERAW--QDERI-
LL-IFVLLLS---VITTPA--—-——-——-—----— SAKTERAW--QDERI-
LL-IFVLLLS---LTTPA--—-——-—------— SAKTERAW--QDERI-
LL-IFVLLLS---VITTPA--—————-—---— SAKTERAW--QDERI-
LL-IFVLMLS---VTTPA--———-——-—---— SAKTERAW--QDERI-
LL-IFVLLLS---VITTPA--—————-—---— SAKTERAW--QDERI-
LL-IFVLLLS---VITTPA--—————-—---— SAKTERAW--QDERI-
LL-IFVLLLS---VITTPA--—————-—---— SAKTERAW--QDERI-
LL-IFVLLLS---VITPA-—-———-—-----— SAKTERAW--QDERI-
LL-IFVLLLS---VITPA----——---—-- SAKTERAW--QDERI-
LL-IFVLLLS---VTTPA--—-—--——---— SAKTERAW--QDERI-
LL-AFILLLS---VITPA----——---—-- SAKTERTW--QDERI-
LL-IFVLLLS---VITTPA-—---——---——-- SAKTERTW--QDERI-
LL-IFVLLLS---VITTPA----——---—-- SAKTERTW--QDERI-
LL-VFILLLS---VITPA----——---—-- SAKTERTW--QDERI-
LL-IFALLLS---VITTPV----——--—-- SAKTERTW--QDERI-
LL-VFILLLS---VITPA----—---—-- SAKTERTW--QDERI-
LL-IFVLLLS---VTAPV--—-—--——---— SAKTERTW--QDERI-
LL-IFVLLLS---VTAPV--—-—--——---— SAKTERTW--QDERV-
FL-AVFFLLA---AAVPA--—-—-—-—--— R-AESGGKRTW--QDESI-
LL-VLPFLLF---YAWPV-—-—-—--—--— Q-AAEKEERTW--QDEAI -
SL-ALLFLLS---FAIPA-------- Q-ADTNEKRTW--QDETV-
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Anoxybacillus sp.BCOl-Amy*

A. pushchinoensis DSM12423-Amy*

A. suryakundensis DSM27374-Amy*

A. flavithermus subsp. yunnanensis KCTC13759-Amy*
Anoxybacillus sp. GXS-BL-Amy*

A. amylolyticus DSM15939-Amy
Anoxybacillus sp. DT3-1-Amy*

A. kamchatkensis subsp.asaccharedens DSM18475-Amy
A. salavatliensis DSM22626-Amy
Anoxybacillus sp. A321-Amy
Anoxybacillus sp. El84aa-Amy
Anoxybacillus sp. E208a-Amy
Anoxybacillus sp. El184ab-Amy
Anoxybacillus sp. A3210-Amy

A. gonensis NCIMB13933-Amy
Anoxybacillus sp. D222b-Amy

A. thermarum DSM17141-Amy

A. ayderensis NCIMB13972-Amy

A. kamchatkensis DSM14988-Amy

A. mongoliensis MB4-Amy*
Anoxybacillus sp. SK3-4-Amy*
Anoxybacillus sp. KU2-6(11)-Amy*
A. kestanbolensis NCIMB13971-Amy
A. flavithermus DSM2641-Amy

A. tepidamans PS2-Amy*

A. geothermalis ATCC BAA-2555-Amy*
Anoxybacillus sp. P3H1B-Amy*

Sekil 5.20. (devam)

—————— DVNVHDPKAYH
—————— DVDVHDPKAYH
—————— EVNVHDPKAYH
—————— EVNVHDPKAYH
—————— DVNVHDPKAYH
—————— DVNVHDPKAYH
—————— DVNVHDPKAYH
—————— DVNVHDPKAYH
—————— DVNVHDPKAYH
—————— DVNVHDPKAYH
—————— DVNVHDPKAYH
—————— DVNVHDPKAYH
------ DVNVHDPKAYH
------ DVNVHDPKAYH
------ DVNVHDPKAYH
------ DVNVHDPKAYH
------ DVDVHDPKAYH
------ DVNVHDPKAYH
------ DVNVHDPKAYH
------ DVNVHDPKAYH
------ EVDVHDPKAYH
------ EVNVHDPKAYH
------ EVNVHDPKAYH
—————— EVNVHDPKAYH
—————— DVNINNPRGYF
—————— GVNVNDPKGYF
—————— GVNVKDPRAYF
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LOGIID----KL--DYI
LOGIID----KL--DYI
LOGIID----KL--DYI
LOGIID----KL--DYI
LOGIID----KL--DYI
LOGIID----KL--DYI
LOGIID----KL--DYI
LOGIID----KL--DYI
LOGIID----KL--DYI
LOGIID----KL--DYI
LQGIID----KL--DYI
LQGIID----KL--DYI
LQGIID----KL--DYI
LQGIID----KL--DYI
LQGIID----KL--DYIKG
LQGIID----KL--DYIKG
LQGIID----KL--DYIKG
LQGIID----KL--DYIKG
LQGIID----KL--DYI
LQGIID----KL--DYIKG
LQGIID----KL--DYIKG
LQOGIID----KL--DYIKG
LKGVTA----KL--DYI
LKGVTA----KL--DYI
LKGITA----KL--DYIQS
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Anoxybacillus sp. BCOl-Amy*

A. pushchinoensis DSM12423-Amy*

A. suryakundensis DSM27374-Amy*

A. flavithermus subsp. yunnanensis KCTC13759-Amy*
Anoxybacillus sp. GXS-BL-Amy*

A. amylolyticus DSM15939-Amy
Anoxybacillus sp. DT3-1-Amy*

A. kamchatkensis subsp. asaccharedens DSM18475-Amy
A. salavatliensis DSM22626-Amy
Anoxybacillus sp. A321-Amy
Anoxybacillus sp. El84aa-Amy
Anoxybacillus sp. E208a-Amy
Anoxybacillus sp. El84ab-Amy
Anoxybacillus sp. A3210-Amy

A. gonensis NCIMB13933-Amy
Anoxybacillus sp. D222b-Amy

A. thermarum DSM17141-Amy

A. ayderensis NCIMB13972-Amy

A. kamchatkensis DSM14988-Amy

A. mongoliensis MB4-Amy*
Anoxybacillus sp. SK3-4-Amy*
Anoxybacillus sp. KU2-6(11)-Amy*
A. kestanbolensis NCIMB13971-Amy
A. flavithermus DSM2641-Amy

A. tepidamans PS2-Amy*

A. geothermalis ATCC BAA-2555-Amy*
Anoxybacillus sp. P3H1B-Amy*

Sekil 5.20. (devam)
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HFGTLDDFKRLVKEAHKRDMKVI
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HFGTLDDFKRLVKEAHKRDMKVI
HFGTLDDFKRLVKEAHKRDMKV I
HFGTVDDFKRLVKEAHKRDMKVI
HFGTLDDFKRLVKEAHKRDMKVI
HFGTLDDFKRLVKEAHKRDMKVI
HFGTLDDFKRLVKEAHKRDMKVI
HFGTLDDFKRLVKEAHKRDMKVI
HFGTLDDFKRLVKEAHKRDMKVI
HFGTLDDFKRLVKEAHKRDMKVI
HFGTLDDFKRLVKEAHKRDMKVI
HFGTLDDFKRLVKEAHKRDMKVI
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HFGTLDDFKRLVKEAHKRDMKVI
HFGTLDDFKRLVKEAHKRDMKVI
HFGTLDDFKRLVKEAHKRDMKVI
PHFGTLADLKTLVKEAHKRGMKVI
PHFGTLDDLKTLVKEAHQRDMKVI
PHFGTLSDLKTLVKEAHKRQLKVI
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Anoxybacillus sp. BCOl-Amy*

A. pushchinoensis DSM12423-Amy*

A. suryakundensis DSM27374-Amy*

A. flavithermus subsp. yunnanensis KCTC13759-Amy*
Anoxybacillus sp. GXS-BL-Amy*

A. amylolyticus DSM15939-Amy
Anoxybacillus sp. DT3-1-Amy*

A. kamchatkensis subsp. asaccharedens DSM18475-Amy
A. salavatliensis DSM22626-Amy
Anoxybacillus sp. A321-Amy
Anoxybacillus sp. El84aa-Amy
Anoxybacillus sp. E208a-Amy
Anoxybacillus sp. El184ab-Amy
Anoxybacillus sp. A3210-Amy

A. gonensis NCIMB13933-Amy
Anoxybacillus sp. D222b-Amy

A. thermarum DSM17141-Amy

A. ayderensis NCIMB13972-Amy

A. kamchatkensis DSM14988-Amy

A. mongoliensis MB4-Amy*
Anoxybacillus sp. SK3-4-Amy*
Anoxybacillus sp. KU2-6(11)-Amy*
A. kestanbolensis NCIMB13971-Amy
A. flavithermus DSM2641-Amy

A. tepidamans PS2-Amy*

A. geothermalis ATCC BAA-2555-Amy*
Anoxybacillus sp. P3H1B-Amy*

Sekil 5.20. (devam)

TGINHPWLNDP—-—-——--—————————~ AKKDWFHEKKDIFN[----——--~ A-NQQEV
TGYNHPWLNDP———-———=—————————~ SKKDWFHEKKDIFN--——----- A-DQQEV
TGYNHPWLNDP———-——=—=—————————~ AKKDWFHEKKDIFN----——--~ A-NQQEV
TGMNHPWLNDP—— - —————=———————— AKKDWFHEKKDIFN----——--~ A-NQQEV
TGYNHPWLNDP -~ —-———=—————————~ AKKDWFHEKKDIFN----——--~ A-NQQEV
TGYNHPWLNDP - -~ ——=—=—————————~ AKKDWFHEKKDIFN----——--~ A-NQQEV
TGNHPWLNDP—— - === == === ———— AKKDWFHEKKDIFNjy----——~-~ A-NQQEV
TGNHPWLNDP——— === == == == —————— AKKDWFHEKKDIFN----——--~ A-NQQEV
TGYNHPWLNDP— - -~ —— == === === —— -~ AKKDWFHEKKDIFNy----——--~ A-NQQEV
TGYNHPWLNDP— -~ ——— == === ===~~~ AKKDWFHEKKDIFNjy----——~-~ A-NQQEV
TGYNHPWLNDP—————— === === ==~~~ AKKDWFHEKKDIFNy----——--~ A-NQQEV
TGYNHPWLNDP— -~ = —— == === ===~~~ AKKDWFHEKKDIFNy----——--~ A-NQQEV
TGYNHPWLNDP——---———-—————————- AKKDWFHEKKDIFNy----——--~ A-NQQEV
TGYNHPWLNDP——---———-—————————- AKKDWFHEKKDIFNy----——--~— A-NQQEV
TGYNHPWLNDP——---———-—————————- AKKDWFHEKKDIFNy----——--— A-NQQEV
TGYNHPWLNDP——---———-—————————- AKKDWFHEKKDIFNy----——--~- A-NQQEV
TGYNHPWLNDP—---———-—————————- AKKDWFHEKKDIFNy----——--- A-NQQEV
TGYNHPWLNDP—---———=—————————- AKKDWFHEKKDIFNy----——--~ A-NQQEV
TGYNHPWLNDP——--———=—————————- AKKDWFHEKKDIFNy----——--— A-NQQEV
TGNHPWLNDP———---———=————--—— AKKDWFHEKKDIFNy----——--~ A-NQQEV
TGNHPWLNDP———---———=—————-—— AKKDWFHEKKDIFNy----——--- A-NQQEV
TGNHPWLNDP———---———=—————-—— AKKDWFHEKKDIFNy----——--~ A-NQQEV
TGNHPWLNDP———---———=———=—-—— AKKEWFHEKKDIFNy----——--- A-NQQEV
TGNHPWLNDP——----——--———=--—— AKKEWFHEKKDIFNy----——--- A-NQQEV
VGPHHPWVNDP---—==---——-=———--~ TKKGWFHEKKDIVNQ-——----—-- A-DPKEV
VGDHPWLRDP -~~~ === == ==—===—= AKKDWFHPKKEIFD----——--~ N-DQTQL
TSSRHPWINDP-—----——---——=--—— AKKDWYHEKREISD[----——--- N-NPQQI
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Anoxybacillus sp. BCOl-Amy*

A. pushchinoensis DSM12423-Amy*

A. suryakundensis DSM27374-Amy*

A. flavithermus subsp. yunnanensis KCTC13759-Amy*
Anoxybacillus sp. GXS-BL-Amy*

A. amylolyticus DSM15939-Amy
Anoxybacillus sp. DT3-1-Amy*

A. kamchatkensis subsp. asaccharedens DSM18475-Amy
A. salavatliensis DSM22626-Amy
Anoxybacillus sp. A321-Amy
Anoxybacillus sp. El84aa-Amy
Anoxybacillus sp. E208a-Amy
Anoxybacillus sp. El184ab-Amy
Anoxybacillus sp. A3210-Amy

A. gonensis NCIMB13933-Amy
Anoxybacillus sp. D222b-Amy

A. thermarum DSM17141-Amy

A. ayderensis NCIMB13972-Amy

A. kamchatkensis DSM14988-Amy

A. mongoliensis MB4-Amy*
Anoxybacillus sp. SK3-4-Amy*
Anoxybacillus sp. KU2-6(11)-Amy*
A. kestanbolensis NCIMB13971-Amy
A. flavithermus DSM2641-Amy

A. tepidamans PS2-Amy*

A. geothermalis ATCC BAA-2555-Amy*
Anoxybacillus sp. P3H1B-Amy*

Sekil 5.20. (devam)

loop3 WW
CSR-V
*
-N--GWLGLP» LAQENPEVKAYLFDVAK || IQETDVL
-N--GWL3GLP» LADENPEVKAYLFDVAK |/ IQETDIL
-N--GWL3GLP» LADENPEVKAYLLDVAK |/ IQETDIL
-N--GWL3GLP» LADENPEVKAYLLDVAK  RIQETDIN
-N--GWL3GLP » LADENPEVKAYLFDVAK || IKETDVL
-N--GWL3GLP» LAQENPEVKAYLFDVAK || IKETDVL
-N--GWL3GLP» LAQENPEVKAYLFDVAK | IKETDVL
-N--GWL3GLP » LAQENPEVKAYLFAVAK | IKETDVL
-N--GWL3GLP » LAQENPEVKAYLFDVAK | IKETDVL
-N--GWL3GLP» LAQENPEVKAYLFDVAK | IKETDVL
-N--GWL3GLP» LAQENPEVKAYLFDVAK | IKETDVL
-N--GWL3GLP » LAQENPEVKAYLFDVAK | IKETDVL
-N--GWL3GLP» LADENPEVKAYLFDVAK /' IKETDVL
-N--GWL3GLP» LADENPEVKAYLFDVAK /' IKETDVL
-N--GWL3GLP» LADENPEVKAYLFDVAK /' IKETDVL
-N--GWLJGLP» LADENPEVKAYLFAVAK /' IKETDVL
-N--GWL3GLP » LADENPEVKAYLFDVAK /' IQETDVL
-N--GWL3GLP» LADENPEVKAYLFDVAK /' IKETDVQ
-N--GWL3GLP» LADENPEVKAYLFDVAK /' IQETDVL
-N--GWL3GLP» LADENPEVKAYLFDVAK /' IQETDVL
-N--GWL3GLP» LADENPEVKTYLFDVAK /' IQETDIQ
-N--GWL3GLP» LADENPEVKAYLFDVAK /' IQETDIQ
-N--GWLJGLP» LADENPEVKAYLFDVAK /' IQQTDIQ
-N--GWL3GLP » LAOENPEVKAYLFDVAK |/ IQQTDIN
-N--GWLYQLP»LADENPEVKRYLIDAAK IKETDIQ
-N--GWVYQLP»LADENPEVKKYLIDAAK IKETDIQ
-T--GWLNGLP > LAQDENPEVKRYLIDAAK |/ IKETNIQ
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Anoxybacillus sp. BCOl-Amy*

A. pushchinoensis DSM12423-Amy*

A. suryakundensis DSM27374-Amy*

A. flavithermus subsp. yunnanensis KCTC13759-Amy*
Anoxybacillus sp. GXS-BL-Amy*

A. amylolyticus DSM15939-Amy
Anoxybacillus sp. DT3-1-Amy*

A. kamchatkensis subsp. asaccharedens DSM18475-Amy
A. salavatliensis DSM22626-Amy
Anoxybacillus sp. A321-Amy
Anoxybacillus sp. El84aa-Amy
Anoxybacillus sp. E208a-Amy
Anoxybacillus sp. El184ab-Amy
Anoxybacillus sp. A3210-Amy

A. gonensis NCIMB13933-Amy
Anoxybacillus sp. D222b-Amy

A. thermarum DSM17141-Amy

A. ayderensis NCIMB13972-Amy

A. kamchatkensis DSM14988-Amy

A. mongoliensis MB4-Amy*
Anoxybacillus sp. SK3-4-Amy*
Anoxybacillus sp. KU2-6(11)-Amy*
A. kestanbolensis NCIMB13971-Amy
A. flavithermus DSM2641-Amy

A. tepidamans PS2-Amy*

A. geothermalis ATCC BAA-2555-Amy*
Anoxybacillus sp. P3H1B-Amy*

Sekil 5.20. (devam)
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WDEFSKEVKSVKQD
WEEFAKEVKSVKED
WDEFSKEVKSVKQD
WDEFSKEVKSVKQD
WDEFSKEVKSVKQD
WDEFSKEVKSVKQD
WDEFSKEVKSVKQD
WDEFSKEVKSVKQD
WDEFSKEVKSVKQD
WDEFSKEVKSVKQD
WDEFSKEVKSVKQD
WDEFSKEVKSVKQD
WDEFSKEVKSVKQD
WDEFSKEVKSVKQD
WDEFSKEVKSVKQD
WDEFSKEVKSVKQD
WDEFSKEVRSVKQD
WDEFSKEVKSVKQD
WDEFSKEVKSVKQD
WDEFSKEVKSVKQD

WDEFAKEVKSVKQD
WDEFAKEVKSVKQD

PRYVAEYGK
PRYVAQYGK
PRYVAEYGK
PRYVAEYGK
PRYVAEYGK
PRYVAEYGK
PRYVAEYGK
PRYVAEYGK
PRYVAEYGK
PRYVAEYGK
PRYVAEYGK
PRYVAEYGK
PRYVAEYGK
PRYVAEYGK
PRYVAEYGK
PRYVAEYGK
PRYVAEYGK
PRYVAEYGK
PRYVAEYGK
PRYVAEYGK
PRYVAEYGK
PRYVAEYGK
PRYVAEYGK
PRYVAEYGK
PRYIADYGK
PRYIAEYGQ
PRYIADYEK

256
256
256
256
256
256
256
256
256
256
256
256
256
256
256
256
256
256
256
256
256
256
256
256
258
258
258



Anoxybacillus sp. BCOl-Amy*

A. pushchinoensis DSM12423-Amy*

A. suryakundensis DSM27374-Amy*

A. flavithermus subsp. yunnanensis KCTC13759-Amy*
Anoxybacillus sp. GXS-BL-Amy*

A. amylolyticus DSM15939-Amy
Anoxybacillus sp. DT3-1-Amy*

A. kamchatkensis subsp. asaccharedens DSM18475-Amy
A. salavatliensis DSM22626-Amy
Anoxybacillus sp. A321-Amy
Anoxybacillus sp. El84aa-Amy
Anoxybacillus sp. E208a-Amy
Anoxybacillus sp. El84ab-Amy
Anoxybacillus sp. A3210-Amy

A. gonensis NCIMB13933-Amy
Anoxybacillus sp. D222b-Amy

A. thermarum DSM17141-Amy

A. ayderensis NCIMB13972-Amy

A. kamchatkensis DSM14988-Amy

A. mongoliensis MB4-Amy*
Anoxybacillus sp. SK3-4-Amy*
Anoxybacillus sp. KU2-6(11)-Amy*
A. kestanbolensis NCIMB13971-Amy
A. flavithermus DSM2641-Amy

A. tepidamans PS2-Amy*

A. geothermalis ATCC BAA-2555-Amy*
Anoxybacillus sp. P3H1B-Amy*

Sekil 5.20. (devam)

HGIDALIDFPFYKEASTIFSNVDQS-—--—-—-—-—————————
LGIDALIDFPFYKEASTIFSNIDQS--——-———-——-—————-
HGIDALIDFPFYKEASAIFSNVDQS-—--—-—-—-—————————
HGIDALIDFPFYKEASAIFSNVDQS--—--——-—-———————-
HGIDALIDFPFYKEASTIFSNVDQS----—-—-—————————
HGIDALIDFPFYKEASTIFSNVDQS---—-——-—————————
HGIDALIDFPFYKEASTIFSNVDQS-—--—-——-——-———————
HGIDALIDFPFYKEASTIFSNVDQS--—-———-———————-
HGIDALIDFPFYKEASTIFSNVDQS---—-——-—————————
HGIDALIDFPFYKEASTIFSNVDQS-—--—-——-—————————
HGIDALIDFPFYKEASTIFSNVDQS-—--—-——-—————————
HGIDALIDFPFYKEASTIFSNVDQS-——-———————————=
HGIDALIDFPFYKEASTIFSNVDQS-——-———————————-—
HGIDALIDFPFYKEASTIFSNVDQS-——-———————————-—
HGIDALIDFPFYKEASTIFSNVDQS-—————————————-—
HGIDALIDFPFYKEASTIFSNVDQS-——-———————————-—
HGIDALIDFPFYKEASTIFSNVDQS--—-—-——————————-
HGIDALIDFPFYKEASTIFSNVDQS-——-———————————-
HGIDALIDFPFYKEASTIFSNVDQS--—--———-——-—————-
HGIDALIDFPFYKEASTIFSNVDQS-—————————————-
HGIDALIDFPFYKEASTIFSNVDQS--—-———————————-—
HGIDALIDFPFYKEASTIFSNVDQS--—-—————-—————-
HGIDALIDFPFYKEASTIFSNVDQS———=-—==——=——————
HGIDALIDFPFYKEASTIFSNVDQS-——=——=—=——————=
YGIDGFIDFPFYKEASATLSSADQS-—----—-—-—————-—-—
YGIDGFVDYPLYGAVKQSLARRDAS ———=—=—————————
DGIDGFLDYPFYNEASKVLSNVNQS ——==—=—=——————=
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PLYNVWKRNAAFYDRPYL
PLYNVWKRNVAFYDDPYL
PLYNVWKRNEAFYERPYL
PLYNVWKRNEAFYERPYL
PLYNVWKRNVAFYDRPYL
PLYNVWKRNVAFYDRPYL
PLYNVWKRNVTFYDRPYL
PLYNVWKRNVAFYDRPYL
PLYNVWKRNVAFYDRPYL
PLYNVWKRNVAFYDRPYL
PLYNVWKRNVAFYDRPYL
PLYNVWKRNVAFYDRPYL
PLYNVWKRNVAFYDRPYL
PLYNVWKRNVAFYDRPYL
PLYNVWKRNVAFYDRPYL
PLYNVWKRNVAFYDRPYL
PLYNVWKRNVAFYDRPYL
PLYNVWKRNAAFYDRPYL
PLYNVWKRNAAFYDRPYL
PLYNVWKRNAAFYDRPYL
PLYNVWKRNVAFYERPYL
PLYNVWKRNAAFYDRPYL
PLYNVWKRNVAFYDRPYL
PLYNVWKRNEAFYDRPYL
PLYNVWKRNVAFYDRPYL

LRPLYDVWEYNKTFYDRPYL
LAPLYRVWKNNVSYYDHPYL

301
301
301
301
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301
301
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301
301
301
303
303
303



Anoxybacillus sp. BCOl-Amy*

A. pushchinoensis DSM12423-Amy*

A. suryakundensis DSM27374-Amy*

A. flavithermus subsp. yunnanensis KCTC13759-Amy*
Anoxybacillus sp. GXS-BL-Amy*

A. amylolyticus DSM15939-Amy
Anoxybacillus sp. DT3-1-Amy*

A. kamchatkensis subsp. asaccharedens DSM18475-Amy
A. salavatliensis DSM22626-Amy
Anoxybacillus sp. A321-Amy
Anoxybacillus sp. El84aa-Amy
Anoxybacillus sp. E208a-Amy
Anoxybacillus sp. El184ab-Amy
Anoxybacillus sp. A3210-Amy

A. gonensis NCIMB13933-Amy
Anoxybacillus sp. D222b-Amy

A. thermarum DSM17141-Amy

A. ayderensis NCIMB13972-Amy

A. kamchatkensis DSM14988-Amy

A. mongoliensis MB4-Amy*
Anoxybacillus sp. SK3-4-Amy*
Anoxybacillus sp. KU2-6(11)-Amy*
A. kestanbolensis NCIMB13971-Amy
A. flavithermus DSM2641-Amy

A. tepidamans PS2-Amy*

A. geothermalis ATCC BAA-2555-Amy*
Anoxybacillus sp. P3H1B-Amy*

Sekil 5.20. (devam)

LGT
LGT
LGT
LGT
LGT
LGT
LGT
LGT
LGT
LGT
LGT
LGT
LGT
LGT
LGT
LGT
LGT
LGT
LGT
LGT
LGT
LGT
LGT
LGT
LGT
LGT

LGT
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TRLALONRINPVTRLKLGLTYLFAR
TRLALONRINPVTRLKLGLTYLFSA
TRLALONRINPVTRLKLGLTYLFSA
TRLALONRINPVTRLKLGLTYLFSZA
TRLALONRINPVTRLKLGLTYLFZ
TRLALONRINPVTRLKLGLTYLFAR

TRLALONRINPVTRLKLGLTYLFA
TRLALQNRINPVTRLKLGLTYLFAA
TRLALONRINPVTRLKLGLTYLFA
TRLALONRINPVTRLKLGLTYLFAA
TRLALONRINPVTRLKLGLTYLFAA
TRLALONRINPVTRLKLGLTYLFAA
TRLALONRINPVTRLKLGLTYLFAA
TRLALONRINPVTRLKLGLTYLFAA
TRLALONRINPVTRLKLGLTYLFAA
TRLALONRINPVTRLKLGLTYLFA
TRLALONRINPVTRLKLGLTYLFSA
TRLALONRINPVTRLKLGLTYLFSA
TRLALONRINPVTRLKLGLTYLFAR
TRLALONRINPVTRLKLGLTYLFSZ2
TKLALDHKONPITRIKLGLTYLFTA
TKLSIDNRNNPISRIKLAMTYLFTRA
TRLALENKQNPITRMKLGLAYLFSZ2

356
356
356
356
356
356
356
356
356
356
356
356
356
356
356
356
356
356
356
356
356
356
356
356
358
358
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Anoxybacillus sp. BCOl-Amy*

A. pushchinoensis DSM12423-Amy*

A. suryakundensis DSM27374-Amy*

A. flavithermus subsp. yunnanensis KCTC13759-Amy*
Anoxybacillus sp. GXS-BL-Amy*

A. amylolyticus DSM15939-Amy
Anoxybacillus sp. DT3-1-Amy*

A. kamchatkensis subsp. asaccharedens DSM18475-Amy
A. salavatliensis DSM22626-Amy
Anoxybacillus sp. A321-Amy
Anoxybacillus sp. El84aa-Amy
Anoxybacillus sp. E208a-Amy
Anoxybacillus sp. El84ab-Amy
Anoxybacillus sp. A3210-Amy

A. gonensis NCIMB13933-Amy
Anoxybacillus sp. D222b-Amy

A. thermarum DSM17141-Amy

A. ayderensis NCIMB13972-Amy

A. kamchatkensis DSM14988-Amy

A. mongoliensis MB4-Amy*
Anoxybacillus sp. SK3-4-Amy*
Anoxybacillus sp. KU2-6(11)-Amy*
A. kestanbolensis NCIMB13971-Amy
A. flavithermus DSM2641-Amy

A. tepidamans PS2-Amy*

A. geothermalis ATCC BAA-2555-Amy*
Anoxybacillus sp. P3H1B-Amy*

Sekil 5.20. (devam)
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Anoxybacillus sp. BCOl-Amy*

A. pushchinoensis DSM12423-Amy*

A. suryakundensis DSM27374-Amy*

A. flavithermus subsp. yunnanensis KCTC13759-Amy*
Anoxybacillus sp. GXS-BL-Amy*

A. amylolyticus DSM15939-Amy
Anoxybacillus sp. DT3-1-Amy*

A. kamchatkensis subsp. asaccharedens DSM18475-Amy
A. salavatliensis DSM22626-Amy
Anoxybacillus sp. A321-Amy
Anoxybacillus sp. El84aa-Amy
Anoxybacillus sp. E208a-Amy
Anoxybacillus sp. El84ab-Amy
Anoxybacillus sp. A3210-Amy

A. gonensis NCIMB13933-Amy
Anoxybacillus sp. D222b-Amy

A. thermarum DSM17141-Amy

A. ayderensis NCIMB13972-Amy

A. kamchatkensis DSM14988-Amy

A. mongoliensis MB4-Amy*
Anoxybacillus sp. SK3-4-Amy*
Anoxybacillus sp. KU2-6(11)-Amy*
A. kestanbolensis NCIMB13971-Amy
A. flavithermus DSM2641-Amy

A. tepidamans PS2-Amy*

A. geothermalis ATCC BAA-2555-Amy*
Anoxybacillus sp. P3H1B-Amy*

Sekil 5.20. (devam)

184

ELVDYVTKLGELRENFRRFVAVILN----
ELIDYVTKLGELREKLPSLRRGDFE----
ELIDYVTKLGELREKLPSLRRGDFE----
ELIDYVTKLGELREKLPSLRRGDFE----
ELIDYVTKLGELREKLPSLRRGDFE----
ELIDYVTKLGELRETLPSLRRGDFE----
ELIDYVTKLGELRETLPSLRRGDFE----
ELIDYVTKLGELRETLPSLRRGDFE----
ELIDYVTKLGELRETLPSLRRGDFE----
ELIDYVTKLGELRETLPSLRRGDFE----
ELIDYVTKLGELRETLPSLRRGDFE----
ELIDYVTKLGELRETLPSLRRGDFE----
ELIDYVTKLGELRETLPSLRRGDFE----
ELIDYVTKLGELRETLPSLRRGDFE----
ELIDYVTKLGELRETLPSLRRGDFE----
ELIDYVTKLGELRETLPSLRRGDFE----
ELIDYVTKLGELREKLPALRRGDFE----
ELVDYVTKLGELREKLPSLRRGDFE----
ELVDYVTKLGELREKLPSLRRGDFE----
ELVDYVTKLGELREKLPSLRRGDFE----
ELIDYVTKLGELRAKLPSLRRGDFE----
ELIDYVTKLGELREKLPSLRRGDFE----
ELIDYVTKLGELREKLPSLRRGDFE----
ELVDYVTKLGELREKLPSLRRGDFE----
EIIDYITKIGELRQQLPSLRRGDFT----
EIIDYLKKIGPLRQQLPSLRRGDFT----
EVVNYIKKLGELRGQLPSLRRGDFT----

396
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Anoxybacillus sp. BCOl-Amy*

A. pushchinoensis DSM12423-Amy*

A. suryakundensis DSM27374-Amy*

A. flavithermus subsp. yunnanensis KCTC13759-Amy*
Anoxybacillus sp. GXS-BL-Amy*

A. amylolyticus DSM15939-Amy

Anoxybacillus sp. DT3-1-Amy*

A. kamchatkensis subsp. asaccharedens DSM18475-Amy
A. salavatliensis DSM22626-Amy

Anoxybacillus sp. A321-Amy

Anoxybacillus sp. El84aa-Amy
Anoxybacillus sp. E208a-Amy
Anoxybacillus sp. El84ab-Amy

Anoxybacillus sp. A3210-Amy

A. gonensis NCIMB13933-Amy
Anoxybacillus sp. D222b-Amy

A. thermarum DSM17141-Amy

A. ayderensis NCIMB13972-Amy

A. kamchatkensis DSM14988-Amy

A. mongoliensis MB4-Amy*
Anoxybacillus sp. SK3-4-Amy*
Anoxybacillus sp. KU2-6(11)-Amy*
A. kestanbolensis NCIMB13971-Amy
A. flavithermus DSM2641-Amy

A. tepidamans PS2-Amy*

A. geothermalis ATCC BAA-2555-Amy*
Anoxybacillus sp. P3H1B-Amy*

Sekil 5.20. (devam)

QG--GMAVFK----RTYEEETTLIAINNTSKTQKVTFT--DE---LEQGKE-LR
KD--GMALFK----RTYKNETAVIAINNTSKTQKVTLD--DE---LEQGRE-LR
KD--GMALFK----RTYKNETTVIAINNTSKTQKVTLD--DE---LEQGKE-LR
KD--GMALFK----RTYEKETTVIAINNTSKTQKVTLD--DE---LEQGKE-LR
KD--GMALFK----RTYGKETTVIAINNTSKTQKVTLD--DE---LEQGKE-LR
KD--GMALFK----RTYGKETTVIAINNTSKTQKVTLD--DE---LEQGKE-LR
KD--GMALFK----RTYGKETTVIAINNTSKTQKVTLD--DE---LEQGKE-LR
KD--GMALFK----RTYGKETTVIAINNTSKTQKVTLD--DE---LEQGKE-LR
KD--GMALFK----RTYGKETTVIAINNTSKTQKVTLD--DE---LEQGKE-LR
KD--GMALFK----RTYGKETTVIAINNTSKTQKVTLD--DE---LEQGKE-LR
KD--GMALFK----RTYGKETTVIAINNTSKTQKVTLD--DE---LEQGKE-LR
KD--GMALFK----RTYGKETTVIAINNTSKTQKVTLD--DE---LEQGKE-LR
KD--GMALFK----RTYGKETTVIAINNTSKTQKVTLD--DE---LEQGKE-LR
KD--GMALFK----RTYGKETTVIAINNTSKTQKVTLD--DE---LEQGKE-LR
KD--GMALFK----RTYGKETTVIAINNTSKTQKVTLD--DE---LEQGKE-LR
KD--GMALFK----RTYEKETTVIAINNTSKTQKVTLD--DE---LEQGKE-LR
KD--GMALFK----RTYEKETTVIAINNTSKTQKVTLD--DE---LEQGKE-LR
KD--GMALFK----RTYEKETTVIAINNTSKTQKVTLD--DE---LEQGKE-LR
KD--GMALFK----RTYEKETTVIAINNTSKTQKVTLD--DE---LEQGKE-LR
KD--GMALFK----RTYEKETTVIAINNTSKTQKVTLD--GE---LEQGKE-LR
KD--GMALFK----RTYENETTVIAINNTSKTQKVTLD--DE---LEQGKE-LR
KD--GMALFK----RTYENETTVIAINNTSKTQKVTLD--DE---LEQGKE-LR
KD--GMALFK----RTYEKETTVIAINNTSKTQKVTLD--DE---LEQGKE-LR
KN--GMAVFK----RTYKKETAVIAINNTTKTQKVHLT-NDQ---LAPGKE-LR
KD--GMAVWK----RQYKDETTVIAINNTGKTQHVHLT-NDQ---LPKNKE-LR
KK--GMAVFK----RTYKGETAVIAINNTNKTQKVHLT-NAQ---LATGKE-LR

185

416
442
442
442
442
442
442
442
442
442
442
442
442
442
442
442
442
442
442
442
442
442
442
442
445
445
445



Anoxybacillus sp. BCOl-Amy* e - 416
A. pushchinoensis DSM12423-Amy* GLLAGDLVRSKDGK){DIILDRETAEI){VLAPKTGLNIP|3jTAALVAV)AS|3GLI3L){LARKR 502
A. suryakundensis DSM27374-Amy* GLLAGDLVRSKDGK)DIILDRETAEI){VLAPKTGVNIP|3JTAALLAV)(TA3GLI3L){LAKKR 502
A. flavithermus subsp. yunnanensis KCTC13759-amy* GLLAGDLVRSKDGK\{DIILDRETAEI){VLAPKTGVNIP)3TAALLAV){TA3GLJL) LAKKR 502
Anoxybacillus sp. GXS-BL-Amy* GLLAGDLVRSKDGK){DIILDRETAEI){VLAPKTGLNIP3jTAALLAV)(TAJGLI3L){FARKR 502
A. amylolyticus DSM15939-Amy GLLAGDLVRSKDGK){DIILDRETAEI){VLAPKTGLNIP3jTAALLAV)(TA3GLI3L){FARKR 502
Anoxybacillus sp. DT3-1-Amy* GLLAGDLVRSKDGK)DIILDRETAEI){VLAPKTGLNIP3TAALLAV)(TA3GLI3L){FARKR 502
A. kamchatkensis subsp. asaccharedens DSM18475-Amy GLLAGDLVRSKDGK){DIILDRETAEI)(VLAPKTGLNIP|JIAALLAV)(TAGLIL){FARKR 502
A. salavatliensis DSM22626-Amy GLLAGDLVRSKDGK){DIILDRETAEI){VLAPKTGLNIP|3TAALLAV)(TA3GLI3L){FARKR 502
Anoxybacillus sp. A321-Amy GLLAGDLVRSKDGK)DIILDRETAEI){VLAPKTGLNIP)3TAALLAV)(TA3GLI3L){FARKR 502
Anoxybacillus sp. El84aa-Amy GLLAGDLVRSKDGK)DIILDRETAEI){VLAPKTGLNIP|3TAALLAV)(TA3GLI3L){FARKR 502
Anoxybacillus sp. E208a-Amy GLLAGDLVRSKDGK){DIILDRETAEI){VLAPKTGLNIP|3TAALLAV)(TA3GLI3L){FARKR 502
Anoxybacillus sp. El184ab-Amy GLLAGDLVRSKDGK){DIILDRETAEI){VLAPKTGLNIP|3TAALLAV)(TA3GLI3L){FARKR 502
Anoxybacillus sp. A3210-Amy GLLAGDLVRSKDGK)/DIILDRETAEI}{VLAPKTGLNIP3IAALLAV){TA3GL L) {FARKR 502
A. gonensis NCIMB13933-Amy GLLAGDLVRSKDGK)/DIILDRETAEI}{VLAPKTGLNIP3IAALLAV){TA3GL L) {FARKR 502
Anoxybacillus sp. D222b-Amy GLLAGDLVRSKDGK)/DIILDRETAEI}{VLAPKTGLNIP3IAALLAV){TAGGL L) {FARKR 502
A. thermarum DSM17141-Amy GLLAGDLVRSKDGK)/DIILDRETAEI}{VLAPKTGLNIP3IAALLAV)(TAGGL L) {FARKR 502
A. ayderensis NCIMB13972-Amy GLLAGDLVRSKDGK)/DIILDRETAEI}{VLAPKTGLNIP3IAALLAV){TA3GL L) {FARKR 502
A. kamchatkensis DSM14988-Amy GLLAGDLVRSKDGK)/DIILDRETAEI){VLAPKTGLNIP3IAALLAV){TA3GL L) {FARKR 502
A. mongoliensis MB4-Amy* GLLAGDLVRSKDGK)/DIILDRETAEI){VLAPKTGLNIP3IAALLAV){TA3GLJL){FARKR 502
Anoxybacillus sp. SK3-4-Amy* GLLAGDLVRSKDGK){DIILDRETAEI){(VLAPKTGLNIP|JIAALVVV)(TAJGL/3L){FARKR 502
Anoxybacillus sp. KU2-6(11)-Amy* GLLVGDLVRSKDGK)/DIILDRETAEI){VLAPKTGLNIP3IAALVAV){TAGGLJL){FARKR 502
A. kestanbolensis NCIMB13971-Amy GLLAGDLVRSKDGK){DIILDRETAEI){(VLAPKTGLNIP|JIAALVAV)(TAJGL/3L){FARKR 502
A. flavithermus DSM2641-Amy GLLAGDLVRSKDGK)/DIILDRETAEI){VLAPKTGLNIP3IAALVAV){TP3GL L} FARKR 502
A. tepidamans PS2-Amy* GLLAGDLVRSDKNG}{DIISNRETAEV)(VLAKKTGLNVP3IAALVAV}(VLI3GLJL){YLKKR 505
A. geothermalis ATCC BAA-2555-Amy* GFLLDDLVRGDGDG} {DLVLDRETAEV}{(KLREKTGINVS/3JIAAIVSVCVLJLL L) {LVKKR 505
Anoxybacillus sp. P3H1B-Amy* GLLSGDLVRSSKNG}{NLISDRETAEI}(VLAKKTGLNIPJIAALIA )(VL3GLJL){YAKKR 505

Sekil 5.20. (devam)

186



Anoxybacillus sp. BCOL-Amy* e 416

A. pushchinoensis DSM12423-Amy* KRS * = — = = = e e e e 505
A. suryakundensis DSM27374-Amy* KA ¥ = e e e e o 504
A. flavithermus subsp. yunnanensis KCTC13759-Amy* YA P 504
Anoxybacillus sp. GXS-BL-Amy* KA S ¥ — o e e e e e e e 505
A. amylolyticus DSM15939-Amy RS = = = — T o o e e e e e e e e e 505
Anoxybacillus sp. DT3-1-Amy* KA S H — = = e e e e e e e e e 505
A. kamchatkensis subsp. asaccharedens DSM18475-Amy KA — e e e 504
A. salavatliensis DSM22626-Amy A — = e e e e e e e 504
Anoxybacillus sp. A321-Amy KA* — — — m m e 504
Anoxybacillus sp. El84aa-Amy KAK —— — o e 504
Anoxybacillus sp. E208a-Amy KA* = = m e e e e e 504
Anoxybacillus sp. El184ab-Amy KAK —— — o e 504
Anoxybacillus sp. A3210-Amy KA — = e e e e e 504
A. gonensis NCIMB13933-Amy KAK — = —m — - 504
Anoxybacillus sp. D222b-Amy KA — = e e e e e 504
A. thermarum DSM17141-Amy KAX — e e e 504
A. ayderensis NCIMB13972-Amy KA — = e e e o 504
A. kamchatkensis DSM14988-Amy KA — — e e e e o 504
A. mongoliensis MB4-Amy* KA* = e e e e e o 504
Anoxybacillus sp. SK3-4-Amy¥* KA S ¥ = — = e o 505
Anoxybacillus sp. KU2-6(11l)-Amy* KA — = e e e e 504
A. kestanbolensis NCIMB13971-Amy KAK — e e e e o 504
A. flavithermus DSM2641-Amy KA S ¥ = — = e o 505
A. tepidamans PS2-Amy* SKRAAK — — = — e e e 510
A. geothermalis ATCC BAA-2555-Amy* AKRMPE* = = = = = — e e 511
Anoxybacillus sp. P3H1B-Amy* AKRSR* — — = — o e e 510

Sekil 5.20. (devam)
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Tim a-amilaz amino asit dizilerinin hizalandigr Sekil 5.20°de goriildigi {izere; p4
iplik¢iginde (CSR-II) katalitik niikleofil aspartik asit (Asp213), B5 iplik¢iginde (CSR-I1I)
proton dondrii glutamik asit (Glu242) ve B7 iplik¢iginde (CSR-1V) enzim gegis-durumu

stabilizatorii olan ikinci korunmus aspartik asit (Asp310) olmak iizere aktif bolgeyi
olusturan ve tiim a-amilaz ailesinde korunmus bu katalitik ii¢lii yapinin varhigi ortaya
konulmustur (tim amino asit numaralandirmalar1 E184aa protein dizisine gore yapilmistir).
Bu sonuglar, Korunmus domain arastirma sonuglarini da destekler niteliktedir. P4
iplik¢iginde (CSR-II) yine tiim a-amilaz ailesinde bulunan ve katalitik aktivite igin gerekli
olan korunmus, degismeyen arjinin (Arg211) amino asiti yer almaktadir. Tiim a-amilaz
ailesinde korunmus olmamakla birlikte, substrat baglanmasinda ve enzim ge¢is durumunun
stabilizasyonunda 6nemli olan His140 ve His309 fonksiyonel histidin koklerinin (32, 242),
sirasiyla B3 (CSR-I) ve B7 (CSR-1V) iplik¢iklerinde; tamamen korunmus olan Arg211
kokii ile hidrojen bagi olusturdugundan aktif bolgenin biitiinliigli i¢in gerekli olan
korunmus Aspl135 kokiiniin (262) ise tim dizilerin B3 iplik¢iginde (CSR-I) yer aldigi
goriilmektedir. Ayrica, yapisal olarak dnemli olduklar1 bilinen B2 (CSR-VI) iplik¢igindeki
korunmus Gly80 ve Pro88 koklerinin yanmi sira 8 (CSR-VII) iplik¢igindeki korunmus
Gly341 kokiiniin (242, 257) varhigi da tespit edilmistir.

Tim a-amilaz dizilerinde Cal, Ca2, Ca3 ve Ca4 olmak iizere dort kalsiyum baglanma
bolgesi (261) bulunmaktadir. Cal bolgesi ile etkilesime giren Asn139 (CSR-I), Glul73,
Aspl82 (CSR-V) ve His217 (CSR-II) olmak tizere dort korunmus amino asit kokiiniin;
Ca2 bolgesinde ise tiim dizilerde korunmus olan Asn44, Asp50, Gly63 ve Asp65’in yani
sira Anoxybacillus sp. P3HIB amilaz1 (Ser51) disinda korunmus Asn49 ve A. tepidamans,
A. geothermalis ve Anoxybacillus sp. P3HIB amilazlar1 (Asp48) disinda korunmus olan
Asn46 amino asit koklerinin varligi belirlenmistir. Ca3  bolgesinde  Asn92
(Thr94/Anoxybacillus sp. P3H1B), Glul09 (Asplll/A. tepidamans, A. geothermalis ve
Anoxybacillus sp. P3H1B) ve Glull0 (Proll2/A. tepidamans, A. geothermalis ve
Anoxybacillus sp. P3H1B); Ca4 bolgesinde ise Glu283 (Arg285/A. geothermalis,
Ala285/Anoxybacillus sp. P3H1B) ve Glu400 (Lys400/Anoxybacillus sp. BCO1) kokleri

bulunmaktadir.

Kalsiyum baglanma bdlgelerinin diginda, tiim a-amilaz dizilerinde substrat baglanmasinda
rol oynadig1 one siiriilen amino asit kokleri (261) de tespit edilmistir. Buna gore, maltoz

baglanma bdlgeleri olarak; 1) p1 ipliginde Phe36, 2) CSR-VI’da Trp85
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(Arg87/Anoxybacillus sp. P3H1B), 3) CSR-VI’'nin downstream bolgesinde His98, Tyr100
ve Trpl01 (sirastyla GIn100, Lys102 ve Lys103/Anoxybacillus sp. P3H1B), 4) CSR-I’de
His140, 5) CSR-V’in upstream bolgesinde Tyrl43 (Prol45/A. tepidamans;
Serl45/Anoxybacillus sp. P3H1B), Trpl66, Phel78 (Tyrl80/A. tepidamans/A.
geothermalis;  Asnl180/Anoxybacillus  sp. P3H1B), 6) CSR-II’de Arg2l1
(Tyr213/Anoxybacillus  sp. P3H1B), Asp213, Thr214 (Ala216/A. tepidamans;
Asp216/Anoxybacillus sp. P3H1B) ve His217, 7) CSR-11I"de Glu242 ve Trp244 (swrasiyla
Gly244 ve Asp246/Anoxybacillus sp. P3H1B), 8) CSR-I1V’de His309 ve Asp310 (sirasiyla
Asp311 ve Arg312/Anoxybacillus sp. P3H1B), 9) CSR-VII’de Ile344 ve Tyr346, 10) CSR-
VII'nin  downstream bolgesinde Asp358 ve Arg362 (swrasiyla Ala360 ve
His364/Anoxybacillus sp. P3H1B) bulunmaktadir.

A. flavithermus subsp. yunnanensis KCTC 13759 referans dizisi disinda, tiim o-amilaz
dizilerinde, katalitik (p/o)s-fig1 domain yapisinin a3 heliksinde CSR-V ve CSR-II bolgeleri
arasinda yer alan, 200. ve 201. amino asit pozisyonlarindaki iki ardisik triptofan (WW)
kokiiniin varhigr dikkat ¢ekmektedir. Tiim dizilerde, B-domainin C-terminaline yakin olan
CSR-V bolgesinde LPDLA dizilerinin (374, 375) korunmus oldugu gézlenmistir. Ayrica,
Sekil 5.20°de de goriildiigli tizere, 27 a-amilaz dizisinin yaklagik 30 amino asit
uzunlugundaki C-terminal bolgesinde, 5 korunmus fenilalanin ve tirozin aromatik amino
asit kokleri mevcuttur. Mok ve ark. (376) ile Janecek ve ark. (246) tarafindan C-terminal
bolgesinde varligi bildirilen Phe481, Tyr489 (Cys492/A. geothermalis), Phe492, Phe495 ve
Tyr497 korunmus aromatik amino asit motiflerine ek olarak tiim dizilerde Tyr457 ve

Tyr469 koklerinin de korunmus oldugu goriilmiistiir.

Tiim a-amilaz amino asit dizileri arasindan sadece referans olarak kullanilan A. tepidamans
PS2, A. geothermalis ATCC BAA-2555 ve Anoxybacillus sp. P3H1B’nin dizileri oldukca
farklilik gosterip, ilk korunmus dizi bdlgesi olan CSR-VI bolgeleri Gly80 yerine Gly82
amino asiti ile baslamaktadir. Bu {i¢ farkli dizinin disinda, toplam 504 amino asit
uzunlugundaki E184aa, E208a, E184ab, D222b, A3210, A321, A. kamchatkensis subsp.
asaccharedens, A. salavatliensis, A. gonensis, A. thermarum, A. ayderensis, A.
kamchatkensis, A. mongoliensis MB4, Anoxybacillus sp. KU2-6 (11) ve A. kestanbolensis
a-amilaz dizilerindeki 504. alanin (A) sonrasi stop kodonu Ochre (TAA) iken, 505
aminoasitten olusan A. flavithermus, A. amylolyticus, Anoxybacillus sp. GSX-BL, DT3-1
ve SK3-4 dizilerinde Alanin (Ala504) ve ilave bir Serin (Ser505) amino asit koki
sonrasinda Opal (TGA) stop kodonu yer almaktadirr. Bunun disinda, 504 amino asit
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uzunlugundaki A. suryakundensis dizisinde Ala504 kokiinden sonra stop kodonu olarak
Opal (TGA), 505 amino asitli A. pushchinoensis dizisinde ise Ser505 sonrasi Ochre (TAA)

bulunmaktadir.

Tez kapsaminda elde edilen olasi A. rupiensis ve A. caldiproteolyticus siklodekstrin
glukanotransferaz (CGTaz) amino asit dizileri ve bu dizilere en ¢ok benzerlik gosteren 3

referans dizi ile birlikte toplam 5 CGTaz dizisi, 711 amino asitlik A. rupiensis CGTaz’na

gore ve CSR-VI bolgesinin (Gly98 ile baslayan . iplik¢igi) baslangicindan CSR-VII
bolgesinin (Thr389 ile biten Pg iplik¢igi) sonuna kadar uzanan dizileri kapsayacak sekilde
hizalanmistir. Hizalama sonucunda, GH13 enzim ailesinin {iyesi olan CGTaz’larin protein
dizilerinde de 7 korunmus dizi bolgesinin varligr tespit edilmis ve CSR I-VII bolgeleri,
aktif/katalitik bolgeler, substrat ve kalsiyum baglanma bdlgeleri ve CGTaz’lar igin
karakteristik amino asitler isaretlenerek Sekil 5.21°de sunulmustur. Korunmus dizi
bolgelerinin smirlari, B. circulans 8 susunun CGTaz’min bilinen CSR bélgelerinin

sinirlarma (257, 331) gore belirlenmistir.
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A. rupiensis DSM17127-Cgt S - MKRWLSV 7
B. stearothermophilus ET1 bscgt-Cgt* === -———--—-——mmmmm MKRWLSV 7
Anoxybacillus sp. B2Ml-Cgt* = e - MKRWLSV 7
A. caldiproteolyticus DSM15730-Cgt = = —-- oo 0
B. stearothermophilus NO2 cgt232-Cgt* = = ————-—m——mmmmm MRRWLSL 7
Ca2
* % *
A. rupiensis DSM17127-Cgt VL-SMSLVFS---AFFLVSDTQKVTVEAAGNLNKVNF - -TSD-IVYQIVVGREV:[e\'TS 60
B. stearothermophilus ET1 bscgt-Cgt* VL-SMSLVFS---AFFLVSDTQKVTVEAAGNLNKVNF --TSD-IVYQIVVDRFV! €. TS 60
Anoxybacillus sp. B2Ml-Cgt* VL-SMSLVFS---AFFLVSDTQKVTVEAAGNLNKVNF - -TSD-IVYQIVVDREV (6| TS 60
A. caldiproteolyticus DSM15730-Cgt = = —--—mmm e 0
B. stearothermophilus NO2 cgt232-Cgt* VL-SMSFVFS---AIFIVSDTQKVTVEAAGNLNKVNF - -TSD-VVYQIVVDREV:[g TS 60
Ca2 Ca2
* * %
A. rupiensis DSM17127-Cgt =SESL-FSSGCTMIRKYCEG WQGIIN----KINDGYLT 115
B. stearothermophilus ET1 bscgt-Cgt* 5SeSL-FSSGCTNIFRKYC cG»WQGIIN----KINDGYLT 115
Anoxybacillus sp. B2M1-Cgt* 5SeSL-FSSGCTNI*RKYC <G WQGIIN----KINDGYLT 115
A. caldiproteolyticus DSM15730-Cgt @ =—=—==———- FSSKCTNIFRKYC ¢G:WQGIIN----KINDGYLTD 49
B. stearothermophilus NO2 cgt232-Cgt* [ZS[EAL-FSSGCTNURKYC =G WQGIIN-- - -KINDGYLTD 115

Sekil 5.21. Tez kapsaminda elde edilen olas1 siklodekstrin glukanotransferaz (CGTaz) amino asit dizileri (Cgt) ile karsilagtirma amaciyla
kullanilan referans CGTaz enzimlerinin (Cgt*) amino asit dizi hizalamasi ve korunmus dizi bolgeleri (CSR: conserved sequence region). Renk
kodlamast: katalitik aspartatlar ve glutamat (katalitik ti¢lii)- kirmizi (*); fonksiyonel histidinler- agik mavi; degismeyen arjinin- pembe (#);
¢ok iyi korunmus aspartat- yesil; Ca*?-baglanma bolgeleri (Cal-*; Ca2-*)- turuncu; maltoz baglanma bdlgeleri (MBS1- A, MBS2- A ve
MBS3- A)- kahverengi; yapisal olarak 6nemli amino asit kokleri: glisin- mor ve prolin- koyu sar;; CSR bolgelerindeki CGTaz’lar i¢in
karakteristik amino asit kokleri (!): W, F- turkuaz; Q- gri; A, P-koyu sar1; I, L- acik yesil; N- koyu kirmizi; G- mor; CSR bélgeleri digindaki
korunmus ve CGTaz’lara 0zgii amino asit kokleri-lacivert; korunmus amino asit kokleri- sari. Korunmus olmayan amino asit kokleri
renklendirilmemistir.
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B3

CSR-I
Ca I
111
A. rupiensis DSM17127-Cgt NDADGSTSYHGYWIGDF' IN-——————- PFFGTLSDFQRLVDAAHAK 167
B. stearothermophilus ET1 bscgt-Cgt* NDADGSTSYHGYWLVIDF N-——————— PFFGTLSDFQRLVDAAHAK] 167
Anoxybacillus sp. B2M1-Cgt* NDADGSTSYHGYWEAIDF IN-——————-— PFFGTLSDFQRLVDAAHAK 167
A. caldiproteolyticus DSM15730-Cgt NDASGSTSYHGYWRVXDFKKPN—---——-—— PFFGTLSDFQRLVDAAHAK 101
B. stearothermophilus NO2 cgt232-Cgt* NDASGSASYHGYWLVIDFKKPN-------- PFFGTLSDFQRLVDAAHAK 167
A. rupiensis DSM17127-Cgt GRLYDNGTLI TTF-—-—-———-—-— -NLEDG 216
B. stearothermophilus ET1 bscgt-Cgt* GRLYDNGTLI TTF-—-—-———-—-— -NLEDG 216
Anoxybacillus sp. B2M1-Cgt* GRLYDNGTLI| TTF--—-———-——- -NLEDG 216
A. caldiproteolyticus DSM15730-Cg GRLYDNGTL TTF--—-———-——- -SLEDG 150
B. stearothermophilus NO2 cgt232-Cgt* GRLYDNGTL TTF--——-——-——- -SLEDG 216
loop3 B4
CSR-V CSR-II
A. rupiensis DSM17127-Cgt LKDARKLILD-MGID : 265
B. stearothermophilus ET1 bscgt-Cgt¥* LKDAMKLY LD-MGID : 265
Anoxybacillus sp. B2M1-Cgt* LKDAMKIL, 265
A. caldiproteolyticus DSM15730-Cgt LKDA 199
B. stearothermophilus NO2 cgt232-Cgt* LKDA 265

Sekil 5.21. (devam)
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A. rupiensis DSM17127-Cgt

B. stearothermophilus ET1 bscgt-Cgt*
Anoxybacillus sp. B2M1-Cgt*

A. caldiproteolyticus DSM15730-Cgt

B. stearothermophilus NO2 cgt232-Cgt*

A. rupiensis DSM17127-Cgt

B. stearothermophilus ET1 bscgt-Cgt¥*
Anoxybacillus sp. B2M1-Cgt*

A. caldiproteolyticus DSM15730-Cgt

B. stearothermophilus NO2 cgt232-Cgt*

A. rupiensis DSM17127-Cgt

B. stearothermophilus ET1 bscgt-Cgt¥*
Anoxybacillus sp. B2M1-Cgt*

A. caldiproteolyticus DSM15730-Cgt

B. stearothermophilus NO2 cgt232-Cgt*

Sekil 5.21. (devam)

———————————————————— QKSFMDEVYDYRP- SENEVDSNNHFgA---N
———————————————————— QKSFMDEVYDYRP- SENEVDSNNHFJ3A---N
———————————————————— QKSFMDEVYDYRP- SENEVDSNNHFJ3A---N
———————————————————— QOKSLMDEIDNYRP- SENEVDANNHYJJA---N
———————————————————— QKSLMDEIDNYRP- SENEVDANNHYJ3A---N
ES[EY SLLDFRFGQKLEQVLRNNSDDWYGFN—~-—=~——~——-~—-~ OMIQDTASAYDEVID
ES@YSLLDFRFGQKLIQVLRNNSDDWYGFN— -~ —=-—=~——=~—-~ QMIQDTASAYDEVID
ES@YSLLDFRFGQKLIQVLRNNSDDWYGFN— -~ —=~—=~——=~—~ QMIQDTASAYDEVID
ES@YSLLDFRFGQKLIQVLRNNSDNWHGFN— -~ —=~——~——=~—~ QMIQDTASAYDEVLD
ES[§)SLLDFRFGQKLZQVLRNNSDNWYGFN— -~ ~—=~——=~—~ QMIQDTASAYDEVLD

B8
CSR-VII
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301
301
301
235
301

346
346
346
280
346

396
396
396
296
396



A. rupiensis DSM17127-Cgt

B. stearothermophilus ET1 bscgt-Cgt*
Anoxybacillus sp. B2M1-Cgt*

A. caldiproteolyticus DSM15730-Cgt

B. stearothermophilus NO2 cgt232-Cgt*

A. rupiensis DSM17127-Cgt

B. stearothermophilus ET1 bscgt-Cgt*
Anoxybacillus sp. B2M1-Cgt*

A. caldiproteolyticus DSM15730-Cgt

B. stearothermophilus NO2 cgt232-Cgt*

A. rupiensis DSM17127-Cgt

B. stearothermophilus ET1 bscgt-Cgt¥*
Anoxybacillus sp. B2M1-Cgt*

A. caldiproteolyticus DSM15730-Cgt

B. stearothermophilus NO2 cgt232-Cgt*

A. rupiensis DSM17127-Cgt

B. stearothermophilus ET1 bscgt-Cgt*
Anoxybacillus sp. B2M1-Cgt*

A. caldiproteolyticus DSM15730-Cgt

B. stearothermophilus NO2 cgt232-Cgt*

Sekil 5.21. (devam)

GDPN------ NRKMMTSFNKN—— = — = = == == == = = = — o oo e
GDPN------ NRKMMTSFNKN—— == = = = = == = = = = m o oo
GDPN------ NRKMMTSFNKN—— = = = = == == == = — = = — o oo
GDPN------ NRKMMSSFNKN —— = = = = = = == = = =~ — o o e e
—————————————————————————————— RAYQVIQKLSSLRRSNPALSYEDTE----
—————————————————————————————— RAYQVIQKLSSLRRSNPALSYEDTE----
—————————————————————————————— RAYQVIQKLSSLRRSNPALSYEDTE----
—————————————————————————————— IRAYQVIQKLSSLRRNNPALAY[EDTE -- --
A AA A

- =03 INS--DVYIYE----RQFGKDVVLVAVNRSLSKSYSITEeLFTALPSGTYTDQ-LG
- =03 pINS--DVYIYE----RQFGKDVVLVAVNRSLSKSYSITeLFTALPSGTYTDQ-LG
- =93 fINS--DVYIYE----RQFGKDVVLVAVNRSLSKSYSIT[ELFTALPSGTYTDQ-LG

- FING- -DVYVYE- - - —~RQFGKDVVLVAVNRSSSSNYSITELFTALPAGTYTDQ- LG

ALLDGNTIQVGSNGAVNAFNLGPGEVGVWTYSAAESVPIIGHIGPMMGQVGHKLTIDGEG
ALLDGNTIQVGSNGAVNAFNLGPGEVGVWTYSAAESVPIIGHIGPMMGQVGHKLTIDGEG
ALLDGNTIQVGSNGAVNAFNLGPGEVGVWTYSAAESVPIIGHIGPMMGQVGHKLTIDGEG

GLLDGNTIQVGSNGSVNAFDLGPGEVGVWAYSATESTPIIGHVGPMMGQVGHQVTIDGEG
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411
411
296
411

437
437
437
296
437

488
488
488
296
488

548
548
548
296
548



A. rupiensis DSM17127-Cgt

B. stearothermophilus ET1 bscgt-Cgt*
Anoxybacillus sp. B2M1-Cgt*

A. caldiproteolyticus DSM15730-Cgt

B. stearothermophilus NO2 cgt232-Cgt*

A. rupiensis DSM17127-Cgt

B. stearothermophilus ET1 bscgt-Cgt¥*
Anoxybacillus sp. B2M1-Cgt*

A. caldiproteolyticus DSM15730-Cgt

B. stearothermophilus NO2 cgt232-Cgt*

A. rupiensis DSM17127-Cgt

B. stearothermophilus ET1 bscgt-Cgt¥*
Anoxybacillus sp. B2M1-Cgt*

A. caldiproteolyticus DSM15730-Cgt

B. stearothermophilus NO2 cgt232-Cgt*

Sekil 5.21. (devam)

FGTNVGTVKFGNTVASVVSWSNNQITVTVPNIPAGKYNITVQTSGGQVSAAYDNFEVLTN
FGTNVGTVKFGNTVASVVSWSNNQITVTVPNIPAGKYNITVQTSGGQVSAAYDNFEVLTN
FGTNVGTVKFGNTVASVVSWSNNQITVTVPNIPAGKYNITVQTSGGQVSAAYDNFEVLTN

FGTNTGTVKFGTTAANVVSWSNNQIVVAVPNVSPGKYNITVQSSSGQTSAAYDNFEVLTN

AA A A A
O VIYS)45T[YVDVSVPE

DQVSVRFVVNNAN Lvie NTSKAIGPL
DQVSVRFVVNNAN IYLV[e NTSKAIGPL
DQVSVRFVVNNAN; Lvie EN||NTSKAIGPLF[eVIYS})43TI[YVDVSVPE

DQVSVRFVVNNATILEQY T Y IVENVYEMENTDTSKAIGPMEOVVYSF{Z T Y IDVSVPE

AA A A

eVIYSI4STYVDVSVPE

MB MB
A AA A
GKTIE 'FIKKDRSGNVI@SGS"HVYTTPTSTTGTVNVNWQY* 711
GKTIE ‘FIKKDGSGNVI*SGS HVYTTPTSTTGTVNVNWQY* 711
GKTIEF{FIKKDGSGNVI[J2SGS)JHVYTTPTSTTGTVNVNWQY* 711
———————————————————————————————————————————— 296
GKTIEFJFIKKDSQGNVTJZSGSJHVYTTPTNTTGKIIVDWQON- 711
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608
608
608
296
608

668
668
668
296
668



Tim CGTaz amino asit dizilerinin hizalandig1r Sekil 5.21°de gorildiigi tzere; dizilerde

CGTaz’larda tamamen korunmus olan tiim katalitik amino asit koklerinin (32) varligi
ortaya konulmustur. Bunlar, aktif bolgeyi olusturan Katalitik niikleofil Asp256 (4, CSR-
I1), genel asit katalizorii (proton dondrii) Glu284 (B5, CSR-1I) ve enzim gegis-durumu
stabilizatorii olan Asp355 (B7, CSR-1V) koklerinden olusan katalitik Asp-Glu-Asp igliisi
(266); P4 iplikgiginde (CSR-II) korunmus, degismeyen ve niikleofilin konumlanmasi igin
gerekli arjinin (Arg254) kokii (266); substrat baglanmasinda ve enzim geg¢is durumunun
stabilizasyonunda 6nemli olan, sirasiyla B3 (CSR-1) ve B7 (CSR-IV) iplikgiklerinde yer
alan korunmus His167 ve His354 fonksiyonel histidin kokleri (266, 377); B3 (CSR-I)
iplik¢iginde yer alan, katalitik bolgeye yakin oldugu bilinen ve olduk¢a korunmus Asp162
kokii; substrat baglanmasinda yer alan ve bir kalsiyum ligandi olarak rol oynayan His260
kokii (289, 378) ve yine bir kalsiyum ligandi olan Asn166 kokiidiir (289) (tiim amino asit
numaralandirmalar1 A. rupiensis CTGaz dizisine gore yapilmistir). Bu sonuglar, Korunmus
domain arastirma sonuglarini da destekler niteliktedir. Ayrica, kalsiyum baglanma bolgesi
(Ca2) i¢in yapisal destek gorevi gordiikleri diisiiniilen CSR-VI'nin upstream bolgesindeki
Gly56, Pro62 ve Gly64 koklerinin yani sira yapisal olarak 6nemli olduklar1 bilinen CSR-
VI’da Gly98, Pro107 ve CSR-VII’daki Gly381 koklerinin (32) varligi da tespit edilmistir.

Korunmus domain arama calismalarinda CGTaz dizilerinde Ca*? baglanma bdlgesinde 5
amino asit kokiiniin varhig1 (Cizelge 5.15) tespit edilmis olmasma karsin, dizilerde B.
circulans 251 (289) ve B. circulans 8 CGTaz (286) yapisinda yer aldigi bilinen, Cal ve
Ca2 olmak iizere 2 ayr1 kalsiyum baglanma bolgesi tespit edilmistir. Elde edilen bulgular,
CDS tarama sonuclarmi desteklemekle birlikte literatiirde bilinen CGTaz kristal
yapilarindaki Ca*? baglanma bdlgelerinin daha detayli incelenmesi ile dizilerde ilave
amino asit kokleri belirlenmis ve Sekil 5.21°de gosterilmistir. Buna gore; Cal bolgesinde
kalsiyum iyonu ile etkilesime giren, korunmus Asn166 (CSR-1), 11e217, Asp226 (CSR-V)
ve His260 (CSR-I1) kokleri ile Ca2 bolgesinde a-amilazlarin yapisinda bulunmayan sadece
CGTaz’lara 6zgii olan ve A domainin Bl tabakasi ve al heliksi ile baglantili loop
bolgesinde yer alan korunmus Asp55, Asn57, Asn60, Asn61, Gly79 ve Asp81 koklerinin
varhigi belirlenmistir (286, 289).

Korunmus domain arama calismalarinda CGTaz dizilerinde tespit edilen 2 maltoz
baglanma bolgesine (MBS-1 ve 2) (Cizelge 5.15) ek olarak, dizilerde B. circulans 251
CGTaz’min (289) C domaininde bulunan {igiincii bir maltoz baglanma bolgesi (MBS3) ve
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tim MBS bolgelerinde maltozun baglandigi/etkilesim gosterdigi amino asit kokleri
belirlenmistir. MBS1 ve MBS2 bdlgeleri E domainde yer alirken, MBS3 bolgesi C-
domainde yer almaktadir. MBS1 bolgesinde maltozun hidrofobik etkilesimlerle
baglanmasini saglayan asil Trp640 ve Trp687 ile maltozla hidrojen bagi yapan Lys675,
Glu688 ve Asn692 kokleri bulunmaktadir. MBS2 bolgesinde, maltozu fenil halkasi ile
baglayan Tyr657 ve maltozla hidrojen bagi yapan Thr622, Asn623 (B. circulans 251
CGTaz/Ala599 vyerine), Gly625, Asn627, Asn651, GIn652 ve Trp660 kokleri yer
almaktadir. MBS3 bolgesinde ise aromatik yan-zinciri ile maltozun baglanmasini saglayan
Trp440 ile maltozla hidrojen bagi yapan GIn438 (B. circulans 251 CGTaz/Glu411 yerine),
Ile441 ve Gly473 koklerinin varligi belirlenmistir. Ayrica, CGTaz’larin E-domainlerinde
yer alan ve tamamen korunmus olan MBS2’deki Asn627 ve MBS1’deki Trp640 arasinda
yer alan Gly632, Leu637 ve Gly638 kokleri ile MBS2’deki Tyr657’den sonra gelen
Pro658 kokiiniin ham nisasta baglanma domainin yapisal destegi i¢in gerekli oldugu one

stiriilmiistiir (289).

Sekil 5.21°de de goriildiigii tizere, CGTaz dizilerinde CSR bolgelerinde tespit edilen

CGTaz’lar i¢in karakteristik amino asit kokleri:

a) CSR-VI’da (B2 iplik¢igi) korunmus Pro107 kokiiniin n-1 pozisyonunda yer alan GIn106
(QP dizi motifi) ile n-4 pozisyonundaki Trp103 kokleri (242, 257),

b) CSR-I"de (B3 iplik¢igi) korunmus Asnl66 ve His167 amino asitlerinin 6niinde yer alan
Pro165 kokii (PNH dizi motifi); AlaissProies ya da nadiren ThriesaProses dizisi; degismeyen,
tamamen korunmus Asp162 kokiiniin ardindan gelen tipik bir hidrofobik aromatik amino
asit, fenilalanin (Phe163) ya da tirozin (K. pneumoniae’da) kokii (257, 276, 331, 332),

c) CSR-V’de (loop3) Asn228 kakii (257),

d) CSR-II"de (B4 iplik¢igi) degismeyen, tamamen korunmus Arg254 kokiiniin dniinde yer
alan 11e253 kokii (257, 331),

e) CSR-III"de (B5 iplik¢igi) korunmus, katalitik glutamik asit (Glu284, proton dondrii)
kokiinii takip eden Gly283 kokii (GE dizi motifi); Glu284 kokiiniin n+l ve n+3

pozisyonlarinda sirasiyla yer alan, tamamen korunmus Trp285 ve Leu287 kokleri (32, 257,
331),
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f) CSR-1V’de (B7 iplik¢igi) korunmus Phe350 amino asitinden sonra gelen lle/Leu351
kokii ile B7 iplik¢iginin baglangicinda yer alan GIn/Met347 kokidir (257, 331, 332).

Bunlarin diginda, CGTaz’larda CSR-III’de yer alan katalitik Glu284 amino asitinin n+2
pozisyonunda fenilalanin ya da tirozin kokii (Phe286/Tyr286) yer alir. Glu284 kokiinden
sonra gelen TrpzgsPhezgs dizi motifi CGTaz’larda korunmus olup, a-amilaz ailesinin diger
iiyelerinde bulunmaz ve CGTaz’larin katalizledikleri siklizasyon reaksiyonlarinda énemli
olduklar1 bilinmektedir (32). CSR-II’deki LyszsoHisze0 dizisi, a-amilaz ailesinde
korunmustur ve substrat baglanmasinda rol oynar. Lys259 amino asit kokii, hidrojen
baglanmasini saglayarak +2 alt bolge konformasyonunun stabil olmasina katki yapmakta
ve His260 kokiiniin katalitik etkisi i¢in gerekli olup CGTaz’in katalizledigi tiim
transglikolizasyon reaksiyonlarinda yer almaktadir (379). CSR bélgeleri disinda tespit
edilen korunmus ve CGTaz’lara 6zgili amino asit kokleri ve dizi motifleri ise 1) B1 iplik¢igi
ile a1 heliksi arasinda yer alan tamamen korunmus 55DG, 60NNP-G motifleri ile Leu74 ve
Asp81, 2) CSR-I’in upstream bolgesinde yer alan Alal29, Argl30 ve Thrl35, 3) CSR-I’in
downstream bolgesinde yer alan Prol70, Tyrl178, Glul80, Glyl192, Tyr194, Asnl96,
Aspl97, Phe202, His204 ve Gly207, Ser211, 1le217, Tyr218 ve 219-K/R, N, L, F/Y, D-
223 dizi motifi (sadece Leu221 a-amilazlarda da bulunur), 4) CSR-V ve II arasinda yer
alan Asp235, Tyr237, 1le242 ve Trp245, 5) CSR-IIT’iin downstream bolgesinde yer alan
Phe299, Gly304, Met305, Arg317, 6) CSR-IV ve VII arasinda yer alan Arg380 ile CSR-
VIl downstream bolgesinde yer alan Tyr392, Thr412, 7) C-domaininde Gly434 ve Arg439,
8) E-domaininde Gly632, Leu637, Gly638 ve Pro658°dir (32).

Tiim a-amilaz ve siklodekstrin gukanotransferaz enzim dizilerinin hizalanmasi sonucu elde
edilen her bir korunmus dizi bolgesi, sirasiyla Sekil 5.22a ve 5.22b’de sunulmus ve
CSR’lerde enzim Kkatalizi ve substrat baglanmasi i¢in gerekli ve ilgili enzim i¢in

karakteristik olan amino asit kokleri gésterilmistir.
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B2 B3 loop3 WW B5 B8
CSR-VI CSR-I CSR-V CSR-III CSR-VII
Anoxybacillus sp. BCOl-Amy* 80 [EFTAIRNLTE 135 pFVV 180_LP'LA 200_| 238 FLL 341
A. pushchinoensis DSM12423-Amy* 80 [EFTAI|LT)S 135 pFVV 180_LP LA 200_| 238 FLL 341
A. suryakundensis DSM27374-Amy* 80 [EFTAI|LT): 135 pFVV 180_LP LA 200_| 238 FLL 341
A. flavithermus subsp. yunnanensis KCTC13759-Amy* 80 [EFTATI|YLTI 135 pFVV 180_LP'IA 200_|'R 238 FLL 341
Anoxybacillus sp. GXS-BL-Amy* 80 [EFTAI|LT): 135 pFVV 180_LP'IA 200_| 238 FLL 341
A. amylolyticus DSM15939-Amy 80 [EFTAIYLT): 135 NFVV 180_LPrLA 200 | 238 FLL 341
Anoxybacillus sp. DT3-1-Amy* 80 [EFTATI|YLT): 135 pFVV 180_LP'IA 200_| 238 FLL 341
A. kamchatkensis subsp. asaccharedens DSM18475-Amy 80 [EFTATI|YLTI: 135 pFVV 180 LP:LA 200_| 238 FLL 341 i
A. salavatliensis DSM22626-Amy 80 [€FTAI|YLT): 135 NFVV 180_LP'LA 200_| 238 FLL 341 i
Anoxybacillus sp. A321-Amy 80 [EFTAI|LT): 135 pFVV 180_LP'LA 200_| 238 FLL 341 I
Anoxybacillus sp. El84aa-Amy 80 [EFTAI|LT): 135 pFVV 180_LP'IA 200_| 238 FLL 341
Anoxybacillus sp. E208a-Amy 80 [EFTAIYLT): 135 WFVV 180_LP:LA 200 | 238 FLL 341 w
Anoxybacillus sp. El84ab-Amy 80 [€FTAI|YLT): 135 NFVV 180_LP'IA 200_| 238 FLL 341 i
Anoxybacillus sp. A3210-Amy 80 [EFTAI|LT): 135 pFVV 180_LP'LA 200_| 238 FLL 341 I
A. gonensis NCIMB13933-Amy 80 [EFTAI|LT): 135 pFVV 180 LP: LA 200_| 238 FLL 341
Anoxybacillus sp. D222b-Amy 80 [€FTATI|YLT): 135 |pFVV 180_LP'LA 200_| 238 FLL 341 ¥
A. thermarum DSM17141-Amy 80 [eFTAI|YLT): 135 |NFVV 180_LP'LA 200_| 238 FLL 341 ¥
A. ayderensis NCIMB13972-Amy 80 [EFTAI|YLT): 135 pFVV 180_LP'LA 200_| 238 FLL 341 ¥
A. kamchatkensis DSM14988-Amy 80 [EFTAI|LT): 135 pFVV 180_LP'LA 200_| 238 FLL 341 ¥
A. mongoliensis MB4-Amy* 80 [eFTATI|YLT): 135 |pFVV 180 LP:'LA 200_| 238 FLL 341 ¥
Anoxybacillus sp. SK3-4-Amy* 80 [EFTAI|LT): 135 pFVV 180_LP'LA 200_| 238 FLL 341 ¥
Anoxybacillus sp. KU2-6(11)-Amy* 80 [EFTAI|YLT): 135 pFVV 180_LP LA 200_| 238 FLL 341 I
A. kestanbolensis NCIMB13971-Amy 80 [EFTAIVLTI: 135 _WFVV 180_LP:LA  200_| 238 FLL 341
A. flavithermus DSM2641-Amy 80 [EFTAIVLTI: 135 _WFVV 180_LP:LA  200_| 238_FLL 341
A. tepidamans PS2-Amy* 82 [eFTATI|LT): 137 pFVA 182 LP'LA 202 240 FLL 343
A. geothermalis ATCC BAA-2555-Amy* 82 [eFTAILTI: 137_BNFVA 182 LP'LA 202 240_FLL | 343
Anoxybacillus sp. P3H1B-Amy* 82 [eFTAIRLT)y 137_BFVT 182 LP:LA 202 240_YLLAGIDS 307_FLDNDR 343
(@)
B3 loop3 B5 B8
CSR-I CSR-V CSR-III CSR-VII
e ! TAY ! A
A. rupiensis DSM17127-Cgt 98 156_GIKVIID 224_13 280_FT Fi 347 5  381_EVPNIYYGT
B. stearothermophilus ET1 bscgt-Cgt* 98 156_GIRVIIp 224 1A 280_FT F 347 D 381 PNIYYGT
Anoxybacillus sp. B2M1-Cgt* 98 156_GIRVIIp 224 1A 280_FT F 347 D 381 PNIYYGT
A. caldiproteolyticus DSM15730-Cgt 32 90_GIKVIIpN 158_1LaA LH 214_FT F 281 D 296 —----—-----
B. stearothermophilus NO2 cgt232-Cgt* 98 156_GIRVIIp 224 1ALy 280_FT F 347 D 381:EVPNIYYGT
(b)

Sekil 5.22. (a) Tim a-amilaz amino asit dizilerinin E184aa amilaz dizisine gore hizalanmasi sonucu elde edilen korunmus dizi bdlgeleri; (b) Tim
siklodekstrin gukanotransferaz (CGTaz) amino asit dizilerinin A. rupiensis DSM17127 CGTaz dizisine gore hizalanmasi sonucu elde edilen korunmus dizi
bolgeleri. * Bu ¢aligma kapsaminda elde edilen amino asit dizileri; CSR: korunmus dizi bolgesi. Renk kodlamasi: katalitik aspartatlar ve glutamat (katalitik
ticlii)- kirmiz1 (A); fonksiyonel histidinler- acik mavi; degismeyen arjinin- pembe (#); cok iyi korunmus aspartat- yesil; Ca*2-baglanma bdlgeleri-turuncu;
yapisal olarak 6nemli amino asit kokleri, glisin- mor ve prolin- koyu sar1; korunmus amino asit kokleri- sari. a-Amilaz dizilerindeki iki ardigik triptofan-
turkuaz; maltoz baglanma bolgeleri-lacivert. CGTazlar igin karakteristik amino asit kokleri (!): W, F- turkuaz; Q- gri; A, P-koyu sar1; I, L- acik yesil; N-
koyu kirmizi; G- mor. Korunmus olmayan amino asit kdkleri renklendirilmemistir.
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WebLogo 3.5.0 programi yardimiyla, sadece Anoxybacillus cinsi bakterilerin a-amilaz ve
siklodekstrin glukanotransferaz ¢oklu hizalanmigs amino asit dizileri kullanilarak, bu cinse
0zgii korunmus dizi bolgelerinin tek tek ve toplu halde gosterildigi a-amilaz (Sekil 5.23a
ve 5.23b) ve CGTaz (Sekil 5.24a ve 5.24b) dizi logolar1 olusturulmustur.

80GFTAIWLTP 135D F VVNH 180 LPD LA 209 GYRLDTVKH

5 5 5 5

CSR-V - CSR-V CSR-l

WebLogo 3.5.0 WebLogo 3.5.0 Weblogo 3.5.0 WebLogo 3.5.0

238 FLLGEVWH 305 F LDNHD 31GIPIMYYGT

5 5 5
CSR-lll CSR-IV CSR-VII
Weblogo 3.5.0 WebLogo 3.5.0 Weblogo 3.5.0
(a)

CSR-VI CSR-I CSR-V  wWw CSR-II CSR-1II CSR-IV CSR-VII

L TPOFYLOLALGY LOTHGRLLGEFLINDCLP)

25 ;5(; 50 biasEe

Sekil 5.23. Anoxybacillus cinsi a-amilaz amino asit dizilerinden elde edilen korunmus dizi
bolgelerinin a) tek tek ve b) topluca gosterildigi dizi logolari. CSR-1, 10-15. aa; CSR-II,
23-31. aa; CSR-III, 32-39. aa; CSR-1V, 40-45. aa; CSR-V, 16-20. aa; CSR-VI, 1-9. aa;
CSR-VII, 46-54. aa. CSR-V ve CSR-II arasindaki karakteristik iki ardisik triptofan ile
katalitik ti¢lii yap1 (katalitik niikleofil-27. aa, aspartik asit; proton donorii-36. aa, glutamik
asit ve enzim ge¢is-durumu stabilizatorii- 45. aa, aspartik asit) da gosterilmistir. Amino asit
pozisyonlar1 E184aa amilaz dizisine gore numaralandirilmistir (aa: amino asit; *: aktif
bolgedeki katalitik ti¢li yap1).

probability
° o
o o

(]
o

(b)
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B GVTAIWISQP 156 G| KV I I D FAPNH 224LADFN 251D GI RMD AV KH
5 10 5 10 5 10
CSR-VI CSR-I CSR-II
WeblLogo 3.5.0 WebLogo 3.5.0 WebLogo 3 5.0 WebLogo 3.5.0
280 F T FGE WFL 347 QVTF IDNHD 381GVPNIYYGT
5 5
CSR-llI CSR-IV
WebLogo 3.5.0 WebLogo 3.5.0 WebLogo 3.5.0
(@
CSR-VI CSR-1 CSR-V CSR-ll CSR-1ll CSR-IV CSR-VII
€ >€— < € >€— >€
* * *
>‘1A0 ‘
3 ) b
%GVTMWISQPGIK TALALIALAR) 'l' Q '\ '
[
AL AN I
5 10 15 20 25 30 35 40 45 60
WeblLogo 3.5.0

()

Sekil 5.24. Anoxybacillus cinsi siklodekstrin gukanotransferaz amino asit dizilerinden elde
edilen korunmus dizi bolgelerinin a) tek tek ve b) topluca gosterildigi dizi logolart. CSR-I,
11-22. aa; CSR-II, 28-37. aa; CSR-I1I, 38-45. aa; CSR-1V, 46-54. aa; CSR-V, 23-27. aa;
CSR-VI, 1-10. aa; CSR-VII, 55-63. aa. Katalitik {iglii yap1 (katalitik niikleofil-33. aa,
aspartik asit; proton dondrii-42. aa, glutamik asit ve enzim geg¢is-durumu stabilizatorii- 54.
aa, aspartik asit) da gosterilmistir. Amino asit pozisyonlar1 A. rupiensis DSM17127 CGTaz
dizisine gore numaralandirilmistir (aa: amino asit; *: aktif bolgedeki katalitik tiglii yapi).
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6. TARTISMA VE SONUC
6.1. TARTISMA

6.1.1. E184aa VE E208a KODLU ANOXYBACILLUS CiNSi iZOLATLARIN
KLASIK, KEMOTAKSONOMIK VE GENOTIiPIK ANALIZLERLE TUR
TESHISLERI

Tez calismasi kapsaminda, E184aa ve E208a kodlu Anoxybacillus cinsi iki bakterinin
klasik taksonomik yontemler (hiicre ve koloni morfolojisi, fizyolojik ve biyokimyasal
testler), kemotaksonomik analizler (toplam hiicre yag asiti, kinon, polar lipid ve DAP
analizleri) ve genotipik analizler (16S rRNA gen dizi analizi, 16S-ARDRA, ITS-PCR,
(GTG)s-PCR ve BOXA1-PCR genomik parmak izi analizleri, genomik DNA’nin % G+C
icerigi ve  DNA-DNA hibridizasyon ¢aprazlamalar1) kullanilarak kismi tiir teshisleri
yapilmistir.

Bu kapsamda 16S rRNA gen dizi verilerine gore yapilan filogenetik analizlerde, E184aa ve
E208a izolatlarmin her ikisi de en ¢ok A. kamchatkensis subsp. asaccharedens DSM
184757, A. salavatliensis DSM 226267, A. kamchatkensis DSM 14988", A. ayderensis
NCIMB 139727 ve A. gonensis NCIMB 13933 referans tiirlerine % 97.0’nin iizerinde gen
dizi benzerligi gdstermistir. Bunun yani1 sira, A. thermarum DSM 171417, A. flavithermus
DSM 26417, A. mongoliensis DSM 19169" ve A. flavithermus subsp. yunnanensis KCTC
13759 referans tiirlerine her iki izolatm ya da birinin yaklasik % 97.0 oraninda 16S rRNA
gen dizi benzerligi gosterdigi belirlenmistir. Yeni bir bakteri tiirliniin tanimlanmasinda,
< % 97.0 16S rRNA gen dizi benzerlik orani esik deger olarak kabul edilmektedir (5). Bu
sebeple, 16S rRNA gen dizi analizleri sonrasinda gergeklestirilen tiim fenotipik,

kemotaksonomik ve diger genotipik analizlere belirtilen bu referans tiirler dahil edilmistir.

ARDRA, ITS-PCR ve Rep-PCR gibi DNA parmak izi teknikleriyle Anoxybacillus cinsi
bakterileri tiir seviyesinde tanimlarken, referanslardan genomik farkliliklarinin ortaya
cikarildig1 pek ¢ok literatiir mevcuttur (39, 82, 83, 205, 206). Bu ¢alismada, 16S rRNA
geninin Alul, Haelll ve Taqgl restriksiyon enzimleriyle ARDRA analizlerinin yani sira, ITS
gen bolgesi ve tim genomun tarandigi (GTG)s ile BOXAL tekrar elementlerinin PCR
reaksiyonlar1 sonucunda elde edilen bant profilleri, kiimiilatif kiimeleme analizleriyle
degerlendirildiginde, E184aa ve E208a izolatlarmmin yakin akraba olduklar1 referans
tiirlerden (> % 97.0 16S rRNA gen dizi benzerligi gdsteren), dzellikle Haelll-ARDRA,
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ITS-PCR ve (GTG)s-PCR analizlerinde essiz bant profillerine sahip olduklari, filogenetik
agacta birarada kiimelenerek farkli bir dal olusturduklar: ve her iki izolatin da BOXAI-
PCR profili yoniinden birbirlerinden farklilik gosterdikleri goriilmiistiir.

Hiicre ve koloni morfolojisi, fizyolojik ve biyokimyasal testleri kapsayan klasik
taksonomik analizlerden elde edilen sonuglara gore, E184aa ve E208a izolatlarinin en ¢ok
16S rRNA gen dizi benzerligi gosterdigi A. salavatliensis DSM 22626", A. gonensis
NCIMB 139337, A. ayderensis NCIMB 139727, A. kamchatkensis DSM 14988 ve A.
kamchatkensis subsp. asaccharedens DSM 184757 tiirlerinden ve birbirlerinden ayirt
edilebildikleri temel karakteristik 6zellikler Cizelge 6.1’de Ozetlenerek sunulmustur. Bu
sonuglara gore; izolatlar diger 5 referans tiirden pH istekleri, sicaklik ve tuz istekleri,
hiicre, koloni ve spor morfolojileri, katalaz, amilaz, oksidaz, 3-galaktosidaz aktiviteleri ve
baz1 seker fermentasyon testleri yoniinden farklilik gostermislerdir. En ¢ok birbirlerine 16S
rRNA gen dizi benzerligi gosteren E184aa ve E208a izolatlari, kendi i¢lerinde ise 6zellikle
pH ve tuz istekleri, flagella tipleri ve endospor yapilarindaki spor sigkinliginin yani1 sira,
katalaz ve oksidaz aktiviteleri ile salisin ve arbutin kullanimlar1 yoniinden farkli karakterler
sergilemislerdir. Son olarak da E208a izolat1, en ¢ok benzerlik gosterdigi E184aa ve diger

5 referans tiirle kiyaslandiginda, 30 ug kanamisine direncli bulunmustur.

Tanmmlanmis tiim Anoxybacillus cinsi tiyeleri arasinda en yiiksek ve en diisik DNA G+C
icerigine (% mol) sahip tiirler sirasiyla, 57 % mol orani ile A. gonensis (72) ve 37.8 % mol
icerikle A. calidus (71)’dur. DSMZ Identifikasyon Servisi’nde yiiriitiilen ve tiir bazinda
ayirt edici analizler olarak bilinen kemotaksonomomik ve diger detayli genotipik testlerin
sonuclarina gore, E184aa ve E208a izolatlarmin sirasiyla 41.9 ve 42.2 % mol olmak iizere
Anoxybacillus cinsinin genel 6zelliklerini kapsayacak sekilde % G+C igerigine sahip
olduklar1 goriilmiistiir. Menakinon 7 (MK-7) Anoxybacillus, Geobacillus, Aeribacillus ve
Caldibacillus gibi birgok termofilik basil grubu bakterilerin hiicre zarinda yaygin olarak
bulunmaktadir (80). Anoxybacillus cinsinin hiicre zarinda bulunan major menakinon MK-7
olup, A. amylolyticus, A. thermarum, A. kamchatkensis subsp. asaccharedens, A.
salavatliensis, A. calidus, A. tengchongensis, A. eryuanensis, A. vitaminiphilus ve A.
kaynarcensis tiirlerinde tespit edilmistir (16, 71, 77, 79, 80-82, 153). E184aa (% 94) ve
E208a (% 96) izolatlarinda da dominant menakinon MK-7 olarak saptanmis ve eser

miktarlarda MK-5 ve MK-6 igerdikleri goriilmiistiir (Cizelge 6.1).
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Cizelge 6.1. E184aa ve E208a izolatlarmin ve en ¢ok 16S rRNA gen dizi benzerligi

gosterdikleri referans tiirlerin ayirt edici Ozellikleri [Bu tablodaki morfolojik, fizyolojik ve
biyokimyasal testlerin tamami tez kapsaminda ¢ahisilmistir. *: Sadece E184aa ve E208a’nin DNA G+C
icerigi (% mol), temel menakinon, polar lipid ve major yag asiti analiz verileri bu tez kapsaminda elde
edilmis olup, diger tiirlere ait veriler suslarin yaninda belirtilen numaralardaki literatiirlerden alinmustir. A.
salavatliensis DSM 226267 (82), A. gonensis NCIMB 13933" (72), A. ayderensis NCIMB 139727 (73), A.
kamchatkensis DSM 14988" (152), A. kamchatkensis subsp. asaccharedens DSM 18475" (153), TE: Test
edilmedi, 1 zayif pozitif, AL: Aminolipid, DPG: Difosfatidil gliserol, GL: Glikolipid, L: Lipid, PE:
Fosfatidil etanolamin, PG: Fosfatidil gliserol, PL: Fosfolipit, PN: Fosfoaminolipid]

P DSM NCIMB NCIMB DSM DSM
LRLTCE e S 226267 | 139337 139727 149887 184757
pH aralig1 7.0-11.0 5.5-11.0 5.5-11.0 5.5-11.0 5.5-11.0 5.5-9.5 5.0-11.0
Optimum pH 7.5 7.0 8.0 6.5 6.5 8.0-8.5 7.0
Sicaklik araligy (°C) 37-65 37-70 37-69 40-70 30-70 38-67 35-65
22})‘“‘““’ sicaklik 55 55 60 55-60 50 60 55
NaCl araligi 0-25 05 0-35 153 0-3 0-25 15
(%, wiv)
Optimum NaCl
(o/‘; W) 1-15 05-1 25 2 2 1 0-3
é%nflg])lsm direnci Duyarl Direngli Duyarl Duyarl Duyarli Duyarli Duyarli
Katalaz L + ++ ++ ++ ++ L
Amilaz +++ ++ +++ ++ ++ L ++
Oksidaz . 1 + - + - -
Kazein - - - - - - -
Elpa}gella Peritris Monotris TE TE TE Peritris TE
Hiicre boyutu 0,22-0,66; 0,29-0,73; . .
(en, boy)}zpm) 119-6,46 128714 0.71-2.34 0.75-5.0 0.55-4.6 1.0;2,5-8.8 0.5;2.0-2.5
KOIO.m Agik sart Agik sart Sar1 Krem Krem Koyu sart, Krem
rengi mat
Spor pozisyonu Subterminal- Subterminal- Terminal Terminal Subterminal- Terminal Terminal
terminal terminal terminal
Siskin spor - + - + - a +
B-galaktosidaz
(ONPG) testi ; ; ; * * * *
Jelatin kullanim + + + + + - -
Nitratin nitrite
indirgenmesi ) ) . * . . .
Gliserol - - + 1 - + +
L-arabinoz - - - - + - -
D-riboz - - - - 1 - -
D-ksiloz - - - + + - -
D-galaktoz - - + + + + +
D-mannoz - - + - + - -
N-asetilglukozamin - - - L - -
Amigdalin + + + - - + -
Arbutin + - - - - + _
Salisin + - L - + - -
D-sellobioz + + + - + + -
D-melibioz - - - + - - +
Inulin - - - - + -
D-melezitoz - - - - - +
D-raffinoz + + + + + -
Glikojen + + + + + L
DNA G+C icerigi 419 422 45.1% 4287 4367 423152 -
(% mol)*
Temel MK-7 MK-7 MK-762 ; - - MK-7152
menakinon*
Polar lipid* AL, DPG, L, AL, DPG, L, ) ) } DPG, PE, DPG, GL,
PE,PG,PL | PE,PG,PL, PN PG, PL1s2 PE, PG5
iso-Cis:0
%ﬁggjﬁt?;g* is0-C1s.0 is0-C15.0 is0-C15.0 50-Cis0 150-Cis0 Isgi_lo&o Isoc_lcs_lom
e iso-Ci7:0 iso-Ci7.0 iso-Ci7.0 is0-C170" is0-C1707 - S
aAs1tAler1An1An alt1 Cueo Creo Croo® anteiso- i50-C16:0
cizilmistir) === Cizo!® anteiso-
Ci7:0*%
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Polar lipid igeriklerine bakildiginda, Coorevits ve ark. (2012) tarafindan belirtildigi tizere,
Anoxybacillus cinsinde dominant olarak gézlenen polar lipidler: fosfolipit (PL), fosfatidil
etanolamin (PE), aminolipidler (AL) ve lipid (L)’lerdir (52). E184aa ve E208a
izolatlarinda ise diger Anoxybacillus tiirlerinden farkli olarak dominant polar lipid
icerikleri L, PL, AL, PE, fosfatidil gliserol (PG) ve difosfatidil gliserol (DPG) olarak
bulunmustur. Buna ilaveten E208a izolati, El184aa’da bulunmayan ilave bir
fosfoaminolipid (PN) igeriginin yani sira, gerek lipid i¢eriginin sayisi ve miktari agisindan
gerekse diger polar lipid iceriklerinin miktarlar1 bakimindan E184aa izolatindan farklilik

gostermektedir.

Anoxybacillus cinsine dahil tiirlerin hiicresel yag asiti icerikleri yoniinden major olarak, A.
kamchatkensis tiirti disinda, ¢ogunlukla iso-dallanmis yag asitlerini (iso-Cis:0 Ve 150-C17:0)
kapsadiklar1 bilinmektedir (71, 153). Ozellikle, A. rupiensis ve A. calidus referans
tirlerinde bu iso-dallanmis yag asitlerinin oram1 % 80’den fazla olup, Anoxybacillus
cinsinin {iyeleri arasinda gozlenen en yiiksek seviyelere ulagsmaktadir (71, 75). E184aa ve
E208a izolatlarinda ise yine diger Anoxybacillus tiirlerinde dominant olarak bulunan iso-
Cis:0 Ve 150-C17:0 iSO-dallanmis yag asit i¢eriklerinin toplami % 75’den fazla bulunmustur.
E184aa ve E208a izolatlarmin, sirasiyla % 51.02 ile % 51.66 oranlarinda iso-Cis:o Ve %
25.11 ile % 23.83 oranlarinda iso-Ci7:0 igeriklerine sahip olduklar1 belirlenmistir. E208a
izolatinda, E184aa’dan farkl olarak iso-Ci3:0 (% 0.18) ve Cis:o (% 0.24) yag asitlerinin de
diisiik miktarlarda bulundugu goriilmiistiir. Ayrica, her iki izolatin hiicre duvari yapisindaki
peptidoglikanin tanilayici diamino asitinin mezo-diaminopimelik asit oldugu tespit

edilmistir.

Her ne kadar tiir tanimlamasinda yukarida sonuglari verilen klasik taksonomik ve
kemotaksonomik analizler 6nemli olsa da, eger ¢alisilan bakteri 16S rRNA gen dizilimi
yoniinden tanimlanmis referans tiirlere % 97.0 ve iizerinde benzerlik gosteriyorsa, bu
durumda ad hoc komitesi bir bakteriyel tiirin taniminda “altin kural” olarak > % 97.0
benzerlik goriilen en yakin akraba tiirlerle genomik DNA homolojisinin incelenmesini
gerekli gormektedir (7). Yeni bir bakteriyel tiir, ancak en yakin akraba tiirlerle % 70 ve
altinda DNA-DNA hibridizasyon oranlar1 elde edildigi takdirde tanimlanabilmektedir
(156). Bu kriterler géz oniinde bulunduruldugunda, E184aa ve E208a izolatlarinin % 99.4
oraninda en ¢ok birbirlerine, referans tiirlerden de A. kamchatkensis subsp. asaccharedens
DSM 18475 e sirastyla % 98.1 ve % 98.7, A. salavatliensis DSM 22626 ya % 97.9 ve %
98.2, A. kamchatkensis DSM 14988’ % 97.6 ve % 98.2, A. ayderensis NCIMB 13972"¢
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% 97.5 ve % 98.0 ve A. gonensis NCIMB 13933"¢ % 97.4 ve % 97.9 oranlarinda 16S
rRNA gen dizi benzerligi gosterdikleri goriilmiistiir. Ayrica, A. thermarum DSM 171417,
A. flavithermus DSM 26417, A. mongoliensis DSM 191697 ve A. flavithermus subsp.
yunnanensis KCTC 13759" tiirlerine de % 97.0-97.4 arasinda degisen daha diisiik

oranlarda dizi benzerlikleri saptanmistir. Ancak, klasik fenotipik ve kemotaksonomik test
sonuglari ile ITS bolgesi, tekrarli BOX ve GTG elementlerinden elde edilen DNA parmak
izi profilleri, izolatlarin sadece esik degerinde benzerlik gosterdikleri referans tiirlerden
degil, daha vyiiksek dizi benzerligine sahip olduklar1 A. kamchatkensis subsp.
asaccharedens, A. salavatliensis, A. kamchatkensis, A. ayderensis ve A. gonensis
tiirlerinden de farkli olduklarmi gostermistir. Ozellikle Rep-PCR ve ITS-PCR DNA
parmak izi teknikleri, tiir ve alt tiir seviyesinde dahi ayirim giiciine sahiptir (82, 179, 181,
206). Yiiksek 16S rRNA gen dizi benzerligi gosteren bakterilerde (> % 97.0), PCR temelli
bu tekniklerin bir arada kullanilmasi, oldukg¢a zahmetli ve pahali bir islem olan DNA-DNA
hibridizasyon analizinin hangi suslar ile yapilmasi gerektigine karar verebilmeye olanak
saglamaktadir. Yiriitilen DNA parmak izi kiimeleme analizlerinde, her iki izolatin da
sergiledikleri essiz bant profilleri ile birbirlerinden ve en yakin akraba tiirlerden genomik
DNA farkliliklar1 ortaya ¢ikarilmistir. Bu sebeple, DNA-DNA hibridizasyon testleri sadece
izolatlarin % 97.4 ve iizerinde 16S rRNA gen dizi benzerligi gosterdikleri 5 referans tiir ile
yapilmis ve % 97.0 ile % 97.4 arasindaki limit degerlerde benzerlik gdsterdikleri diger

tiirlerle hibridizasyon yapilmasina gerek duyulmamastir.

Tim bu farkliliklara ragmen, birbirlerine yiiksek 16S rRNA gen dizi benzerligi gosteren
bakterilerde % 70 ve altindaki DNA-DNA hibridizasyon orani, tiir tanimindaki esas
kriterdir. Ayrica, bir bakteri sadece tek bir tiire 70 % mol ve {lizerinde DNA homolojisi
gostermelidir (7). E184aa ve E208a izolatlarmm en ¢ok 16S rRNA gen dizi benzerligi
gosterdikleri ve hibridizasyon analizi yaptirilan A. gonensis, A. kamchatkensis, A.
salavatliensis, A. ayderensis ve A. kamchatkensis subsp. asaccharedens referans tiirlerinin
tanimlanmasina iligkin yaynlarda, tip susun hibridize edildigi referans tiirler arasindaki
DNA hibridizasyon oranlart % 70 esik degerinin altinda bulunmustur. Belduz ve ark.
(2003) tarafindan gergeklestirilen A. gonensis tiiriiniin (tip susu G2') tamimida, DSMZ
Enstitiisii’'nde  yaptirilan hibridizasyon analiz sonuglarma gore, ilgili tiiriin A,
pushchinoensis ve A. flavithermus tip suslarma 53 % mol’den az DNA homolojisi
gosterdikleri bildirilmistir (72). Dulger ve ark. (2004) tarafindan tanimlanan A. ayderensis
(tip susu ABO4T) tiiriiniin, yine DSMZ Enstitiisii’nde gergeklestirilen hibridizasyon analiz
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sonuclarma gore, A. gonensis tiiriine 68.6 % mol oraninda DNA homolojisi gosterdigi
bulunmustur (73). Kevbrin ve ark. (2005) tarafindan A. kamchatkensis tiirii (tip susu
JW/VK-KGAT) tanimlanirken, digerlerine kiyasla sayica daha fazla referans tiirle
hibridizasyon analizi yapilmistir. Kendi yiiriittiikleri hibridizasyon ¢aligmalarindan elde
edilen sonuclara gore; A. kamchatkensis tiirii ile yiiksek 16S dizi benzerligi gosterdigi A.
pushchinoensis (53 % mol), A. flavithermus (55 % mol), A. ayderensis (51 % mol) ve A.
gonensis (51 % mol) tip suslar1 arasinda daha 6nceki ¢alismalar1 destekler nitelikte diisiik
DNA homolojisi saptanmistir. Yine bu ¢alismada A. ayderensis ve A. gonensis arasindaki
benzerlik orant 61 % mol olarak belirlenmistir (152). Cihan ve ark. (2011) tarafindan
tanimlanmis olan A. salavatliensis tiirii (tip susu A3437) ile en yakm akraba oldugu
belirlenen A. kamchatkensis referansi arasindaki genomik DNA benzerliginin 49.7 % mol
oldugu bulunmustur (82) (Cizelge 5.13). Son olarak, A. kamchatkensis tiiriine ait bir alt tiir
olan A. kamchatkensis subsp. asaccharedens (tip susu KG8"), Gul-Guven ve ark. (2008)
tarafindan gergeklestirilen hibridizasyon analizlerinde; A. gonensis’e 48 % mol, A.
ayderensis’e 42 % mol ve A. kamchatkensis’e 67.5 % mol olmak iizere sinir oranlarinda
benzerlik gostermistir (153). Bu alt tiir sadece bilimsel bir makalede yayinlanmis olup,

IJSEM validasyon listesinde yer almadigindan resmi olarak tanimlanmis degildir (149).

Tez ¢alismasi kapsaminda elde edilen DNA-DNA hibridizasyon sonuglar1 (Cizelge 5.12)
dikkate alindiginda, Anoxybacillus cinsine ait tiim tiir tanimlarini revizyona ugratabilecek
sekilde onemli bulgular elde edilmistir. Birbirlerine 81.2 (+ 5.4) % mol oraninda benzer
olduklar1 belirlenen izolatlarmm ayni tiire dahil olduklar1 kesinlik kazanmistir. Ancak,
E184aa ve E208a izolatlar1 A. ayderensis tiirii (sirasiyla 19.7 ve 12.9 % mol) harig
hibridizasyon yaptirilan diger A. gonensis, A. kamchatkensis, A. salavatliensis ve A.
kamchatkensis subsp. asaccharedens tiirlerine 70 % mol’den fazla DNA homolojisi
gostermislerdir. Cok tekrarli yliriitillen hibridizasyon deneylerinde, E184aa ve E208a
izolatlar1 ayn1 zamanda en yiiksek 16S rRNA gen dizi benzerligi de gosterdikleri A.
kamchatkensis subsp. asaccharedens DSM 184757 alt tiiriine sirastyla 82.2 (+ 3.8) ve 90.3
(£ 5.9) % mol oranlarinda genomik DNA benzerligi gostermislerdir. Bir bakteri sadece bir
bakteriyel tiire % 70°den fazla DNA-DNA hibridizasyon benzerligi gosterebildiginden, tez
kapsaminda elde edilen ve 6ngoriilemeyen bu ¢aprazlama sonuglari, aslinda A. gonensis, A.
kamchatkensis, A. salavatliensis ve A. kamchatkensis subsp. asaccharedens tiirlerinin
tanimlanmas1 i¢in daha once gergeklestirilen DNA hibridizasyon analizlerinde deney

optimizasyonundan kaynaklanabilecek sorunlarin oldugunu ve bu 4 tiirlin aslinda tek bir
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tiir altinda smiflandirilmast gerektigini gostermektedir. Ayrica, 16S rRNA genleri temel
alinarak olusturulan filogenetik analizlerde, izolatlara en yakin akraba tiirler olduklar
goriilen bu 4 tiriin birbirlerine yiiksek 16S rRNA gen dizi benzerligi gostererek,
filogenetik agacta A. salavatliensis, A. kamchatkensis, A. gonensis ve A. kamchatkensis

subsp. asaccharedens tiirlerinin tek bir klad igerisinde gruplandiklar1 belirlenmistir.

E184aa ve E208a izolatlarin1 Anoxybacillus cinsi igerisinde en dogru taksonomik
pozisyona yerlestirebilmek amaciyla, izolatlarin 70 % mol’den fazla benzerlik gosterdigi
A. gonensis, A. kamchatkensis, A. salavatliensis ve A. kamchatkensis subsp. asaccharedens
referans tiirlerinin tamamimin kendi i¢lerinde ¢aprazlanmasi gerekliligi ortaya ¢ikmistir. Bu
nedenle, daha once A. salavatliensis tiir taniminda (82) hibridizasyon calismalarmnin
gerceklestirildigi DSMZ Enstitiisii’'nden bu hibridizasyon deneylerinin de yapilmasi talep
edilmistir. DSMZ Enstitiisii’'nde gergeklestirilen son DNA-DNA hibridizasyon analiz
sonuglar1 (Cizelge 5.12) da tiim Ongoriilerimizi dogrular nitelikte olmus ve A.
kamchatkensis tiirii i¢in elde edilen hibridizasyon sonuglar1 genel olarak yaklasik % 70
siir degerlerinde oldugu i¢in, 6zellikle A. gonensis, A. salavatliensis ve A. kamchatkensis
subsp. asaccharedens referans tiirlerinin aslinda tek bir tiir altinda toplanmasi gerektigini
kesin olarak ortaya koymustur. Tim bu bilgiler, tir tanimlarinda fenotipik,
kemotaksonomik ve diger molekiiler analizlerde farkliliklar saptanmis olsa da, asil
belirleyici olanin aslinda dogru optimizasyon kosullarinda yiiriitiilen hibridizasyon

calismalarinin oldugunu gostermektedir.

Bununla birlikte, tez kapsaminda yapilmasi hedeflenen tiim tir tanmm testleri
gergeklestirilmis, ancak Ongoriilemeyen bu hibridizasyon sonuglarma gore; E184aa ve
E208a izolatlar1 yeni bir Anoxybacillus tiiriine dahil edilememis, bunun yerine A. gonensis
NCIMB 139337, A. kamchatkensis DSM 149887, A. salavatliensis DSM 22626 ve A.
kamchatkensis subsp. asaccharedens DSM 184757 referans tiirleri ile iliskili bakteriler
olduklar1 kesinlik kazanmistir. Tez kapsaminda elde edilen bu bulgular, Anoxybacillus
cinsine ait bahsi gecen tiirlerin tanimlamasinda ortaya ¢ikan bu taksonomik problemlerin
¢coziimiine ve Anoxybacillus cinsi {iyelerinin dogru bir sekilde smiflandirilabilmesine

yonelik literatiire degerli katkilar saglayabilecek olmasi bakimindan 6nem tagimaktadir.
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Kismi tiir tanimi: Anoxybacillus sp. E184aa

E184aa izolati, Nevsehir’in Kozakl ilgesinde bulunan Kozakli Belediye Kaplicasi’ndaki
bir toprak orneginden izole edilmistir. E184aa izolati Gram (+), termofilik, fakiiltatif
anaerobik, peritris flagellas1 ile hareketli, subterminal veya terminal endosporlu, ortalama
0.44 um eninde ve 3.83 um boyunda olan ¢ubuk seklinde bir bakteridir. Kolonileri
yuvarlak, kenarlar1 ve yiizeyi diiz, opak, dikey goriiniimii kabarik ve agik sar1 renktedir.
Oksidaz aktivitesi negatif, katalaz aktivitesi zayiftir. Cok yiliksek amilolitik aktiviteye
sahiptir (5.74 U/mL). Izolatin iireme gosterdigi sicaklik, pH ve NaCl konsantrasyonu (%,
w/v) araliklar1 sirastyla 37-65°C (optimum 55°C), 7.0-11.0 (optimum 7.5) ve % 0-2.5
(optimum % 1.0-1.5) olarak belirlenmistir. Yapilan biyokimyasal testler sonucunda;
E184aa izolatinin 16S rRNA gen dizi analizlerinde en yakin akraba oldugu E208a izolati
(% 99.4) ile A. kamchatkensis subsp. asaccharedens, A. salavatliensis, A. kamchatkensis,
A. ayderensis ve A. gonensis (% 97.4-98.1) referans suslarindan fenotipik olarak farkli
oldugu goriilmistiir. Karbohidrat fermentasyon testlerindeki D-glukoz, D-fruktoz, D-
mannitol, amigdalin, arbutin, eskiilin, salisin, D-sellobioz, D-maltoz, D-sukroz, D-trehaloz,
D-raffinoz, glikojen ve D-turanoz substratlarini kullanarak asit tiretebildigi belirlenmistir.
Ancak, jelatin hidrolizi disindaki B-galaktosidaz (ONPG) testleri, arjinin dihidrolaz, lizin
dekarboksilaz ve ornitin dekarboksilaz reaksiyonlari, sitrat kullanimi, hidrojen siilfid (H2S)
iretimi, triptofan deaminaz reaksiyonu, iire kullanimi, indol {iretimi, asetoin {iretimi
(Voges Proskauer testi), nitratin nitrite (NO2) ve azot (N2) gazma indirgenmesi bakimmdan
negatif sonuglar gozlenmistir. Test edilen tiim antibiyotiklere duyarli bulunmustur. Major
melakinon igerigi MK-7 (% 94) olup, eser miktarda da MK-5 (% 3) ve MK-6 (% 3)
bulunmaktadir. Hiicre zarinda dominant olarak iso-Cis:0 (% 51.02) ve is0-Ci7:0 (% 25.11)
yag asitlerinin yani sira daha az miktarda Cie:0 (% 8.85) yag asitini i¢erdigi belirlenmistir.
Ayrica, hiicre duvarinda peptidoglikanin tanilayic1 diamino asit olarak mezo-
diaminopimelik asit (meso-Dpm) igerdigi tespit edilmistir. Polar lipid bakimindan,
difosfatidil gliserol, fosfatidil etanolamin, fosfatidil gliserol disinda en yakin akraba oldugu
A. kamchatkensis subsp. asaccharedens ve A. kamchatkensis referans suslarmdan farkli
olarak lipidler, aminolipidler ve fosfolipit igerdigi saptanmistir. DNA G+C igerigi 41.9 %
mol’diir. E184aa izolatmm ITS bolgesi ile BOX ve GTG elementlerinden elde edilen DNA
profillerinin filogenetik analizleri, en ¢ok benzerlik gosterdigi tiim referans Anoxybacillus
tirlerinden farkli oldugunu gostermistir. Bunun yani sira, en ¢ok akrabalik gosterdigi A.

ayderensis tiirii harig, E184aa izolatinin A. kamchatkensis subsp. asaccharedens, A.
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salavatliensis, A. kamchatkensis ve A. gonensis referans Anoxybacillus tiirleriyle % 70 sinir
degerinden daha yliksek DNA-DNA hibridizasyon oranlarma sahip oldugu saptanmistir.
Ayrica, bu 4 referans tiir birbirlerine % 70’den fazla DNA homolojisi gdstermislerdir. Bu
nedenlerle, her ne kadar yakin akraba oldugu tiirlerle fenotipik, kemotaksonomik ve
genotipik farkliliklar saptanmis olsa da, 4 referans tiire birden gosterdigi yliksek DNA
hibridizasyon degerleri nedeniyle, E184aa izolatinin Anoxybacillus cinsi igerisindeki
taksonomik pozisyonu tam olarak saptanamamis, ancak bahsi gecen bu 4 referans tiirle
iliskili bir bakteri oldugu kesinlik kazanmistir. E184aa kodlu izolatin kiiltiir koleksiyon
numaralar1t DSM 103588T ve NCIMB 15051 olup, taksonomik olarak asagida sunulan

sekilde smiflandirilmistir.

Domain = Bacteria (Eubacteria)
Alem = Firmicutes (Gram (+) Bakteri)
Smif = Bacilli
Ordo = Bacillales
Family = Bacillaceae
Genus = Anoxybacillus
Species = Anoxybacillus sp. E184aa

Kismi tiir tanimi: Anoxybacillus sp. E208a

E208a izolati, Nevsehir’in Kozakli ilgesinde bulunan Kozakli Belediye Kaplicasi’ndaki bir
toprak 6rneginden izole edilmistir. E208a izolat1 Gram (+), termofilik, fakiiltatif anaerobik,
monotris flagellasi ile hareketli, subterminal veya terminal siskin endosporlu, ortalama
0.51 pm eninde ve 4.21 pum boyunda olan ¢ubuk seklinde bir bakteridir. Kolonileri
yuvarlak, kenarlar1 ve ylizeyi diiz, opak, dikey goriiniimii kabarik gobekli ve acik sari
renktedir. Amilaz (0.37 U/mL) ve katalaz aktivitesi pozitif, oksidaz aktivitesi ise zayiftir.
[zolatmn iireme gosterdigi sicaklik, pH ve NaCl konsantrasyonu (%, w/v) araliklar1 sirasiyla
37-70°C (optimum 55°C), 5.5-11.0 (optimum 7.0) ve % 0-5 (optimum % 0.5-1.0) olarak
belirlenmistir. E208a izolati, referans tiirlerden A. flavithermus subsp. yunnanensis KCTC
137597 diginda diger tiirlerden farkli olarak daha genis bir tuz konsantrasyonunda iireyerek
halotolerant olarak gruplandirilmistir. Yiriitiilen biyokimyasal testlerde, E208a izolatinin
16S rRNA gen dizi analizlerinde en yakin akraba oldugu E184aa izolat1 (% 99.4) ile A.

210



kamchatkensis subsp. asaccharedens, A. salavatliensis, A. kamchatkensis, A. ayderensis ve
A. gonensis (% 97.9-98.7) referans suslarindan fenotipik olarak farkli oldugu goriilmiistiir.
Ayrica, E208a izolatinin arbutin ve salisin karbohidrat fermentasyon testleri disinda tiim
biyokimyasal testler bakimimdan E184aa izolat1 ile ayn1 sonuglar: sergiledigi saptanmistir.
Diger referanslardan ve El184aa izolatindan farkli olarak 30 pg/mL kanamisine direngli
bulunmustur. Major melakinon igerigi MK-7 (% 96) olup, eser miktarda da MK-6 (% 3) ve
MK-5 (% 1) igermektedir. Hiicre zarmda dominant olarak iso-Cis:0 (% 51.66) ve is0-Ci7:0
(% 23.83) yag asitlerinin yan1 sira daha az miktarda Cie:0 (% 9.63) yag asitini i¢erdigi
belirlenmistir. Ayrica, hiicre duvarinda tanilayict diamino asit olarak mezo-diaminopimelik
asit igerdigi tespit edilmistir. E208a izolati, E184aa ile benzer polar lipid igerigine sahip
olup sadece ilave bir fosfoaminolipid (PN) icermekte, gerek lipid ve fosfolipid sayisi ile
miktar1 acisindan, gerekse diger polar lipid iceriklerinin miktarlar1 bakimindan da E184aa
izolatindan farklilik gdstermektedir. DNA G+C igerigi 42.2 % mol’diir. E208a izolatinin
ITS-, BOX- ve GTG-PCR iiriinlerinin filogenetik analizleri, en ¢ok benzerlik gosterdigi
tim referans Anoxybacillus tiirlerinden farkli oldugunu gosterse de en c¢ok akrabalik
gosterdigi A. ayderensis tiirii hari¢, E208a izolat1 A. kamchatkensis subsp. asaccharedens,
A. salavatliensis, A. kamchatkensis ve A. gonensis referans Anoxybacillus tiirleriyle % 70
smir degerinden daha yiiksek DNA-DNA hibridizasyon oranlarina sahiptir. Yakin akraba
oldugu tiirlerle fenotipik, kemotaksonomik ve genotipik farkliliklar goriilmiis olmasina
ragmen, 4 referans tiire birden yiiksek DNA homolojisi gostermesi nedeniyle, E208a
izolatiin Anoxybacillus cinsi igerisindeki kesin taksonomik pozisyonu belirlenememis,
ancak bahsi gecen bu 4 referans tiirle iliskili bir bakteri oldugu netlesmistir. E208a
izolatmin kiiltiir koleksiyon numaralar1 DSM 1035877 ve NCIMB 15048 olup, taksonomik

olarak asagida sunulan sekilde smiflandirilmistir.

Domain = Bacteria (Eubacteria)
Alem = Firmicutes (Gram (+) Bakteri)
Smf = Bacilli
Ordo = Bacillales
Family = Bacillaceae
Genus = Anoxybacillus
Species = Anoxybacillus sp. E208a
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6.1.2. ANOXYBACILLUS CINSI IZOLATLARIN VE REFERANSLARIN
AMILOLITIK  AKTIVITELERININ BELIRLENMESI, o-AMILAZ VE
SIKLODEKSTRIN GLUKANOTRANSFERAZ GENLERININ COGALTILMASI,
DIZILENMESI, GENBANK AKSESYON NUMARALARININ ALINMASI,
AMINO ASIT DIZILERININ FILOGENETIK VE IN SILIKO ANALIZLERI

a-Amilazlar (EC 3.2.1.1) ve siklodekstrin glukanotransferazlar (EC 2.4.1.19), CAZy veri
tabaninda temel a-amilaz enzim ailesi olarak bilinen GH13 ailesine dahil olup, nisasta
molekiiliiniin ticari olarak doniisiimiinde ¢ok 6nemli bir yere sahiptirler. Anoxybacillus
cinsine dahil bakterilerle ylriitiillen polifazik ¢alismalarda, bu cins iiyelerinin kuvvetli
amilolitik aktiviteye sahip olduklar1 bilinmektedir (16, 148). Anoxybacillus cinsinin
taksonomik pozisyonunun heniiz 2000 yilinda tanimlanmasi (8) ve termostabil olmalarina
baglh olarak giderek artan biyoteknolojik dnemleri sebebiyle, molekiiler yapilarnin ve
enzimatik 6zelliklerinin daha iyi anlasilmasi agisindan Anoxybacillus tiirlerinde amilolitik
enzimlerin varligmm arastirilmasi son zamanlarda olduk¢a Onemli bir konu haline
gelmistir. Anoxybacillus cinsinin iyeleriyle yiiriitilen ¢alismalarda, A. flavithermus (11,
13), A. amylolyticus (16), A. flavithermus AFA (12), Anoxybacillus sp. SK3-4 (ASKA) ve
DT3-1 (ADTA) (18), Anoxybacillus sp. TSSC-1 (19), Anoxybacillus sp. IB-A (20),
Anoxybacillus sp. KP1 (21), Anoxybacillus sp. AH1 (22, 23), A. flavithermus SO-13 (14),
A. flavithermus SO-19 (15), Anoxybacillus sp. YIM 342 (24), A. caldiproteolyticus D504
ve D621 (17) izolat ve tiirlerinin a-amilaz trettikleri bildirilmistir. Bu cins {iyelerinin
sentezledigi termostabil siklomaltodekstrin glukanotransferazlardan bilinenleri ise sadece
tim genom dizilemesi sonucunda Anoxybacillus sp. B2M1 ve Anoxybacillus sp. B7TM1
suslarmin genomlarinda var oldugu bilinen siklomaltodekstrin glukanotransferazlardir.
Ancak, literatiirde bu iki bakterideki CGTaz enziminin aktivitesine veya

karakterizasyonuna yonelik herhangi bir ¢alisma yer almamaktadir (33, 93).

Tez calismasinin ikinci asamasinda, kalitatif ve Kkantitatif olarak amilolitik aktivite
gosterdigi belirlenen, Anoxybacillus cinsine ait 6 izolat ile 11 referans tiiriin, GH13
familyasina ait olan a-amilaz ve siklodekstrin glukanotransferaz enzimlerini kodlayan
genleri PCR ile ¢ogaltilarak dizilenmis ve GenBank aksesyon numaralart alimmistir.
(Coziinebilir nigastanin (% 2) substrat olarak kullanildig1 kantitatif amilaz aktivite tayini
sonuglarma gore; E184ab (5.94 U/mL; 293.0 U/g), E184aa (5.74 U/mL; 341.3 U/g), A.
flavithermus DSM 2641 (4.93 U/mL; 119.3 U/g), D222b (4.81 U/mL; 250.0 Ulg), A.
salavatliensis DSM 22626 (3.28 U/mL; 79.8 U/g) ve A. amylolyticus DSM 15939 (3.22
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U/mL; 70.8 U/g) biyoteknolojik agidan Onemli olabilecek seviyede yiikksek amilaz
aktivitesi gdstermislerdir. Ozellikle E184aa, E184ab ve D222b izolatlarmin, ticari olarak
termostabil amilaz iiretilen Geobacillus stearothermophilus DSM 227 (5.52 U/mL; 182.7
U/g) gibi bazi referans tiirlerden daha yiliksek amilolitik aktivite gdstermeleri, amilaz
iireticisi potansiyel yeni gen kaynaklarmin saptanmasi agisindan Onemlidir. Ayrica,
Anoxybacillus iyeleri arasinda literatiirde amilaz iiretici olduklar1 bilinen ve ticari dneme
sahip olabilecek A. flavithermus, A. caldiproteolyticus ve A. amylolyticus tiirleri disinda, A.
salavatliensis tiiriiniin de amilaz saflastirma ve karakterizasyon ¢alismalarinda kullanilma

potansiyeline sahip bir bakteri oldugu ortaya konulmustur.

Chai ve ark. (2012) tarafindan gerceklestirilen bir ¢aligmada, Malezya’daki sicak su
kaynaklarindan izole edilmis Anoxybacillus sp. SK3-4 ve DT3-1 suslarindan iki yeni
termostabil ve alkalitolerant o-amilaz enziminin biyokimyasal karakterizasyonu
yapilmistir. Ayrica, a-amilaz enzimini kodlayan iki genin ilk kez E. coli’de klonlamasi ile
bu genlerin ve proteinlerinin dizilenmesi sonucunda, Anoxybacillus cinsi iiyelerine ait
1.518 bg¢ uzunlugundaki a-amilaz gen dizileri elde edilmistir. Bu ¢alismanin sonuglari,
yakin iliskili Anoxybacillus izolatlar1 arasindaki o-amilaz gen varyasyonlarinin

aydinlatilmasi bakimindan literatiirde yer alan tek kaynaktir (18).

Tez kapsaminda yiirlitiilen caligmalarda ise, yliksek kalitatif amilolitik aktivite gosteren
Anoxybacillus cinsine ait 6 izolatimiz (A321, A3210, D222b, E184aa, E184ab ve E208a)
ile 9 Anoxybacillus tip susunun a-amilaz genlerinin (1515-1518 bg) ve A. rupiensis DSM
171277 susunun siklodekstrin glukanotransferaz geninin (2136 bg) tam dizileri elde
edilebilmis, ayrica A. caldiproteolyticus DSM 157307 susunun siklodekstrin
glukanotransferaz geni (888 b¢) de kismi olarak dizilenebilmistir. Elde edilen bu dizilerin
GenBank aksesyon numaralar1 alinarak GenBank veri tabanina kaydedilmistir. Kismi tiir
teshisleri yapilan E184aa ve E208a izolatlarmin a-amilaz genleri 1515 bg¢ uzunlugundadir.
Dizilenen a-amilaz genleri amy primeriyle, siklodekstrin glukanotransferaz genleri de d-
amy ve cgt primerleri ile ¢ogaltilabilmistir. A. rupiensis ve A. caldiproteolyticus
tirlerindeki siklodekstrin glukanotransferaz genlerinin aslinda amilaz geni i¢in tasarlanan
dejenere d-amy primeri (18) ile ¢ogaltilabilmesinin sebebi, i) a-amilaz ve siklodekstrin
glukanotransferazlarin Glikozid Hidrolaz enzim grubunun 13. familyasinda yer almalari,
i) GH13, a-amilaz enzim ailesinin karakteristik 6zelligi olan, (B/a)s’li fig1 seklinde
katalitik A domaini, B3 ipligi ile A domainin a3 heliksi arasinda daha uzun bir loop

seklinde B domaini ve C-terminalinde yer alan C domaini olmak {izere ii¢ domain yapisi
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icermeleri, iii) son iriinleri farkli olmakla beraber nisastayr substrat olarak kullanmalari,
iv) a-amilaz enzim ailesinin iiyeleri arasinda karakteristik olan katalitik ti¢lii yapmin (Asp-
Glu-Asp) varhigi ve v) yine a-amilaz ailesinde bulunan, katalitik aktiviteden ve substrat
baglanmasindan sorumlu bir¢ok amino asit kdkiiniin yer aldigi 7 korunmus dizi bolgesini

(CSR 1-V1) (242) igermeleri seklinde agiklanabilir.

NCBI-korunmus domain arama sonuglarina gore, dizilemesi yapilan toplam 17 genin de
glikozid hidrolazlarin en biiyiik familyast olan GHI13, a-amilaz enzim familyasina
[AmyAc_family Superfamily (cl07893)] dahil olduklari, bunlardan amy primeri ile dizilenen
15 Anoxybacillus gen dizisinde, a-amilaz katalitik domaini olarak tanimlanan AmyAc-bac-
CMD-like-2 (cd11339) korunmus protein domainin yer aldigi belirlenmistir. a-Amilaz
enzimini kodlayan bu 15 genin katalitik ti¢lii yap1 olarak korunmus aspartat, glutamat ve
aspartat amino asit kokleri (Asp213, Glu242 ve Asp310), 2 korunmus histidin kokii
(His140 ve His309) ve Ca*? iyonunun baglanmasindan sorumlu 3 amino asit kokii
(Asn139, Aspl82 ve His217) igerdigi goriilmiistiir (amino asit pozisyonlar1 E184aa a-
amilaz dizisine gore numaralandirilmistir) (Cizelge 5.15, Sekil 5.20). d-amy ve cgt
primerleri ile ¢ogaltilarak dizilemesi yapilan A. caldiproteolyticus DSM 157307 ve A.
rupiensis DSM 171277 referans tiirlerine ait gen dizilerinde ise maltojenik amilazlar,
siklodekstrin glukanotransferaz ve ilgili proteinlerde gériilen AmyAc-AmyMalt-CGTase-
like (cd11320) korunmus katalitik protein domainin yer aldigi goriilmiistiir. Siklodekstrin
glukanotransferaz enzimini kodlayan bu iki genin katalitik Giglii yap1 olarak korunmus
aspartat, glutamat ve aspartat amino asit kokleri (D256, E284 ve D355), 2 korunmus
histidin kokii (H167 ve H354), Ca*? iyonunun baglanmasindan sorumlu 5 amino asit kokii
(Asp55, Asn60, Asp81, Asnl66 ve Asp226), MBS1 (Trp640, Lys675, Trp687, Asn692 ve
Glu688) ve MBS2 (Thr622, Asn623, Gly625, Asn627, Asn651, GIn652, Tyr657 ve
Trp660) olmak iizere 2 maltoz baglanma bdlgesi icerdigi belirlenmistir (amino asit
pozisyonlar1 A. rupiensis DSM 171277 CGTaz dizisine gére numaralandirilnustir) (Cizelge
5.15, Sekil 5.21).

Su ana kadar, http://www.bacterio.net/anoxybacillus.html (149) ve
https://www.dsmz.de/catalogues/catalogue-microorganisms.html (150) veri tabanlarinda,
[JSEM’de gegerli olarak tanimlanmis 22 tiir ve 2 alt tiirle, yaymlanmis fakat heniiz
[IJSEM’den tiir tanimi onayr almamis 1 tiir (A. suryakundensis) ve 1 alt tir (A.
kamchatkensis subsp. asaccharedens) olmak tizere Anoxybacillus cinsine dahil toplam 23

bakteri tiirii ve 3 alt tlirlin oldugu bilinmektedir. Ayrica, GenBank ve Genomes OnLine
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veri tabaninda Anoxybacillus cinsi iiyelerine ait toplam 27 adet gen dizisinin annotasyonu
yapildigindan, bu tirlerin bazilarinin amilolitik gen dizileri bilinmektedir. Veri
tabanlarindaki a-amilaz gen dizilerinden 10’u Anoxybacillus spp. izolatlarma (DT3-1,
SK3-4, GXS-BL, BCO1, KU2-6, P3H1B, B2M1, B7M1, UARK-01 ve 103), 13’i ise
tanimlanmus tiirlere (A. flavithermus DSM 2641, A. pushchinoensis K1, A. gonensis G2, A.
suryakundensis DSM 27374, A. thermarum AF/04, A. flavithermus subsp. yunnanensis
E13, A. ayderensis NCIMB 13972, A. tepidamans PS2, A. geothermalis ATCC BAA 2555,
A. amylolyticus DSM 15939, A. kamchatkensis G10, A. mongoliensis MB4 ve A.
vitaminiphilus CGMCC 1.8979) aittir. Tez kapsaminda gergeklestirilen filogenetik
analizlerde, 15 a-amilaz ve 2 siklodekstrin glukanotransferaz olmak tiizere toplam 17
protein dizisi disinda, bu dizilere en ¢cok benzerlik gosteren ilgili veri tabanlarindaki toplam
15 referans tiiriin (13’4 Anoxybacillus ve 2’si B. stearothermophilus tiirlerine ait) protein
dizisi ile Anoxybacillus tiirlerine ait 3 dis grup protein dizisi kullanilarak, sadece
Anoxybacillus cinsine dahil amilolitik aktiviteye sahip protein dizileri temel alinarak,

evrimsel uzaklik analizleri kapsamli bir sekilde incelenmistir.

Stam ve ark. (2006) tarafindan belirtildigi tizere, NCBI-BLASTN tarama sonuglarinda,
ayni glikozid hidrolaz subfamilyasina dahil gen dizilerindeki benzersizlik arttik¢a E-degeri
yavas bir ilerleme ile artar. Ancak, diger subfamilya iiyelerine gelindikge bu yavas
ilerleyerek artan E-degeri bu kez keskin ve ani bir artigla yiikselmeye baslar (235).
Dizilenen 15 a-amilaz geni, Anoxybacillus cinsi bakterilerden izole edilen a-amilaz
genlerine en ¢ok % 99.0-91.0 oranlar1 arasinda, yavas ilerleyerek artan “0” E-degeri ile
giivenilir sinirlarda benzerlik gostermislerdir. Farkli bir bakteri cinsi veya glikozid hidrolaz
subfamilyasi1 iiyesine gelindiginde ise E-degerinde keskin bir artis goézlenmistir. Ayrica,
DSM 15730" ve DSM 171277 siklodekstrin glukanotransferazlari da en ¢ok Anoxybacillus
spp. B7TM1 ve B2M1, B. stearothermophilus cgt232 ve bscgt genlerine % 84.0-99.0
oranlarinda benzerlik gostermiglerdir. Dizilenen 2 siklodekstrin glukanotransferazin
Anoxybacillus cinsi disindaki termofilik G. stearothermophilus tiirlerine ait enzim
dizilerine de benzerlik gostermeleri, Anoxybacillus cinsine 6zgii ¢ok az sayida termostabil
siklodekstrin glukanotransferaz gen dizisinin ¢ikarilmis olmasi ve ayrica Janecek ve ark.
(1995, 1997) (331, 237) tarafindan agiklandigi iizere, farkli taksonomik pozisyondaki
bakterilere ait siklodekstrin glukanotransferaz gen dizilerinin genelde birbirlerine a-

amilazlardan daha yiiksek benzerlik gdstermesi ile agiklanabilir.
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Tez kapsaminda elde edilen diziler ve NCBI-BLASTP programinda, bu dizilere en ¢ok
benzerlik gosterdikleri belirlenen 18 referans protein dizisi kullanilarak Neighbour-joining
metoduyla olusturulan kladogram ve evrimsel uzaklik matriksleri incelendiginde; a-amilaz
protein dizileri (EC 3.2.1.1) Amy-1 ile Amy-6 arasinda gruplandirilan 6 klad altinda,
siklodekstrin glukanotransferaz (EC 2.4.1.19) protein dizileri 2 klad (CGT-1 ve CGT-2)
altinda ve dis grup olarak ele alinan diziler ise yine 2 klad (dis grup-1 ve 2) altinda
kiimelenmistir. Ozellikle izolatlarimizin (A321, A3210, D222b, E184aa, E184ab ve
E208a) da bulundugu Amy-1 kladinda, en yiiksek kantitatif amilaz aktivitesi ve dizi
benzerligi (% 98.5-99.9) gosteren bakterilerin bulundugu ve yeni bir glikozid hidrolaz
subfamilyasina ait oldugu 6ne siiriilen Anoxybacillus sp. DT3-1 a-amilazinin (246) da bu
grupta yer almasi dikkat cekicidir. Yine GHI13 subfamilyasinin yeni bir iiyesi oldugu
belirtilen Anoxybacillus sp. SK3-4 (246) ile diisiik dizi benzerligi (% 93.1-94.1) gosteren,
ancak yiiksek amilolitik aktiviteye sahip A. flavithermus ile A. kestanbolensis referans
tirlerinden olusan Amy-3 kladi da ilk klad gibi biyoteknolojik olarak onemli a-amilaz

iireticisi bakterileri kapsamasi agisindan énemlidir.

Tez kapsaminda elde edilen olas1 15 a-amilaz protein dizisi ve bu dizilere en ¢ok benzerlik
gosteren 12 referans dizi olmak tizere toplam 27 a-amilaz protein dizisi, E184aa izolatiin
amilaz dizisine gore hizalanmis ve korunmus dizi bolgeleri, enzim aktivitesi ve substrat
baglanmasi i¢in 6nemli amino asitler belirlenmistir. Hizalama sonucunda, a-amilaz amino
asit dizilerinde tespit edilen karakteristik 6zellikler Cizelge 6.2’de verilmistir (tiim amino
asit pozisyonlar1 E184aa a-amilaz dizisine gére numaralandirilmistir). Buna gore, tim o-
amilaz dizilerinde GH13 enzim ailesine 6zgii 7 CSR (CSR I-VII) bdlgesi ile korunmus
katalitik {iclii yapmin varlig1 ortaya konulmustur. Katalitik {i¢lii yap1; CSR-II"de katalitik
niikleofil aspartik asit (D213), CSR-III’de proton donorii glutamik asit (E242) ve CSR-
IV’de enzim gecis-durumu stabilizatorii olan korunmus aspartik asit (D310)’ten
olusmaktadir. CSR-II’de yine tiim o-amilaz ailesinde bulunan ve katalitik aktivite icin
gerekli korunmug, degismeyen arjinin (R211) kokii; CSR-1 ve CSR-IV’de substrat
baglanmasinda ve enzim gecis durumunun stabilizasyonunda 6nemli olduklar1 bilinen ve
tamamen korunmus olmayan, sirastyla fonksiyonel H140 ve H309 kokleri (32, 242) ve
CSR-I’de aktif bolgenin biitlinliigii i¢in gerekli olan, korunmus D135 kokii (262) tespit
edilmistir. Bunlari disinda, CSR-VI ve CSR-VII’de yapisal olarak onemli ve korunmus
olan, sirasiyla G80 ve P88 kokleri ile G341 koklerinin (242, 257) varligi belirlenmistir.
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Cizelge 6.2. a-Amilaz amino asit dizilerinde tespit edilen karakteristik 6zellikler

Ozellikler Anoxybacillus sp. E184aa-Amy2
Kullanilan enzim dizisinin sayis1 27
Upyeler arasindaki dizi benzerlik orani % 65.7-99.9
(a/B)s-fic1 domain yapis1 Q ggm:;z: :
C domaini +
Korunmus dizi bélgelerinin varligi (CSR I-V1I) +
Katalitik tiglii yap1 * D213/ E242/ D310
CSR-II’deki degismeyen, korunmus arjinin kokii* R211**
CSR-V’deki karakteristik LPDLx dizi motifi + (LPDLA)
CSR V’deki maltoz afinitesinden Ve termostabiliteden
- - - Al184
sorumlu alanin amino asiti*
CSR-V ve CSR-H arasinda yer alan iki ardisik triptofan W200-W201
amino asitleri*
Cal N139, D182, H217, E173
Kalsiyum baglanma bolgeleri* Ca2 N44, N46, N49, D50, D65, G63
Ca3 N92, E109, E110,
Cad E283, E400
1) B1 iplik¢igi F36
2) CSR-VI W85
3) CSR-VI'nin 3’ ucu H98, Y100, W101
4) CSR-I H140
Maltoz baglanmasinda 5) CSR-V’in 5" ucu Y143, W166, F178
rol oynayan 6) CSR-I R211, D213, T214, H217
amino asit kokleri* 7) CSRAII E242, W244
8) CSR-IV H309, D310
9) CSR-VII 1344, Y346
10) CSR-VII’nin 3’ ucu | D358, R362
C-terminalde yer alan korunmus tirozin ve fenilalanin Y457, Y469, F481, Y489, F492,
amino asitleri * F495, Y497
Yapisal olarak 6nemli amino asit kokleri* G80 ve P88 (CSR-VI), G341(CSR-VII)

A a-Amilaz dizileri, Anoxybacillus sp. E184aa a-amilaz dizisine gore hizalandigindan temsili dizi olarak verilmistir.
* Tiim amino asitlerin pozisyonlar1, Anoxybacillus sp. E184aa a-amilaz dizisine goére numaralandirilmstir.
** Sadece Anoxybacillus sp. P3H1B amilazinda Y213

Chai ve ark. (2016) tarafindan Anoxybacillus sp. SK3-4 o-amilazinin kristal yapismnin
incelendigi ¢alismada, amilaz yapisinda 4 Ca*? iyonu baglanma bdlgesi belirlenmis ve A.
tepidamans PS2 disinda tiim Anoxybacillus spp. a-amilazlar1 arasinda Cal, Ca2 ve Ca3
baglanma bolgeleri ile etkilesim gosterdikleri amino asit koklerinin olduk¢a korunmus
olduklar1 ortaya konulmustur. Ca2 bdlgesindeki N46 ve Ca3 bolgesindeki E109, E110
koklerinin A. tepidamans disinda neredeyse tiim Anoxybacillus a-amilazlarinda korunmus
oldugu goriilmiistiir. Ca*? iyonlarmnin, katalitik bolgeden uzakta yer almalar1 nedeniyle
katalizde dogrudan rol oynamadiklari, ancak yapisal kararligimnin saglanmasinda 6nemli
olduklar1 one siiriilmiistiir (261). Cal ve Ca2 baglanma bolgeleri, GH13 ailesi iyeleri
arasinda korunmustur. A ve B domainleri arasinda koprii vazifesi géren Cal bolgesi, a-
amilaz ve CGTaz’in termostabilitesi i¢cin 6nemlidir (290, 302, 380, 381). A domainindeki

Ca2 ve Ca3 baglanma bolgelerinin ise katalitik domainin kararliligmin korunmasina
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yardimci olduklar1 diistiniilmektedir (261). Tiim o-amilaz dizilerinde Cal, Ca2, Ca3 ve
Ca4 seklinde dort kalsiyum baglanma bolgesi (261) bulunmustur. Cal bolgesi ile
etkilesime giren korunmus N139, D182, H217, E173 koklerinin, Ca2 bolgesinde ise tim
dizilerde korunmus olan N44, D50, G63 ve D65’in yani sira Anoxybacillus sp. P3H1B
amilazi1 (S51) disinda korunmus N49 ve A. tepidamans, A. geothermalis ve Anoxybacillus
sp. P3H1B amilazlar1 (D48) disinda korunmus olan N46 koklerinin varhigr belirlenmistir.
Ca3 bolgesinde N92, E109, E110; Ca4 bolgesinde ise E283 ve E400 kokleri bulunmustur.

Tiim o-amilaz dizilerinde tespit edilen maltoz baglanmasmda rol oynayan amino asit
kokleri (261); 1) Bl ipliginde F36, 2) CSR-VI’da W85, 3) CSR-VI’'nin downstream
bolgesinde HI98, Y100 ve W101, 4) CSR-I’"de H140, 5) CSR-V’in upstream bolgesinde
Y143, W166, F178, 6) CSR-II’de R211, D213, T214, H217, 7) CSR-III’de E242 ve
W244, 8) CSR-IV’de H309 ve D310, 9) CSR-VII’de 1344 ve Y346, 10) CSR-VII’'nin
downstream bolgesinde D358 ve R362’dir.

A. flavithermus subsp. yunnanensis KCTC 13759 referans dizisi disinda, tiim o-amilaz
dizilerinde, CSR-V ve CSR-II bolgeleri arasinda yer alan, iki ardisik triptofan kokiiniin
(W200-W201) varhig1 dikkat g¢ekicidir. Puspasari ve ark. (2013), Bacillus aquimaris a-
amilazinin (BagA) biyoinformatik analizleri sonucunda katalitik domainin a3 heliksinde
ardigik iki triptofanin varligmi gostermisler ve bu yapinim ilgili a-amilaz1 diger amilaz
spesifitesi gosterdigi iyi bilinen GH13 subfamilyalarmdan ayiran 6nemli bir 6zellik
oldugunu ortaya koymuslardir (374). Birbirini izleyen bir ¢ift triftofan dizisi, a-amilaz
spesifitesi gdstermeyen, bazi oligo-1,6-glukozidaz subfamilyasi (GH13 31) iiyelerinde yer
almaktadir (235, 382). Bunun disinda, boyle bir dizi 6zelligi, su anda CAZy veri tabaninda
yer alan ve a-amilaz enzim spesifitesi gosteren GH13 subfamilyalarinda bulunmamaktadir

(246).

Tim a-amilaz dizilerinde, CSR-V boélgesindeki LPDLx dizi motifinin (374, 375)
korunmus oldugu goriilmektedir. CSR-V boélgesindeki LPDLA dizisinin sonundaki alanin
kokii mutlaka korunmus bir amino asit degildir. Ornegin; Anoxybacillus sp. SK3-4
susundan izole edilmis olan bir a-amilaz (ASKA) iizerinde gerceklestirilen protein
mithendisligi c¢alismasinda, CSR-V bdlgesinin 5. pozisyonunda dogal olarak bulunan
alaninin ASKA enziminin yiiksek maltoz iretimine ve termostabilitesine katkida
bulunabilecegi dngdriilmiistiir (375). Incelenen Anoxybacillus a-amilaz dizilerinde de CSR

V’de A184 kokiiniin varlig1 ortaya konulmustur. 27 a-amilaz enzim dizisinin yaklasik 30
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amino asit uzunlugundaki C-terminal bolgesinde, 5 korunmus fenilalanin ve tirozin
aromatik amino asit koklerinin varligi da dikkat g¢ekmektedir. Mok ve ark. (2013)
tarafindan G. thermoleovorans o-amilazinn (GTA) C-terminalinde, ham nisasta
baglanmasinda ve parcalanmasinda etkili oldugu one siiriillen bu korunmus 5 aromatik
amino asit kokiiniin varligi tespit edilmistir (376). Mok ve ark. (376) ile JaneCek ve ark.
(246) tarafindan C-terminal bolgesinde varligi bildirilen korunmus Phe481, Tyr489,
Phe492, Phe495 ve Tyr497 aromatik amino asit motiflerine ek olarak tiim dizilerde Tyr457

ve Tyr469 koklerinin de korunmus oldugu gézlenmistir.

Janecek ve arkadaslarinin (2015) a-amilazlarin gen dizilerini, yapilarmi ve evrimsel
karsilastirmalarimi biyoinformatik analizlerle yiiriittikkleri bir ¢alismada, Chai ve ark.
(2012) tarafindan klonlanarak dizilenen Anoxybacillus sp. SK3-4 ve DT3-1 a-amilazlarinin
(18), fungal ve maya a-amilazlarn smiflandirildignt GH13 1 subfamilyasmna daha ¢ok
benzedikleri ve 3 dizi/yap1 6zelligi ile farkli olduklarindan, yeni bir Glikozid Hidrolaz
subfamilyasini olusturduklarmi 6ne siirmiislerdir (246). Buna gore, yeni bir GH13
subfamilyasina dahil olduklar1 6ngoériilen Anoxybacillus sp. SK3-4 ve DT3-1’den izole
edilen ASKA ve ADTA enzimleri, en ¢ok B. aquimaris a-amilaz BagA (374), G.
thermoleovorans a-amilazlar1 olan GTA ve GTA-Il (376, 383, 384) ile Anaerobranca
gottschalkii AmyB o-amilazina (385) benzerlik gostermislerdir. Bu enzim dizilerinin
yapisal ve evrimsel kiyaslanmasini kapsayan detayli biyoinformatik analizlere dayanilarak
onerilen yeni GH13 subfamilya iiyelerinde, GH13 a-amilaz familyasina 6zgii olan yedi
korunmus dizi bolgesinin (CSR) mevcudiyeti (242) ve katalitik ti¢lii yapmin bulunmasi,
yani B4 ipliginde (CSR-II) aspartik asit, B5 ipliginde (CSR-III) glutamik asit ve B7
ipliginde aspartik asit varligimm yani sira su kriterleri de saglamasi gerektigi One
stirtilmiistiir: i) C-terminal ucundaki korunmus aromatik (tirozin ve/veya fenilalanin)
amino asit koklerinin bulunmasi, ii) katalitik domainin alfa-3 heliksinde ardisik 2 triptofan
(W) kokiiniin bulunmasi ve iii) korunmus dizi bélgesi, CSR-V’de LPDLx dizisinin varlig1.
Tez kapsaminda elde edilen sonuglar, yukarida bahsedilen Janeéek ve ark. (2015)
tarafindan sadece 2 Anoxybacillus geni ile yiiriitilen c¢alismay1 (246) destekleyecek
nitelikte olup, bu cins iiyelerinin daha kapsamli bir sekilde ¢aligilmasina imkan saglamustir.
Ayrica, bu calisma ile elde edilen 15 Anoxybacillus a-amilazinin olas1 protein dizilerinde
yeni bir GH13 subfamilyasma dahil olma kriterlerinin (246) tamaminin mevcut oldugu

tespit edilmistir.
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A. rupiensis ve A. caldiproteolyticus siklodekstrin glukanotransferaz (CGTaz) protein
dizileri ve bu dizilere en ¢ok benzerlik gosteren 3 referans dizi ile birlikte toplam 5 CGTaz
protein dizisi, A. rupiensis CGTaz dizisine gore hizalanmis ve hizalama sonucunda
dizilerde tespit edilen karakteristik 6zellikler Cizelge 6.3’te verilmistir (tiim amino asit
pozisyonlar1 A. rupiensis CTGaz dizisine gore numaralandirilmistir).

Cizelge 6.3. Siklodekstrin glukanotransferaz amino asit dizilerinde tespit edilen
karakteristik 6zellikler

Ozellikler A. rupiensis DSM 17127-Cgt 4
Kullanilan enzim dizisinin sayisi 5
Upyeler arasindaki dizi benzerlik orani % 99.3-99.9
A domaini +
(o/B)s-fig1 domain yapist E 382:::: :
D domaini +
E domaini +
Korunmus dizi bolgelerinin varligi (CSR I-VII) +
Katalitik ti¢lii yap1 * D256/ E284 | D355
CSR-II’deki degismeyen, korunmus arjinin koki* R254
Kalsiyum baglanma bélgeleri* Cal N166,JEHER226, H260
Ca2 D55, N57, N60, N61, G79, D81
MBSL1 W640, K675, W687, E688, N692
Maltoz baglanma bolgeleri (MBS)* | MBS2 &%2620 N623, G625, N627, N651, Q652, Y657,
MBS3 Q438, W440, 1441, G473
1) CSR-VI W103, Q106
F/Y163, A/T164, P165
2) CSR-I AlT164P165
CSR bolgelerindeki P16sN166H167
CGTaz’lara 6zgii korunmus 3) CSR-V N228
amino asitler/dizi motifleri* 4) CSR-II 1253
G283, W285, L287
5) CSR-1II Gas3Eosa
WagsF2s6
6) CSR-IV Q/M347, 1351
Ds5Gs6
1) B1 ve al arast NeoNes1Ps2-Gea
L74, D81
2) CSR-I’in 5° ucu Al129, R130, T135
P170, Y178, E180, G192, Y194, N196, D197,
CSR bélgeleri disindaki 3) CSR-T’in 3’ ucu F202, H204, G207, S211, 1217, Y218
CGTaz’lara 6zgii korunmus 219-K/R, N, L™, F/Y, D-223
amino asitler/dizi motifleri* 4) CSR-V ve Il arasi D235, Y237, |242,W245,
5) CSR-III’iin 3° ucu F299, G304, M305, R317,
6) CSR-IV ve VII arasi R380
7) CSR-VII'nin 3’ ucu Y392, T412,
8) C-domaini G434, R439,
9) E-domaini G632, L637, G638, P658

G56, P62, G64 (B1 ve al arasi)

G98 ve P107 (CSR-VI), G381(CSR-VI1)
A CGTaz dizileri, A. rupiensis DSM 17127 CGTaz dizisine gore hizalandigindan temsili dizi olarak verilmistir.
* Tiim amino asitlerin pozisyonlar1 A. rupiensis DSM 17127 CGTaz dizisine gore yapilmistir.

** sadece Leu221 a-amilazlarda da bulunur.

1 MBS: maltoz baglanma bolgesi (maltose binding site)

Yapisal olarak énemli amino asit kokleri*
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GHI13 enzim ailesinin bir liyesi olan CGTaz dizilerinde de 7 korunmus dizi bdlgesinin
varlig1 tespit edilmistir. CSR-11de katalitik niikleofil D256, CSR-Il1’de proton dondrii
E284 ve CSR-1V’de enzim gegis-durumu stabilizatorii olan D355 koklerinden olusan
katalitik Asp-Glu-Asp tgliisii bulunmaktadir. CSR-1I’de korunmus, degismeyen R254
(266); a-amilaz gen dizilerindekiler ile ayni fonksiyona sahip, CSR-1 ve CSR-IV’de yer
alan korunmus, sirastyla H167 ve H354 kokleri (266, 377); CSR-I"de oldukga korunmus
D162 koki, substrat baglanmasinda ve kalsiyum ligand1 olarak rol oynayan H260 kokii
(289, 378) ve yine bir kalsiyum ligand1 olan N166 kokii (289) tespit edilmistir. Ayrica,
yapisal olarak 6nemli olduklari bilinen G56, P62, G64, G98, P107 ve G381 koklerinin (32)
varlig1 da belirlenmistir. Dizilerde B. circulans 251 (289) ve B. circulans 8 CGTaz (286)
yapisinda yer aldigi bilinen, Cal ve Ca2 olmak tizere 2 ayr1 kalsiyum baglanma bdlgesi
tespit edilmistir. Buna gore; Cal bdlgesinde Ca*? ile etkilesime giren, korunmus N166,
1217, D226 ve H260 kokleri ile Ca2 bdlgesinde o-amilazlarin yapisinda bulunmayan
sadece CGTaz’lara 6zgli olan (286, 289) korunmus D55, N57, N60, N61, G79, D81
koklerinin varhig1 dikkat ¢ekmektedir. CGTaz dizilerinde, 2 maltoz baglanma bdlgesine
(MBS-1 ve 2) ilave olarak, B. circulans 251 CGTaz’mm (289) C domaininde bulunan
MBS3 bolgesi de yer almaktadir. MBS1 bolgesinde W640, K675, W687, E688 ve N692 ve
MBS2 bolgesinde T622, N623, G625, N627, N651, Q652, Y657 ve W660; MBS3
bolgesinde ise Q438, W440, 1441, G473 koklerinin varhigi belirlenmistir. CGTaz
dizilerinde, CSR ve CSR disinda tespit edilen korunmus ve CGTaz’lar igin karakteristik

olan amino asit kokleri de ayrintili bir sekilde Cizelge 6.3’te gosterilmistir.

Ayrica, WebLogo 3.5.0 programi yardimiyla, sadece Anoxybacillus cinsi bakterilerin a-
amilaz ve siklodekstrin glukanotransferaz ¢oklu hizalanmis amino asit dizileri kullanilarak,
bu cinse 6zgii korunmus dizi bolgelerinin tek tek ve toplu halde gosterildigi a-amilaz ve
CGTaz dizi logolari olusturulmustur. Anoxybacillus cinsine ait amilaz ve CGTaz’larda yer
alan korunmus dizi bolgelerinin logolari, hizalanan dizilerinin yerine sembolik amino
asitlerin varsa yer degisikliklerini ve bulunma sikliklarini gdéstermesi bakimindan gorsel
olarak kolaylik saglamakta ve Ozellikle yeni GHI3 o-amilaz subfamilyalarin

belirlenmesine yonelik ¢alismalarda 6nemli bir veri niteligi tagimaktadir.

6.2. SONUC

Sonug olarak bu ¢aligmada;
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1. Yeni tiirler oldugunu Ongordiigiimiiz E184aa ve E208a kodlu izolatlarla
gerceklestirilen tiim  fenotipik, kemotaksonomik, molekiiler ve filogenetik analiz
sonuglarina dayanilarak, bu izolatlarin birbirlerinden ve en yakin akraba tiirlerden
farkliliklar1 ortaya konulmustur. Ancak, DNA-DNA hibridizasyon verilerinin 70 %
mol’den diisiik olmasi, tiir teshisinde esas belirleyici kriter olmasina ragmen, izolatlar
hibridizasyon yaptirilan 5 referans tiirden 4’tine yliksek DNA homolojisi gostermislerdir.

2. Ongoriilemeyen bu caprazlama sonuglari, belirtilen tarih sirasiyla daha once
tanimlanan A. gonensis (72), A. kamchatkensis (152), A. kamchatkensis subsp.
asaccharedens (153) ve A. salavatliensis (82) tiirlerinin ashnda tek bir tiire dahil
olabileceklerini diisiindiirmiistiir. Ttim Anoxybacillus cinsine dahil referans tiirlerin 16S
rRNA gen dizileri temel alinarak yapilan filogenetik analizler de bu 4 tiiriin tek bir klad
altinda toplandigmi gostermektedir. E184aa ve E208a izolatlari, yapilan hibridizasyon
analizlerine ragmen tanimlanamadigmdan, bu izolatlar1 Anoxybacillus cinsi igerisinde en
dogru taksonomik pozisyona yerlestirebilmek amaciyla, izolatlarm 70 % mol’den fazla
benzerlik gosterdigi A. gonensis, A. kamchatkensis, A. salavatliensis ve A. kamchatkensis
subsp. asaccharedens referans tiirlerinin tamammin kendi iglerinde c¢aprazlanmasi
gerekliligi ortaya ¢ikmustir. Bu nedenle, DSMZ Enstitiisii’nden bu ilave hibridizasyon
deneylerinin de yapilmasi talep edilmistir. DSMZ Enstitiisii’'nde gerceklestirilen son DNA-
DNA hibridizasyon analiz sonuglar1 da tiim 6ngoriilerimizi dogrular nitelikte olmus ve A.
kamchatkensis tiirii igin elde edilen hibridizasyon sonuglar1 sinir degerlerde oldugu igin,
ozellikle A. gonensis, A. salavatliensis ve A. kamchatkensis subsp. asaccharedens referans
tiirlerinin aslinda tek bir tiir altinda smniflandirilmasi gerektigini kesin olarak ortaya
koymustur. Elde edilen tiim bu bilgiler, bir bakteri tiirliniin taniminda esas belirleyici olan
analizin, dogru sekilde optimize edilmis kosullarda uygulanan hibridizasyon ¢alismalarinin
oldugunu goéstermistir.

3. Tez dnerisinde yapilmasi hedeflenen tiim tiir tanimi testleri gerceklestirilmis, ancak
yukarida bahsedilen sebeplerle E184aa ve E208a izolatlar1 yeni bir Anoxybacillus tiiriine
dahil edilememis, bunun yerine referans tiirlerin yeniden caprazlandigi yeni analizler
neticesinde, izolatlarm A. gonensis, A. kamchatkensis, A. salavatliensis ve A.
kamchatkensis subsp. asaccharedens referans tiirleri ile iliskili bakteriler olduklar1 kesinlik
kazanmustir.

4. Tez galigmasinin ikinci basamaginda ise, amilolitik aktivite gosteren Anoxybacillus
cinsi 17 bakteriye ait, 15 a-amilaz ve 2 siklodekstrin glukanotransferaz geni dizilenerek

gen annotasyon ¢aligmalar1 yapilmis ve tiim gen dizilerine GenBank aksesyon numaralar1
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alinmistir. Ayrica, 15 a-amilaz ve 2 CGTaz protein dizisinin filogenetik ve in siliko
analizleri gergeklestirilmistir. GH13 enzim familyasina ait olduklar1 belirlenen tiim bu
olast protein dizilerinde korunmus dizi bdlgeleri, enzim aktivitesi ve substrat baglanmasi
icin Onemli amino asitler belirlenmis ve yeni GHI3 o-amilaz subfamilyalarin
tanimlanmasinda Onemli bir veri niteligi tasiyan a-amilaz ve CGTaz dizi logolar1
olusturulmustur.

5. Literatiirde Anoxybacillus cinsine ait tiirlerde yaygm oldugu bilinen amilolitik
aktivite, az sayida susla yapilmis sinirh sayidaki ¢alisma (18) haricinde, ilk kez bu ¢aligma
kapsaminda birgok Anoxybacillus bakteri izolat1 ve tip susu kullanilarak gen seviyesinde
arastirilmstir.

6. Tez calismasindan elde edilen sonuglar, siklodekstrin gibi 6nemli bir enzimatik
reaksiyon Uriniini  dreten, 2 yeni Anoxybacillus cinsi iyenin siklodekstrin
glukanotransferaz genlerinin  Anoxybacillus cinsinde varligmm ve termostabilitesi
nedeniyle kullanilma potansiyeli oldugunun gosterildigi ilk ¢aligma olmasi nedeniyle de

Onem tasimaktadir.
Oneriler:

e Tez kapsaminda elde edilen c¢arpict taksonomik bulgularin yayinlanmasi ile
Anoxybacillus cinsine ait bahsi gegen tiirlerinin tanimlamasinda ortaya ¢ikan taksonomik
problemlerin ¢oziimiine ve Anoxybacillus cinsi {yelerinin  dogru bir sekilde

smiflandirilabilmesine yonelik literatiire onemli katkilar saglanacaktir.

e Pek cok referans tiirden daha yliksek amilaz aktivitesi gosteren izolatlarimizdan
ozellikle E184ab, E184aa ve D222b ile A. salavatliensis DSM 22626 nin termostabil
olmalar1 nedeniyle, endiistriyel islemlerde kullanilmak {izere enzim saflastirilmasi ve
karakterizasyonu sonucu, ticari kullanim potansiyellerinin degerlendirilmesi gibi daha ileri

calismalarda kullanilabilecek aday suslar olduklar1 gériilmiistiir.

e Anoxybacillus cinsi {iyelerinin potansiyel birer amilaz gen kaynagi olduklari
belirlenmis ve elde edilen diziler GenBank veri tabanina kazandirilmistir. Tez kapsaminda
elde edilen bu cinse Ozgili a-amilaz genleri, Ozellikle yeni bir GHI3 subfamilya
tanimlanmasinm yani sira, enzimlerin karakterizasyonu ve {li¢ boyutlu yapilarmm ortaya

¢ikarilmasi ile iligkili yeni arastirma projelerine konu teskil edebilecek 6neme sahiptirler.
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Tez Cahismasi Kapsaminda Kullanilan Makine-Techizat Listesi

Makine-Techizat Adi

Markasi

Kullanim Amaci

Masaiistii otoklav

Niive, OT020 model

Besiyeri, ¢ozelti, tampon ve pipet uglarinin
sterilizasyonu

Besiyeri, ¢ozelti, tampon ve pipet uglarinin

Biiyiik boy otoklav Prior Clave Midas 55 steriiizasyonu
Firin Dedeoglu Cam malzemelerin sterilizasyonu
Calkalamali inkiibator Shellab Bakteri kiiltiirlerinin iretilmesi
Besiyeri, ¢ozelti ve tamponlarin pH’larinin
pH metre Hanna ayarlanmas
Manyetik karistirici Isolab St besiyeri, Q.f)z..e]tl Ve kimyasallarin
kanistirilarak ¢oziilmesi
Vorteks Isolab Siv1 besiyeri, ¢ozelti ve kimyasallarin

karistirilmasi

Sogutmali santrifiij

Hettich (Micro 22R)

Coktiirme iglemleri (biyokiitle eldesi)

Hassas terazi

Scaltec

Kimyasal madde ve bakteri kiiltiirlerinin
tartimi

Su banyosu

Clifton

Enzim aktivite deneylerinin
gerceklestirilmesi

Ultra saf su cihazi

Millipore Direct Q3

Ultra saf su eldesi

UV visible Mikroplate okuyucu

BioTek Instruments
(uQuant)

Spektrofotometrik olarak miktar tayini
(Enzim aktivitesi deneylerinde)

NanoDrop Spektrofotometre cihazi

Thermo Scientific Nanodrop
ND-1000

DNA o6rneklerinin safliginin ve
konsantrasyonlarmin belirlenmesi (6l¢timler
Ankara Universitesi, Biyoteknoloji
Enstitlisti, Merkez Laboratuvarinda
yapilmigtir)

Thermal cycler cihazi

Applied Biosystems Veriti

PCR reaksiyonlarinin gerceklestirilmesi

Jel goriintiileme ve analiz sistemi

Vilber-Loumart (Quantum-
capt)

Agaroz jellerin goriintiilenmesi

Mikrodalga firin

Argelik

Agaroz jellerin homojenizasyonu

Maksi boy yatay agaroz jel elektroforez
tanki

(TermoFisher Scientific,
15x25 cm)

Biiyiik hacimde agaroz jel elektroforezi

Mini yatay agaroz jel elektroforez tanki

(TermoFisher Scientific,
12x14 cm, OWL-B2-CST)

Kiigiik hacimde agaroz jel elektroforezi

Giic¢ kaynagt Hoefer Elektroforez islemlerinde gii¢ kaynagi
Gram boyama ile hazirlanmis preparatlarin
Isik Mikroskobu Olympus CX21 mikroskobik analizi (hareketliligin

belirlenmesi)

Faz Kontrast Mikroskobu

Olympus BX51

Bakterilerin mikroskobik analizi (hiicre
morfoloji ve boyutlarinin, spor sekli ve
pozisyonunun belirlenmesi)

Mikropipet seti

Gilson Pipetmen Classic,
Eppendorf

1000 pL’ye kadar hacimdeki sivilarin
aktarilmasi

50-100 pL’lik ¢ok kanalli mikropipet

Gilson

Kiigiik hacimlerdeki birden fazla 6rnegin
ayn1 anda pipetlenmesi

Buzdolabi (+4°C)

Indesit ve Bosch

Bakteri izolatlarinin ve kimyasallarin
saklanmasi

Derin dondurucu (-20°C)

Indesit

DNA, protein 6rnekleri, bazi materyal ve
kimyasallarin saklanmasi
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ARTICLE INFO ABSTRACT

The basic biofilm characteristics and extracellular polymeric substances (EPSs) production of Bacillus ficheniformis E114 (mesophile).
Bacillus pumilus D75b, Brevibacillus thermoruber B93 (facultative thermophile) and Anoxybacillus caldiproteslytiens D621
(thermophile) isolates were evaluated in this study. They were initially investigated in terms of their pellicle formation at the air-liquid
interface, complex carbohwdrate production in TSA (Tryptic Soy Agar) medium supplemented with caleofluor dye, and also colony
morphologies in TSA medium supplemented with Congo Red dye. Their biofilm productions on abiotic surfaces such as polystyrene
and stainless steel were also quantified by crystal violet binding assay and viable cell enumerations. The ideal way for the mechanical
removal of the adherent cells from the steel surface such as bead vortexing or scraping were also tested for each isolate. The optimal
growth and biofilm production parameters of E114, D75b, B93, and D621 in terms of pH. NaCl, and temperature were determined.
Under optimal conditions, their EPSs comy ts such as carbohydrate, protein, and eDNA were also measured quantitatively. The
isolates evaluated in this study presented colony morphotypes in different characteristics on Congo Red agar that display also unique
biofilm forming capacities for each isolate. Also, useful optimization approaches were determined that might be adapted to potential
industrial applications for the biofilm and EPSs producers. According to these findings, four different endospore-forming bacilli
exhibiting mesophilic to thermophilic growth, and biofilm production, possessing various EPSs contents which may be novel were
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elucidated that could be important in many industrial processes.

Keywords: Biofilm production, endospore-forming bacilli, EFSs, facultative thermophilic. mesophilic, thermophilic

INTRODUCTION

Biofilm is defined as apgregated cells embedded in slime like extracellular
polymeric substances (EPSs) which adhere to each other or to a surface.
Therefore. biofilm generation on a surface is directly related with the EPSs
production which constructs the complex three dimensional structures of biofilm
(Teh er al., 2015). During the last decade, many improvements have been made
in discovering new microbial extracellular substances that possess novel
industrial importance. These biological polvimers have importance especially in
medicine, pharmacology, agriculture, and packaging as well as in waste
management (Vert ef al., 2012).

Members from Bacilfaceae family are very divergent in the worldwide and
comprise many species which display various characteristics in terms of growth
parameters such as temperature, pH, and salinity requirements. Moreover,
Bacillaceae family members are able to produce endospores that are resistant to
unfavourable life conditions, and they can survive under extreme environmental
conditions. These endospore-forming bacilli were classified into 3 proups
according to their temperature requirements; the mesophiles (T g 30-40°C), the
facultative thermophiles (Tu: 40-50%C), and the thermopiles (T 50- 270°C)
(Nazina ef al., 2001 ; Cihan ef al, 2012).

The diversity of Bacilfaceae family members throughout the world is not only
due to their endospore-forming capabilities, but also depends on their biofilm
and EPSs production abilities in their natural habitats. Despite their spectacular
diversity, only some of the specific species belonging to Bacillaceae members
from genus Sacillus (Parkar er al., 2001; Doroshenko er al., 2001; Ronimus e
al., 2003; Lazarevic ef al., 2005; Yeening ef al., 2006; Coorevits ef al., 2008).
Brevibaeillus (Bihari ef al., 2010; Radchenkova ef al., 2011; Yasar Yildiz er
al., 2015), Paenibacilfus (Ben-Jacob and Cohen, 1998; Scheldeman er al.,
2005; Burgess ef al., 2009), Anoxybacillus (Parkar ef af., 2001; Burgess ef al.,
2009; Palmer ef al., 2010; Dai ef af., 2011), Geobacillus (Parkar ef af., 2001;
Flint er af., 2001; Arena er al., 2009; Kambourova er af., 2009), Aeribacillus

(Burgess of al., 2009; Yasawong eof al., 2011; Radchenkova er af., 2013).
Lysinibacillus, Oceanobacillus, and Ureibaeilfus (Coorevits er al, 2008;
Burgess e al., 2009) were focused either because of their biofilm characteristics
or their EPSs components and the presence of their spores in some dairy
products. However, there is limited information in terms of their differences in
biofilm formation and the effect of temperature on this process. Hence, four
different biofilm producer species from Baeillaceae family which display
mesophilic (8. pumilus D75b), faiculative thermophilic (8. ficheniformis E114,
B. thermoruber B93) and thermophilic (4. caldiprotealvticus D621) growth
were evaluated in detailed for their basic biofilm formation characteristics.
Thus, this study is the first which compares the endospore-forming bacilli
displaying mesophilic to thermophilic growth in terms of their biofilm
characterizations as well as the relationship between their biofilms and some
surfaces/interfaces. Consequently, all these findings showed that our bacterial
isolates have strong biofilm producers with their EPSs contents which might be
promising for many industrial applications.

MATERIALS AND METHODS
Bacterial isolates

Biofilm producing and endospore-forming bacilli of E114 (a water sample of
Kozakli hot spring. Nevsehir), D75b (a sediment sample of Baleova geothermal
power plant, kzmir), B93 (a soil sample of Turgutly hot spring, Manisa) and
D621 (a soil sample from Dikili-Kaynarca hot spring, lzmir) isolates were
obtained from different geothermal regions of Turkey previously (Coleri ef al..
2009). The isolates were stored at -86°C in Medium 1 (MI) broth cultures
supplemented with 209 glveerol (Suzuki er al. 1996). The taxonomic data of
these endospore-forming bacilli were previously presented in detail according 1o
their phenciypic characteristics, 168 rRNA gene sequences and genomic
fingerprinting profiles (Cihan er al., 2011; Cihan er af., 2012; Koc ef al., 2015).
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In these studies, the 165 rRNA gene sequence analyses revealed that EN14,
[¥75h, B93 and D621 all belong to Sacilfaceae family from 8. Neheniformd
DSMIST, & puesdfaes DSM 27T, B shessuder DSM T064T and A
carldtipmoseoiysiess DSM 15730" (Cilan e al, 2001 Cilan ef al., 2012).
The Bolates were cateporized a5 mesophilic (E1 14, optimum growth at 359C),
facultative thermophilic {75k optimum growth at 50°C, and B3 optimum
growth st S0°C) and thermophilic (D621, optimum growth 2t 55°9C) acconding
to their tempersture requirements. The isolates of D75 and B3 were ako
found 1o be halotolerant. [ was sevealed thay, these four isolaks are able 10
produce a great amaount of pellick in the air-liquid inerface of MI broth. Since
the presence of a pellicle formation is a hint for biofilm production, these
isolates were considered to be studied for their capability of biofilm formation
and EPSs production for further studies.

Binfilm growth conditions

Prior to the biofilm assays, a series of culture enrichment was carried out. An
overnight bacterial eulure on Tryptic Soy Agar (TSA), {Merck, Germany ) was
inoculated inte Tryptic Soy Broth {TSE), (Merck, Germany) and incubated a1
370 {for mesophilic E114), 45°C {for faculiative thermophikes of D75b and
B%3) and 55-65°C (for thermophilic D621 for 18 hoat 170 pm. This wrbid
culture was again transferred into a new TSE and grown at appropriase
temperature for additional & b The & h-old final culures in the logarithmic
growth phase were used for entire biofilm asays.

Deter mination of pellicle formation

Pellicle development assay was performed in 5 mL of TSE without NaCl afier
inoculated with 100 ) of the enriched culnre. The incubsation was carried out at
AT, 4570 or 55%-65°C for 4 days under static conditions. The wea whbes were
visually examined every day for the ring and pellicle formation at the liguid -air
inerface (Kobayashi, 2007).

Determination of the complex carbolydrates on caleoflsor contalning
mved fum and bacterial motility assay

The level of Nuorescent brightener cakeoflwor binding vo [ 1-3)-D- or 143D
linkages was assessed for the determination of the presence of carbohydrates
such s cellulese or its derivaie in the EPSs mairix. Afier culiure enrichment, 50
pL of the bacterial isolate was dropped onto TSA withow NaCl conining 50
mgl  calcofluor  {Sigma-Aldrich, USA) and incubsted st appropriate
temperature for 48 h. Calcofluor binding was detected under LY light lamp. The
real1s were photographed and presented as positive of negative acconding o the
presence of Nuorescence. As negative control Salomwrella i DRWC 12 was
uwsed (Fogaj er al, 20000 The fMagells ataining were performed by using BD
Flagella Stain Droppers Kit {USA)L

Dheter i athon of biofilm morplotype on Congo Red Agar (CR)

Congo fed was used 1o observe the colony morphotypes and colour as well as 1o
detect the amyloid fibres like curli (Romero e af., 20000, Biofilm morphotypes
were identified on the TSA without Nall containing 40 mg/L Congo red
(Sigma-Aldrich, USA) The enriched backerial culure was diopped onto the
same plae with 20, 30, 4 and 50 pl of culure volumes and incubsated for 4
days under static conditions. The changes in the diameter, morphology and
colour of the colonies were observed. In addition, st the second and founth days
of ncubation, the colonies were also photographed by using stereomicrascope
with a (U63X magaification (Rimling and Robde, 199% Milanov e al.,
201 5a).

Micraotiter plate assay

The eryatal violet binding assay was performed based on a modified protocoel
deseribed previously (Stepanovic e al, 20000, Afer the cubure enrichment, a
porion of 10 pl was trmsfermed to each well of U-bottom polystyrens
microtiter plates having %6-wells (LP, [aly) containing 190 L of TSE withau
MNalCl and plates were neubsted statically for 48-96 h at appropriaste
temperatures. After incubation, all the planktonic celk wene removed by gently
washing the welk with serum plyvdsloge (SP). Adherent cells were fived with
20 pl of 95% methanol, incubaied st room empersture for 15 min, and then
empticd and dried at room emperature for additional 15 min Each well was
filled with 1% {wiv) erystal viokt solution (200 pl), (Merck, Gemiany) and
incubated for 30 min at room temperature. Finally, the plates were rinsed under
running tap waker. The dye bounded 1o adherent cells was resolubilized with
ethano|acetone { 7030 wiw), (Sigma-Aldrich, USA), and 0D of cach well was

mezsured at 595 nm by using Elisa reader (BioTek Elisa reader, p{uant,
Switzerland). Eight replicates were used for each amalysis. The cut-of f OD
{00 values of biofilm quantities for the micratiter plate sssay were caleulaed
with the following formula: average OD of negative control {medium only) + 3x
standard devistion (S0 of negative conrol. The isolates were categorized a5
follows: O = 0D nen-producer, ODco0D = 2« 0D weak, 2200e <00 =
4 = O, modersate, 4 = 0D < 00, strong { Saxena o af., 2004).

Determination of biofilm for mation on stainless steel sur Face

The number of biofilm cells were enumerated by using the bead vonexing
method described previously with a few modifications (Glaouris and Nyehas,
2ie). Rectangle stainless steel ferade 306 L, in 2.5 » 08 = 00 cm in
dimensions) coupons were used as abiotic substratum in this study. The coupons
were treated with Bopropanol (Sigma-Aldrich, USA) over night and apitated
with 10% sodium dedecy| sulphate (SDS), {Merck, Germany) for 30 min before
rinsing with deionizad waker. The previously awocbved sterile coupons were
placed meptically into 3.5 mL of TSE comaining nubes before inoculation with
| mL of the enriched bacierial culiure. The ubes were incubated at 372C, 45°C
or 55-65°C depending on the isolates during 48 h. At the end of incubation
period, the coupons were removed and rinsed with SP for the removal of the
planktonic cells. After washing, one of the coupons was taken inte a new ube
containing 4.3 mL of SP and the atached biofilm cells were mechanically
agitated by seraping with kops. The second coupon was directly placed into a
different whe containing sterile 3.5 mL of SP including glass beads {(diameter 3
) and, then agitated by vonexing for 2 min {[KA, Germany), 81 maxinum
apoad (Parkar eral, 2000 Glaowris amd Nyehas, 2006).

Colony forming unit was enumerated by drop plite method to evaluate the
attached viable biofilm cells on these coupons (Herbgstad ef al, 2000y, 100 gl
of the agitated suspension was used to prepare serial dilutions in sterile 90 pL
of 5 for cach sample. Bacterial coumts were done on MI agar plates after
incubation for 24 h & appropriate emperatures. Only coupon and sterile TSE
containing test tubes were used as negative controls. The resuls wene caleulatod
i colony forming units per unit area (CFUEn™) and then convened 1o
legarithmic bese {logCFllicm®). The daia obiained from mechanical agitiing
methods of scraping and bead vorexing were used o assess the best method for
the removal of attached cells from the surface. For each coupon, all experiments
were performed in duplicate.

Determination of optimum growthand biofilm formation conditons

The optimal  conditions  for  bacterial  growth  were  evaluated by
spectrophotometrically measuring the QD6 nm at the incubation times of 0, &,
1%, 24, and 48 h for various temperatures, pH valies, and salinities in 96-well
microtiter plates containing TSE medium. The temperature for optimal growth
wins determined by incubating the strains at temperstures ranging from 30 to
65°C. The effect of pH and salinity was checked in TSE media which hawe
various pH values manging from 40 to 1 L0, or were supplemented with different
Nal'l concentrations {0t 5%). Afier 48 h incubation, erystal viekt binding
aaady was caried out &3 deseribed previously for the dewermination of biofilm
production in these environmental parameters.

Extraction and quantification of proteln, carbobydrate, and eDNA
{extracellular DNA) of EPSs

The isolates were grown at their optimal bisfilm producing conditions on TS A
plates for 18 hoand 0.5 g of the bacterial biomass were collecied from the plates
before pantial purification of their EPSs. The biomass were suspended and
subjected to agitation procedure in 2 mL of SP and centrifuged at 1300 rpm
for T min. Afier cenwrifugation, the removed supemnatant was filtered through a
022 pm membrane filler (Sanorious, France) and used for the quantitative
mezsurement of protein, carbohydrae, and eDMNA contents.

For the quantification of carbohydrake content, phenol-aulphuric acid method
wis applied (Dubods er al, 1955). Calibration curve was determined by using
glucose standard. One mL of the filkered supematant was mixed with 0.5 mL of
phenal { Sigma-Aldrich, USA) and 5 mL of concentrated sulphuric acid { Menck,
Ciermany) in this assay. The resuls were mesmsured spectrophatometrically at
490 nm. Prokein concentration of EPSs was alio mexsured a1 660 am based on
the method deseribed by Lowry (Lowry e af, 1951), and 0.1 do 10 mgfml
concentrations of BSA {Sigma-Aldrich, USA) were used a5 protein standard.
Crenomic DMNA was extracted from the bacterial pellet by using genomic DNA
paurification kit {(Fermentas K05 12, USA). Approximately a 500 pl portion of
the fillered supenstant was also used for eDNA purification proceduse using
phenolichlororoformiissamylalcohol  methad which was slightly  modified
(Wikon, 2001). After precipitation with 70% ethanol {(Sigma-Aldrich, USA),
the eDNA was air-dried and then dissolved in 30 pL of TE buffer (Tris-EDTA,
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pH 8200 Both the purity and quantity of genomic and e DNA were checked by
evaluating the absorbance values at 260 and 280 nm wavelengths by nanodrop
{Manodrop 200, Thermo Fisher Scientific, USA). DNA samples were ako
visualized afler subjected 1o 1.5% agarose gel electrophoresis at 120V for | h.

Statistical amalysis

Stwatistical analyses were performed 1o all the data using SPSS 170 softwane
{IBM, USA) by performing one-way ANOWA, Tukey's and Dunnen's tests,
Probability levels of <0008 were considerad as statistically significant.

RESULTS
Pellicle formation of the olates

According o the findings, biofilm formation and EPSs characteristics of the
El14, [¥75k, B93, and D621 wolates were summarized in Table 1. [n the caseof
pellicle formation, bacterial culiures were visualized during 96 h growth in TSB
for assessing their ability of forming a ring like structure at the liguid-air
interface. All the Bolates initally produced a ring structure at the interface by
attaching to the ghss surface after & h of growth at applied temperatures. The
pellickes increased gradually by the accunmlation of EPSs from 24 10 % h and,
the floating pellicle at the air-liquid interface completely covered the surface of
the broth culiures {Fig 1a). Despite rigidly shaking, the pellicks of E114, D75h,
and B93 could not be dispersed. By contrast, thermophilic D621 jsolate was able
1o form a fragile pellicle both at 559 and 65°C that could exsily be dispersed by
slightly shaking.

Deter mination of complex exopolysaccharides in EFSs and bacterial motility
assay

El 14, [¥75h, and B93 isolaes, having rigid pellicles could bocome fluorescently
visible on TSA plates without NaCl, supplemented with caleofluor that binds 1o
complex exopolysaccharides such as cellulose or its derivate in the EPSs matrix
{Fig 1k). On the other hand, the exopelysacchanides, produced by D621 isolak
forming fragik pellicles, could able 10 bind w0 cakofluor by gencrating lesaer
bright Muorescence under UNV-light. In addition, EI 14, B9, D621, and D73
cills wene all found 1o be motile both on solid and on air-liquid surfaces. While
Ell4, B93, and D421 were found to harbour peritrichous Aagella, the D75
isolate was observed 1o have lophotwrichous flagellum {Fig 1),

D%k Ba%

Ell4 D62l

Peritrichous  Lophotrichous  Peritrichous

Peritrichous

Figure 1 Some phenotypic characweristics of El14, D7Sh, B93, and De2I.
lsolates were incubated at different temperature values at 379C (E114), 45°C
{D73h, B93) and $5-65°C (D62 1) according 1o the bacterial growth conditions.
{a). Pellicle farmation in the liquid-air interface during % h of growth under
static conditions {b). Fluorescence of the colonies under UV light growth on
caloofluor supplemented plates after 24 h incubation, and () Light microscope

16

micrograph showing the flagella staining of the 4 h-old cultures {Amows
indicate the Nagella positions 1.

Colomy mr plotypes of the solates on Congo Red Agar (CR)

The changes in the colony mosphologices of E1 14, D75k, B93, and D621 isolates
on CR plates at the davs 2 and 4 (left), and their related sereo micrographs
{right) were given in Fig. 2. E114, 75h, and B9 isolates had opaque and non-
pignented cream coloured colonies, whik thermephilic Da21 had pale yvellow
colour and tranaparent colonies when incubated on TSA ples supplemented
with CE. On the other hand, & fSchemifermis E1 14 displayed acircular, raised, a
mucoid colony merhotype with undulste edpes, rough and dull surface, having
ted colour at the end of 9% h-incubation period on CR plates. Alhough the
entire colony colour was tumed into red, the ring like swucre in the middle,
containing bundles had a darker red colour. In the case of 8 thermmmaber BO3,
its colonies werne circular, mucoid, and raised, having orange coloured, undulyie
edges and smodah surface with nesied ring formations which contained bundles
in the middle. The increase in the colny diameters were messured a5 009 cm.
The diameters of these nested ring formations, which tumed into dark orange in
the centre, werne increxed gradually during the incubation period The circular,
fat, smooth, dull, nen-muceid and red colonies of 8 paoridies D75 isolate had
lohiate mar gins at the end of %6 h-incubation period. The aize of the colonies was
mezaured with a 04 cm incremse. There was a darker red ring having bundle
formation only in edges in contrast o E1 14 and B93 isolakes which had bundles
in the cenre of the colnies. Finally, the general colony modphotype was quike
different in A, eafdipreraelyions D621, when compared with it mesophilic and
faculttive thermophilic coumterpans. The osange colonies that are darker in
their edges were punctiform, lat, non-mucoid, rough and shiny with lobately
margina. Ako a ring formation was observed in the dark orange coloured lobate
margina. The change in its colony diamete s was measuned &5 0045 cm.

Riid 5 i i

Figure 2 Dye binding propertics. and colony morthotypes of E114, D75b, B33
and (621 isolawes on TSE withowt NaCl plate containing Congo Red and 3%,
agar during 4 days of incubation. On the left sides of the figures, general colony
view and their right sides, the sterce micrescope micrographs with a
magnification of (L63 % were presented. Bar indicates 5 mm.

Microtiter plate assay

El 14, ¥75h, B3, and [42] isolaes were found to be strong ofilm producers
acoording o the cut off values after 48 h incubation. The crystal vielet binding
aaay displayed that 8 fehenifornis E114 produces a great amount of biomass
with an Ol e value of 3,661 (S0 £ 0.2900 st the end of 96 h-growth in TSE
{without Nal'l a1 379, pH 73). The amount of biofilms for D75b, and B93
isolates were measured a5 3319 (SD £ 0359 and 2.3% (SD £ 0337 at 45°C
respectively. The thermophilic D621 isolate was also found to produce strong
biefilms a1 555 (0 Dus gt 0293, SDE G 105) and 6350 (000w et 0,475, 5D £
Q073

Biofilm formation of the isolates on stainless steel surface

Stainless stoz] was used in order 10 determine the adherence capacities of the
isolates, 8 Sefenirmis E1 14, 8 puoriles 75 and 8. shermmerader B93 could
casily amached 1o the surface of the coupons during a 48-h incubation period. In
contrast o these findings, the viablke cell numbers of A, coldiproneolynicis 621
on stainless steel were low as in the case of its lower biomass formation on
polatyrene plaes. OF those mechanical agitating methods, bead vonexing was
found 1o be superior i scraping for 375, B93 and D621 {logl Fliem® values
for vortexing: 444, 488, 185, scraping: 4.28, 461, 175, respectively), when
they were applied 10 remaove the attached cells from the surface of the stainless
ateel. By contrary, the viable cell enumerations of 8 lefeni@eonis E1 14 was
found w0 be 579 logCFUfam® by scraping, whereas it was found = 5.7
logC FUfent® in bead vonexing. The loeCF Uem® values between scraping and
bead vortexing assays were found 1o be statistically different {p < 0005, Tukey's
teit), Therefore, from now on according 10 these comparative cell removal
atudies, bead vorexing was prefersed for dispersion of D75k, B93 and D621
isplates, while for removal of E114 cells scraping was employved.
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Optimal growth and biofilm formation conditions of the isolates

B Behesforads E1 14 was found 1o grow and form biofilms in a wide range of
pH values (pH 5.0 1o 1100, salinities {0 1o 5.0%) and temperatures (30-4520),
wheress the isolate could only form stronpes biofilms at higher pH (8.0) and
salinity (4.0%) vales compared o its optimal growth {pH 6.5, 1.5% Nall)
parameters, [n the case of 5. puondus D75, the isolate was able o grow and
form biofilms between pH 70 and 1000, A more alkaline pH (pH 8.5) was
requited for optimal biofilm formation of D75k when compared with its optimal
growth a1 pH 6.0. However, both the salinity {at 0% NaCl) and temperature (a1
455C) requirements for its biofilm formation were found 1o be bwer than in its
optimal growth conditions. Though the Bolate was halotolerant and facultative
thermaophilic, its biofilm generation was restricted by the increased salinity and
temperatire values. In the case of 5. themnenber B93, the isolate was able to

grow between wide pH valies ranging from 6.0 to 110 and said 1o be
halotelerant {0-5.00), but it coukl produce strenger biofilms between pH 6.0 10
9.5 oaly in the absence of NaClat S0°C. Therefore, NaCl and pH changes wene
found 1o be restrictive parameters on biofilm generation of B93. Thermophilic
A calliprewedyticns 621 isolate could grow a1 pH 6.0 to 8.0, at temperatres
in between 50°C and 65%C, but was not able 1o grow and form biofilm in the
presence of NaCl. lis opiimal biofilm formation was observed at a bower pH
value {at pH 6.0, but at a higher temperatuse fat $52C), when comparad with its
optimal growth conditions (pH 80, 50°C). Therefore, low pH and high
temperatune and absolukely the sbsence of NaCl incressed the biofilm formation
of DA Bolate. Dunnett’s test was performed for the evaluation of optimal
environmental conditions for biofilm forming and growth and biofilm formation
capacities of all Bolates could able to be increased by optimizing processes
(Drunnett’s test p < 008, {Fig. 31
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s Lo o o el bic il
i | »
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Figure 3 The influence of pH, salinity and temperaiure on the amount of biofilm (00w and also on the bacierial growih (ODwmee) for El 14, D75h,

B9 and D621 solates after 48 h growth.

Effecrs of apsim ol comdiiioms o blofiims firmed on polpstyrene and sidnles
steel surfirces

When the biofilm production on stainkss steel and polystyrene surfaces were
compared before and afier optimization studies, an incresse in the production of
biofilm was achieved for all of the isolates (Fig. 4). At their individual optimal
conditions, the amount of the biemass on polystyrene surfaces were increased up
o A 1%, 28%, 9%, and 7% for D621, B93, E114 and D75, isolates after 48 h
incubation, respectively. Moreover, 35%, 13%, @, and 2% incremse could be

7

achieved in the viable cell numbers of D621, D75k, B3, and E114 kolates on
the surface of the stainless steel respectively. The most sumprising data werne
obtained from the mesophilic 8 feheniformis E1I4 and thermophilic A
eilelipwarealyticas D21 jsolates. At optimal conditions, 8 fehenfivnns E114
wis found to be the superior in regards wo the biomass formed on polystyrens
surface, whereas the lowest increments in the cell numbers was also counted For
this isolate, although it reached 1o the highest (591 logCF Uk m®) cell numbers on
the siainkss steel coupon compared do the ofher three bacilli Surprisingly,
thermophilic D621 isolate was the one which produced the lowest biomas and
wviable eell numbers (2.49 logCF Ufem™) for both of the abistic surfaces used, but

268



o Mierobind Bivtech Food Sei

Athel eral, 2007 2 7 (1) M=-2

the highest increments incell counting assays on stainkss sweel wene achioved on
D621 isolake afer applying optimal conditions.

D621

75k Ea3

Hlog CFULEm?  Whiofilm OD59S nm

Figure 4 The amount of viable cell numbers and biomas before and afer
optimization of biofilm formation assays (In the viable cell enumerations, the

agitating methods of bead vonexing results were compared for D75h, B93, and
D621 iselates, wheress dat after scraping was used for E114).

Quantification of proteln, earbolydrate amd eDNA contents of EPSs

Gieneral EPSs coments of E1 14, D765b, B93 and D621 isolates were presented in
Table |. Among the isolates, the highest carbohydrate content was measured a5
#2 pefml in 8. theraevidber B93. The protein contents of E114, D75h, B93 and
D621 were quantified & 831, 1103, 2343, and 3235 pefml (at 30°C, 4390, 50°C,
5550, respectively. There was a comrelation between the thermostability and the
protein content of EFSs matrix. The protein content in A, coldiproeolydens D21
wis nearly d-fokd higher, when compared with its mesophilic B Sehenifivims
El14 counierpart. The melkcular weights of eDNA and genomic DNA in the
biofilm differed from cach other. A 22,1, 226, 222 and 23.5 kb genomic DNA
wiere observed for the biofilm associated sessile cells of E14, 75k, B93 and
621 isoltes respoctively, which differed from their related eDNA contents
having smaller molecular weights (2001, 17.7, 184 and 214 kb, respectively),
(Fig. 5). The amount of eDMNA contents E114 and D621 isolaies were found 1o be
quite high.

Tahle 1 General biofilm and EPSs chamackeriaic of E1 14, D765k, B93 and D621 isolakes.

B, Tie avifivram ix B, prarowibes A caldiprosealyricss
Farameters El14 DL . ihenmariber BY3 a2l
H Cirowih a5 K5 a5 LEU
P Baalibm LR K5 Al a)
Optimal Mall Cirewth 1.5% 3P 3A-3 5% (L
conditions far Bialibm Al LY LiPe e
Cirewth ELE L L e
Temperature
Hiali lm e 459 ST 5590
Protem {ngfml) #31 1103 2343 3235
EP&s comen Carhahyelrate (uafml ) 38 42 . 2
el MA (ngful ) - MW (kh) 2255 - 2L 26-177 115 - 1384 2545 -214
Ili;ll'll:rm an prhystyrene plates a1 aptmal conditions (O s <410 3,550 3040 0A14
nn
Wiab ke cell numbers on stninkess steel a optimal condiions
(ke FUfens®) 591 5,00 531 249
Calour lormaton by imleractons hetween amy kid hres ol
EPSs mtris and CR *ired) ieed) * fomamge) * {omangs)
Change m the cokomy dameter in CR durmge 96 h 1.15 em kdem 9 em A5 em
Presence al Nuarsscence by bindimg ol (13 ) A4 1-4) lnkages . N N 1
ol EPSs pohsaccharkl s o cakolluar
Pellick type Rigie Rigmiel gl Frawik
Fl14 D75h Y3 D621 himog.‘ruw:._gic_ally im]wma_u'u enzymes and heterologous  proteins  including
4 2 ¥ = X w E cytokines, antigens, and adjuvants (Mizukami o af, 2000; Panda e al, 2004)
£ £ £ £ £ £ £ £ and can be exploited & an excellent wol for strucniral and functional bislogy.
= L I 4 T & T & 3 Although Srevibaeillis EFSa has high exopelysaccharide or protein content, and

Figure 5 Comparison of genomic {g-DNA) and extracellular DNA {e-DNA)
comtents of E1 14, D73b, B93, and D62 | jsolates (Marker: Fermentas Gene Ruler
1 kb Plus DMA Ladder, T5-20000 bp.

DSCUSSION

The biofilm characteristics and EPSs components of many endospore-forming
bacilli are still unclear and their EPS: propenics seem 10 offer numerous
applications in different Gields of industry (Guoezennec, 2002). The importance of
somme Heeillneeae family members is already known as they ane able to produce
high lewels of EPSs. Of those bacilli, it is revealed that facubative thermophilic
Srevibaciili species can be used a3 a faciory for the expression of many

there is also a strong relationship between biofilm and EPSs production, thene is
no information about the biofilm  generation for this biomaterial factory
(Radebenkova of af, 2001: Yasar Yildiz er af., 2013).

In recent years, 8 Neheriforms has also become a mode]l microorganism & in
the case of Sacilus sbolic for the study of it biofilm formation and EPSs
matrix. There are 8 leheni@eiis Bolses that are known 10 produce EPSs
containing trissccharide units (Spamd er al, 2003), exopelymer levan which was
used in oil recovery (Ghaly e al, 2007) or extracellular proteins having anti-
biofilm activity (Sayem er af., 2001 Dusane of of., 2003). [n addition, as £
lieheniformis s a major contaminant of dairy products besides 8 adnilis,
Ceebrcillies sresrenhermnaphiling and Anexpbaeilios fevitheriny species, their
biofilms were alao studied as they could easily anach and form biofilms on
atainless steel surfaces that were used in industrial applications (Parkar er al,
20N Yuaned al, 2002; Libcking e al, 2003y

In the case of fculiative thermophilic Saeillies paeibes, it s found in milk as a
contaminant and may produce toxins that lead w food poisoning (L ic king er af,
2013y, There are solely a few investigations on the general biofilm formation
capabiliics of some B ponilier jsolates on glass or atainless awel surfaces
(Parkar e al, 2000: Dusane e al, 2000). Except the other three bacilli used in
this study, the biofilm formation and EPSs character stics of thermophilic A,
cerlelipremecdytic s wis Tirstly fepored in this area.

In all the bacterial solates, a ring formation charscterized by attaching to the
glass surface after & h of growth was observed, with a subsequent gradually
increasing volume of pellicle at the air-liquid imerface. It is known that strains
having rigid pellicle mostly fluoresced strongly under UV light on calcoflour
agar plies, wheress the ones forming fragile pellicle Muoresced with lower
imensity as in the case of thermophilic D421 isolate having fragile pellick
(Solamy e of., 2002). From other rescanches dealing with the endospore- forming
bacilli, regarding Sacilbes sufeilic | AT biofilms, a ring like strucmre, which
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mostly harbours the sporulated celk, was dhserved when it was grown on MOPS-
besied apar (Veening ef al., 2006).

The previous findings on Seedlis sicboiis CR mor photypes revealed that CR was
found to be binding to TasA prodein, and wrning into red in wild type strains
(Romere o al, 20000, Maoreover, when a swain is unable 1o produce extrace llular
matrix, the coleny mosphotype was found to be completely flat {Aguilar er o,
2007y Therefore, TasA i defined as a kind of amyloid curli fibers &5 found in
the pathogenic apecies from Smrerodvucrericence like £ eoli and 5 enierica
serotype Typhimurium, and also used to understand the presence of amyloid
fibers in the EPSs matrix component of a fow Saeilacere members | Romero of
al, 2000 Milanov e af., 2005b) In the case of Emrerslacrericance family,
different matrin components were expressed on CR plates according to the EPSs
and biefilm production capabilities of the backeria, and this was used 1o compare
peneral colony phenotypes. Only thin, apgregative fibers called curli fimbrise are
produced, in “bdar™ phenotype genersting brown, dry and rough colonies. [n
addition, only cellubse & produced in EPSs, in “pdar™ morphotype give rise to
the colonies appearing pink, dry and sough. But when bacteria & able to produce
bevth the curli Ambriaeand cellubose in its EPSs matrix, then colonies having dark
red colour, dry and rough {rdar) surface are formed. If there is no expression of
matrix components, then smosth and white colony phenotype called saw
mothotype gows on plaks supplemented with Congo red dye (Solano er al,
2002 Milamow e al., 2005k

According 1o the morphotype explanations above, the most invasive isolate on
solid apar plates was 8 Sefenjfivony E1 14, Besides, although the colony colours
of bath mesophilic E114 and facultative thermophilic D73b were red, orange
colour was observed in facuhative thermophilic B93 and thermophilic D621
isoltes. Both E114 and B93 isolates had darker coloured rings containing
bundkes in the centre of the colony, wheress bundles were located in the colony
edges of D75k and D621, Thus in all solses the change of general colony
colours into red and orange indicates the presence of cellulose-like carbohydrates
in the EPSs matrixes. [n addition, the area with darker colours in the rings could
contain amyleid curli fibres that can bind to CR.

It was also revealed that especially E114, D75b and B93 Bolates were able o
form strong biofilms not only on polytyrene plates, but alse on stainless steel
surfaces & well as at the air-liquid interfaces. The mesophilic 8 fehanifens
E114 was found 10 be superior when compared with the other isolates in temmas of
the viable cell enumerations on stainkss sicel and ako the amount of biomass on
pelystyrens welk. On the ather hand, the least biofilm formation on polystyrens
and cell attachment on ateel surface was observed in the thermophilic bolate
D621,

It was revealed that both & pacscies DT5b and 8 Jicheniovmis 114 isolates
require alkaling pH and decreased temperature valwes for triggering their biofilm
formation whereas, they differ in their salinity requirements. In the case of 8.
rherrevader B3 and A, coldipeoreodyricis D621 isolaes, they requine lower pH
and salinity values, but higher temperatures. for biofilm formation. [n addition,
the optimal emperature for biofilm generation was higher than for its optimal
growth condition for thermophilic 621 and incressed temperanires positively
influenced it biofilm generation, when compared with the others. Therefose, it
could be concluded that both the pH and salinity requirements for biofilm
formation are not directly proportional with the optimal growth conditions of
these bacilli, but there is a direct correlaiion beiween hiofilm formation and
temperature fequirement in both mesophilic and thermophilic isolates. While
increased  temperature values shaply decremsed the hofilm  formation of
mesophilic enes, in the cxse of thermopiles, it induced the biofilm peneration,
thus the biemas.,

When the optimal conditions were applied in order 1o produce biofilms on
polystyrene surfaces and stainless steel for each isolate, especially increased
production of biomass on surfaces of the polystyrene wells were achieved for all
the isolates. At eptimal conditions, 8 Sehenifeos E14 was found to be the
superion in terms of s adherence capability both on polystyrene and steel
surfaces, wheress the leasi biofilm former en these subsirsium was the
thermaphilic 621 isolate (Fig. 4). The surface preference changed acconding o
the iselak. On stsinks steel, visble cell number enumerstions were found in
El14, B43, D75b and D421 isolates from highest s the lowest respectively. [n
the case of polyatyrene surfaces, biomass production was achieved in the
decreasing order from E1 1, D75b, B33 w0 D621 solaies.

According 1o the EPSs characterization studies camied out ot the optimal
conditiens, the protein concentration of the purified EPSs of the isolates were all
found to be very high, when compared with the ather carbohydrate and nucleic
acid component. The highest protein content was found in the thermophilic A.
cutllipmeseedyticas D621 in contrast w0 its mesophilic 8 Sofeniirmis E114
counterparnt {Table 1), Therefore, a direct proportion was revealed between the
thermastability and protein content of EPS. Also the amount of eDNA content
wins the highest in thermophilic D621 isolate. [t was dhwvious that especially s the
EPSs contents of the isolates wene mostly found 10 be composed of eDMA and
proteins, they were probably very importam in the rigidiy and especially
thermastability of their bofilms.

As Breviboeillus species are known 10 be good EPSs producers, they can be used
in many applications in bistechnology. In the stuwdies caried out with 8.
shermmemadrer TIE (Bilard o af, 2000) the EPSs product was obtained when

14

bacteria was grown at 30°C, pH 70 under aerobic conditions. It is known that 8.
rherommuler 438 was able to grow well in a wide pH range {5.0-8.0), while the
maximum EPSs production was achieved at 50°C, pH 8.0 { Radehenkova e al,
2011}, In sddition, the maximum EPSs production of & thersmornler 423 was
acopmplished when bacterium was grown at 550, pH 6.5 (Yasar Yildiz er al,
2013). Moseover, both 8 srersmadber 438 and 423 are able to produce high
amount of EFSs mostly composed of exopolysaccharides { Radchenkova e al,
2011: Yasar Yildiz er o, 20013). The EPSs content of 8. shermewender TIE
mastly consists of proteins including products of small oligopeptides, keratinase
and protesses (Bikard eral., 20000, 5. siermorider B93 generally resembles the
strain T1E regarding with its high prodein content. Different from those studies,
B93 isolate had broader pH asbiliny (6.0 10 9.5) in biofiln production and might
e mose useful in karsh industrial processes comnsidering its EPSs production in
addition to its thermastability, non-pathogenicity and fast productivity.

Dezspite its low biomas production, A, caldipeereodyricies D621 solate was found
o bx the omne harbouring the highest protein content in its EPSs matrix. There is
alse ne any other liersure, dealing with the biofilm or EPSs of this thermophilic
bacilli. The EPSs production of 421 isolite with high protein content at
relatively high temperatures fup to 65%C), and its non-pathogenicity would ako
e an advamage in many indusirial processes.

In the researches dealing with 8. Seleaforois EPSs, the ones harbouring
trisaccharide units, exopolymer levan or some extracellular proteins with anti-
biofilm activity were detected (Sayem er of., 2001: Dusane ¢ral,, 2003: Spani
af al., 2003). This study revealed that mesophilic & Ueheni@emis B4 Bolate
can be considered &5 a srong biofilm manufacwrer. It is obvious that this
miesaphilic Bolate was superior on adhering to the surfaces when compared with
it faculative thermophilic and thermophilic counterpants. Not only the 8.
JieFrenifowvais but also the 8. paeiber species are known & milk contaminants,
and the data obtined in this sdy revealed their strong attachment capabilities in
the biofilm  formation  processes in comparison with their thermophilic
counterparts and might explain their higher sbundanee especially in diary related
products.

CONCLUSHINS

As a conclusien, this is the first comparative sepont on the basic biofilm
characteristics and biofilm formation capabilities of four endespose-formers that
exhibit mesophilic o thermophilic growth, As biofilm production is directly
associated with the EPSs production of an organism, these four bacilli had some
specific features with the advantages of fast productivity and were proved to be
viery promising model organisma for microbial EPSs production. Therefore, the
data of biofilm formation and EPSs production capabilities of these solates
would bea base for the idemtification and characterization of their EPSs in further
studies.
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