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Endiistriyel enzimler iireten Bacillus izolatlarinin morfolojik,
biyokimyasal ve molekiiler yontemlerle karakterizasyonu

Yonca YUZUGULLU-KARAKUS', Arzu SERTEL?, Yonca DUMANS, Fikriye POLAT*

OZET

Amag: Bacillus cinsine ait tirlerin tammlanmasinda
turler arasindaki molekiler benzerliklerin fazla olmas
nedeniyle ayrim zorlasmaktadir. Bu calisma kapsaminda,
ozellikle birbiriyle yakin akraba olan gruplar arasinda
karsilastirma yaparak tirlerin karakterize edilmesi
amagclanmstir. Molekiiler tanimlamasi yapilan ve fenotipik
ozellikleri belirlenen izolatlarin endustriyel kullanimlan

da ayrica irdelenmistir.

Yontem: Kocaeli ilinin farkli  bodlgelerinden
(Kocaeli Universitesi Kampiisii Kent Ormam, Yuvacik
Baraj Yolu Uzerindeki tarlalar ve dere kenari) alinan
toprak ornekleri pastorizasyon isleminden sonra seri
seyreltmeler hazirlanarak nutrient agar plaklara yayma
ekim yapilmistir. Bacillus benzeri koloniler morfolojik
karakterlerine gore tek tek secilip tekrar yayma ekimle
saflastinlmis ve numaralandinlmistir.  Bacillus cinsine
ait olanlarda once korunmus bir gen bolgesi olan ve
siniflandirmada yaygin olarak kullanilan 16S ribozomal
RNA (16S rRNA) gen dizi analizi gerceklestirilmistir. Yakin
akraba olanlan birbirinden ayirmak icin ilave molekiiler
(gyrB gen bolgesinin Sau3Al enzimi ile muamele edilmesi)
ve biyokimyasal (secici besiyerlerinde gelisme) analizler

yapilmistir. Filogenetik analizler NJ (neighbour joining)

ABSTRACT

Objective: The identification of Bacillus strains
which are genetically related have become difficult. The
aim of this study was to characterize the closely related
groups of species by making comparisons. The industrial
use of isolates that have been identified by molecular
methods and their phenotypic properties documented

have also been examined.

Methods: Soil samples were collected from different
locations in Kocaeli town (Kocaeli University Campus,
fields and creeks on Yuvacik Dam Road, Kent Forest),
spread onto nutrient agar plates after pasteurization
process followed by serial dilutions. Bacilli-like
colonies were isolated according to their morphological
characters. Individual colonies from each site were
picked up, purified by re-streaking and numbered. Among
anumber of isolates, the ones belonging to Bacillus genus
were subjected to 16S ribosomal RNA (16S rRNA) gene
sequencing which is widely practiced technique due to
the slow rates of evolution of this region of the gene.
To discriminate the members of closely relaxed taxa,
additional molecular (restriction digestion of gyrB gene
with Sau3Al enzyme) and biochemical analyses (growth

in selective media) were performed. Phylogenetic trees
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metodu ile gerceklestirilmistir. izolatlar ayrica fizyolojik

ozellikleri acisindan karsilastirilmistir.

Bulgular: izolatlara ait yedi farkli Bacillus tiirii (Y1:
B. cereus, Y7: B. pumilus, Y12: B. megaterium, Y13: B.
methylotrophicus, Y15: B. subtilis, Y35: B. licheniformis
ve Y38: B. sonorensis) tanimlanmis ve her bir izolatin
fizyolojik oOzellikleri kaydedilmistir. Buna gore tim
izolatlar 30 ila 45° C sicaklik araliginda ve pH’s1 9 olan besi
ortaminda gelisme gostermistir. Diger yandan Y7, Y15, Y35
ve Y38 numarali izolatlar 50°C’ye kadar olan sicakliklarda
buyume yeteneklerini korumuslardir. Aralarinda tuza
en fazla tolerans gosterenin B. licheniformis olarak
tanimlanmis olan Y35 numarali izolat oldugu gézlenmistir.
Bu izolat yaklasik %12 (w/v) oraninda tuz iceren ortamda
gelisebilmektedir. Tuza karsi duyarliigi en fazla olan
izolatlar ise B. cereusve B. megaterium olarak tanimlanan
Y1 ve Y12 numarali izolatlar olup buytimelerinin %5’lik

(W/v) NaCl’da durdugu kaydedilmistir.

Sonug: Yapilan bu calismada izolatlarin tir

tammlanmas1 icin secilen 16S rRNA ve gyrB gen
bolgelerinin, Bacillus’larin molekiiler diizeyde ayiriminda
kullamlabilecegi

gosterilmistir. Gerceklestirilen

biyokimyasal testler, molekiler analiz bulgularim
desteklemistir. izolatlarin sicaklik, pH ve tuz toleranslar
endustride hali hazirda  kullanilan  Bacillus’larla
karsilastinlmis ve bircogunun benzer fizyolojik kosullarda
gelisme gosterdigi gozlenmistir. Diger yandan, izolatlardan
Y1’in literatiirde rapor edilen B. cereus suslarindan daha
genis bir pH araliginda gelisme gosterdigi bulunmustur. B.
licheniformis olarak tanimlanms Y35 izolatinda gozlenen
yuksek tuz konsantrasyonu (%12, w/v) iceren ortamlarda
gelisebilme yetenegi ise toprak Bacillus’larinda ilk defa
bu calismada sunulmustur. Sonuc olarak, Y1 ve Y35 basta
olmak iizere tir tammlamasi yapilan tim izolatlarin
endustriyel biyoteknoloji alaninda 6zgiin enzim ya da
toksin uUretimi, ilac hammadde sentezi gibi veya benzeri
calismalarin olanak

yapilmasina saglayabilecekleri

dustinilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Bacillus, tammlama, endustri,

filogeni, fizyoloji
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were constructed using the neighbor-joining method.
The isolated were also analyzed in terms of their
tolerance against different physiological conditions and
the biochemical characteristics of them were compared

with reference strains.

Results: 7 different isolates (Y1; B. cereus,
Y7; B.

B. methylotrophicus, Y15; B.

megaterium; Y13;
subtilis, Y35; B.

licheniformis, Y38; B. sonorensis) have been identified

pumilus, Y12; B.

to species level and physiological characteristics of
each have been documented. Accordingly, all isolates
were able to grow at temperatures from 30 to 45°C
and pH 9. The isolates numbered as Y7, Y15, Y35 and
Y38 were observed to tolerate temperatures up to
50°C. Among all, B.

presented the highest tolerance to salt concentration

licheniformis numbered as Y35

of 12% (w/v). The most sensitive ones to salt were
B. cereus and B. megaterium numbered as Y1 and
Y12, respectively. Those isolates did not grow in the

presence of 5% (w/v) NaCl concentration.

Conclusion: The 16S rRNA and gyrB genes, selected
to identify the isolates, have been proven to be used for
classification of Bacilli at molecular level. Biochemical
tests confirmed the molecular analysis outcomes.
Temperature, pH and salt tolerance of the isolates
were compared with the Bacillus species already used
in industry. Many of them presented similar growth
potential against to the physiological conditions tested.
On the other hand, the isolate Y1 was found to show
ability to grow broad pH range than those reported for
B. cereus. The capability of a soil B. licheniformis,
isolate Y35, to grow in medium with high salt (12%,
w/v) was presented for the first time. In summary, the
isolated and identified Bacillus species here are believed
to promote many studies including novel enzyme, toxin
and pharmaceutically important compound production

in industrial biotechnology field.

Key  Words:
phylogeny, physiology

Bacillus, identification, industry,



GIiRiS

Bacillaceae familyas1 icerisinde yer alan Bacillus
cinsi, genelde Gram pozitif, cubuk sekilli, endosporlu,
aerob veya fakultatif anaerob bakterilerden olusur
(1). Bugiine kadar izole edilmis ve tanimlanmis 88
Bacillus tirt bulunmaktadir (2). Bitun turler Nutrient
Agar (NA) ve Kanli Agar (KA) basta olmak uzere
Trypticase Soy Agar (TSA) ve Brain Heart Infusion
(BHI) gibi besiyerlerinde oldukca iyi urerler (3).
Bacillus’lar antibiyotik, enzim ve toksin Uretimi gibi
metabolik ozellikleri ile endistriyel oneme sahip
olmalan ve kolay uretilebilmeleri sebebiyle dikkat
ceken mikroorganizmalardir.  Ayrica, sporlanma
kabiliyetleri ve metabolizma faaliyetlerinin cesitliligi
genis bir cevreye yayilmalarinda onemli avantajlar
saglamaktadir (1). Endistriyel enzim lretiminde
kullamlan Bacillus turleri arasinda B.
(proteaz) (4), B.

hidroksilaz, alkol dehidrojenaz, vb) (5-6), B. pumilus

licheniformis

subtilis (a-amilaz, proteaz,
(lipaz) (7) ve B. megaterium (kazeinaz ve keratinaz)
(8) vyer

bircogu cesitli bdcek larvalarina patojenik etki

almaktadir. Bacillus cinsi bakterilerin
gosterdiklerinden biyolojik kontrol ajani olarak da

kullamlmaktadir (9).

Bacillus’larin tanimlanmasi ve siniflandirilmasinda
spor morfolojisi basta olmak iizere klasik biyokimyasal
ve fizyolojik testler (karbohidrat kullanimi, gaz
olusumu, enzim dUretimi, oksijen kullamimi, gram
boyama, vb) kullanilmaktadir. Bu testlerin yanisira
bakterilerden DNA izolasyonu yapilarak 16S ribozomal
RNA (16S rRNA) gibi gen bolgelerinin niikleotid dizileri
belirlenip molekiler analiz yapilarak tiir teshisine
gidilebilmektedir (10).

Bu calismada, topraktan izole edilen farkh
Bacillus’larin morfolojik, biyokimyasal ve molekiiler
yontemlerle tanimlanmasi

amaclanmistir.  Teshisi

yapilan izolatlarin optimum buyume sicakliklari,
NaCl toleransi ve gelisme gosterdikleri pH araliklan
belirlenerek endistriyel kullanimlarinin uygunlugu

irdelenmistir.

GEREC ve YONTEM

Toprak ornekleri, topragin st yiizey materyalleri
supuruldikten sonra steril bir spatula ile yiizeyin
yaklasik 2-5 cm asagisindan 10 gram alinarak steril
tuplere konulmustur. Alinan ornekler kullanilana
kadar +4°C’de saklanmistir (11).

Toprak orneklerinden  Bacillus cinsine ait
bakterileri izole etmek icin her toprak Orneginden
(Kocaeli ilinin farkli bolgelerinden alinan) 1’er gram
tartilarak, icinde 9 ml steril saf su bulunan deney
tuplerine aktarilmis ve karnistincida 5 dakika kuvvetli
bir sekilde kanstinlmistir. Ardindan 80°C’de 10
dakika (pastorizasyon) bekletilmistir. Bir dizi seri
seyreltme ile hazirlanan ornekler (10’den 10¢’ya kadar)
NA besiyerine 0.1 ml ekimler yapilarak 37°C’de bir
gece inkiibe edilmis ve morfolojik olarak Bacillus’a
benzeyen kolonilerden rastgele secim yapilmistir.
Secilen kolonilerden NA besiyerine cizgi ekim
yapilarak elde edilen saf kilturler Y1, Y2, Y3 vb.
seklinde numaralandinlmis ve Nutrient Broth (NB)
besiyerine inokile edilip daha sonra kullanilmak
uzere %20’lik (w/v, son konsantrasyon) steril gliserol
icerisinde -80°C’de saklanmistir.

Saflastinlan kulturlerden Gram pozitif cubuk
sekilli olanlar deney materyali olarak secilmistir.
Suipheli izolatlarin Bacillus cinsine ait olup olmadiginin
degerlendirilmesi ise VITEK-MS cihazi (bioMérieux,
Fransa) ile yapilmistir.

Bacillus bakterilerinin molekiiler dizeyde tespiti
icin peqGOLD Bacterial DNA Mini Kit kullanilarak
DNA izolasyonu yapilmistir. Ardindan 16S rRNA ve
gyrB gen bolgeleri Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(PZR) ile cogaltilmstir. 16S rRNA gen bolgesi
icin  F5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’ ve R5’-
ACGGCTACCTTGTTACGACTT-3’ primerleri (12), gyrB
gen bolgesi icin ise F5’-GTTTCTGGTGGTTTACATGG-3’
ve R5’-CAACGTATGATTTAATTCCACC-3’
kullamlmistir (13). PZR reaksiyonu her iki gen icin
de 50 pl olacak sekilde; 8 pl DNA, 5 pl 10x KOD Hot

Start DNA polimeraz tamponu, 3 pl 25 mM MgSO4,

primerleri
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1 pl KOD Hot Start DNA polimeraz (1 U/pl), 5 pl 2
mM dNTP karisimi, 1,5’er pul 10 pM ileri (forward) ve
geri (reverse) primerler alinarak hazirlanmistir. 16S
rRNA gen bolgesi icin PZR kosullar; 95°C’de 2 dk.
baslangic denatuirasyonu takiben 30 dongii 95°C’de 30
sn. denatiirasyon, 52°C’de 30 sn. primer baglama ve
72°C’de 90 sn. uzama basamaklari, ardindan 72°C’de
10 dk. son uzama basamag ile gerceklestirilmistir.
GyrB gen bolgesi icin PZR kosullan; baslangic
denatirasyonu 95°C’de 2 dk. olacak sekilde 95°C’de
30 sn. 58°C’de 30 sn., 68°C’de 90 sn.’de 30 dongu
olmak lizere 68°C’de 10 dk. son uzama basamagi
ile gerceklestirilmistir. PZR urunleri %1’lik (w/v)
agaroz jelde 100 V’da 60 dakika yurutilmus ve UV
cihazi altinda goriintiilenmistir. 352 b¢’lik gyrB geni
PZR iiriinleri ayrica Sau3Al enzimi (NEB, ingiltere)
ile 37°C’de 3
Restriksiyon kesim drtinleri %2,5’luk (w/v) agaroz
jelde 100 V’da 60 dakika yurutilmus ve bantlar DNA
goruntuleme cihazinda (UVP-GelDoc-It 310) UV 151k
altinda goriintilenmistir. Jellerin fotograflar dijital

saat inkibasyona birakilmistir.

olarak bilgisayar ortaminda cekilmistir. Her iki gene
ait PZR urunleri icin DNA dizi analizi yaptinlmistir
(Medsantek-istanbul). Elde edilen
Bankasindaki mevcut dizilerle BLAST programi

diziler Gen
kullamlarak karsilastinlmistir.

Bacillus izolatlarimin morfolojik ve biyokimyasal
karakterizasyonu icin orneklerden koloni alimp, 5-7
ml’lik metabolik testlere 6zgu besiyerlerine inokiile
edildikten sonra 37°C’de 24 saat
birakilmistir. izolatlar hiicre sekli, koloni gériinimii

inkiibasyona

(bUiyuikligl, sekli, kenarlarinin ve yiizeyinin diizgiin
olup olmadigi, mat ve parlaklik durumu, kokusu,
kivami, vb), endospor olusumu ve pigmentlesme
yoniinden analiz edilmistir. izolatlara IMVIC, jelatin ve
nisasta hidrolizi ile lic sekerli demir (TSI) agar testleri
uygulanmistir (14). Ayrica mikroorganizma gelisimini
etkileyen fiziksel etkenlerden sicaklik (30-55°C), pH
(5-12) ve tuzun (%3-14, w/v) etkilerini arastirmak icin
koloniler ayrn ayr1 5 mlU’lik NB besiyerlerine inokile
edilerek 24 saat inkubasyona birakilmistir. Sicaklik
etkisinin test edilmesi hari¢c diger tim biyiime
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analizleri 37°C’de gerceklestirilmistir.

16S rRNA dizileri yliksek oranda benzerlik gosteren
Bacillus tirlerinin ayrimi icin ozel biyokimyasal testler
kullamlmistir. B. sonorensis ve B. licheniformis
turlerini ayirt etmek amaciyla izolatlarin tirozin ve pH
5.6 agar besiyerlerine ekimleri yapilmis ve 30°C’de
15 gin sureyle inkubasyona birakilmistir (15). B.
cereus, B. thuringiensis ve B. mycoides’in ayrimi
icin ise izolatlar MYP (Mannitol-egg-yolk-polymyxine)
Agar besiyerine yayma ekim yapilmis ve 30°C’de 24
saat inkube edilmistir (16).

izolatlarin filogenetik agaclan, MEGA6 (17)
filogenetik analiz program kullanilarak neighbor-

joining (NJ) metodu ile olusturulmustur.

BULGULAR

Bu calismada, topraktan izole edilen 45 izolatin
Gram boyama ve takip eden VITEK-MS analizleri
sonucunda 20 tanesinin Bacillus cinsine ait olmadig
gozlenmistir. Koloni morfolojilerinin karsilastirilmasi
(18) sonucu geriye kalan 25 izolattan birbirine benzer
(Tablo 1) olanlar cikartilarak calismaya 7 izolat ile
devam edilmistir.

PZR ile cogaltilan 16S rRNA gen bolgeleri yaklasik
1500 bg¢ uzunlugunda elde edilmistir. Belirlenen
niikleotid dizileri NCBI gen bankasina yiiklenerek
her biri icin GenBank numarasi alinmistir (GenBank
Erisim Numaralarn: Y1, KX549260; Y7, KX592605;
Y12, KX592602; Y13, KX588227; Y15, KX592604;
Y35, KX592606 ve Y38, KX592603). NCBI genom veri
bankasinin BLAST programi kullanilarak orneklere
ait DNA dizileri GenBank’ta kayitli mevcut dizilerle
karsilastinlarak benzerlikleri bulunmustur (Tablo 2).

Y1 icin 16S rRNA dizisi veri bankasinda farkli
tir Bacillus bakterileri ile yiiksek oranda benzer
ciktigindan tiir tamimlamasi icin ilave olarak gyrB
gen bolgesi de calisilmistir (Tablo 2). Yaklasik 352 b¢
uzunlugunda elde edilen gyrB gen dizisi Gen Bankasina
kaydedilmistir (KX592164). Sekil 1b’de goriildigi
uzere kesim sonrasi iki adet bant (yaklasik 173 b¢ ve
116 bc’lik) elde edilmistir. Y1 izolatinin MYP agarda



Tablo 1. Bacillus izolatlarinin koloni morfolojilerinin karsilastirilmasi, Kocaeli

izolat Numarasi At Kenar Yiikseklik Pigmentasyon Doku il AL
formu yapisi (cm)
1l ek V12 1o Diizensizce Kabarti
Y8, Y9, Y17, Y19, Yuvarlak centilmis seklinde Krem Yagsi Opak 0.6-0.8
Y23, Y49, Y50 > > >
Y7, Y11, Y14, Y18, " Kabart1 - i
Y22 Yuvarlak Diz seklinde San Yagsi Opak 0.3-0.4
Y12 Yuvarlak Diiz Kabg ro Krem Yagsi Opak 0.4
seklinde
Y13, Y37, Y44 Yuvarlak Dalgali il Krem Yapiskan _Yar- 0.9-1
seklinde saydam
Y15 Diizensiz Dalgali Kraterimsi Krem Yapiskan Opak 0.4
. - . Yari-
Y35 Diizensiz Dalgali Diz Krem Yapiskan 0.4
saydam
Y38, Y47, Y48 Diizensiz Dalgali e Krem Yapiskan Y& 0.6-0.8
seklinde saydam
(a) (b)
Hesim Kesim
Bar cifti Markor gncesi Markér sonrasi

Ry

Sekil 1. Y1 Bacillus izolatina ait kismi gyrB geninin Sau3Al enzimi ile kesim oncesi (a) ve sonrasi (b) % 2,5

(w/v)’luk agaroz jel goriintiisii. Oklar; DNA fragmanlarina ait bantlar gostermektedir. (c) Y1 izolatina ait MYP Agar
besiyerindeki koloni goriintiileri.

Turk Hij Den Biyol Derg 35 7



Tablo 2. Y1, Y7, Y12, Y13, Y15, Y35 ve Y38 izolatlarinin 16S rRNA dizi analizi ile tanimlanmasi

Ll Bakteri ornekleri Erisim numarasi % Benzerlik A.g'a.r‘oz"]g.l
numarasi goruntisu
B. cereus ATCC 14579 NR_074540.1 99 T
B. anthracis str. Ames NR_074453.1 99 e —
Y1 B. toyonensis BCT-7112 NR_121761.1 99 -
B. pseudomycoides NBRC 101232 NR_113991.1 99 ™ e
B. thuringiensis ATCC 10792 NR_114581.1 99 e
B. pumilus SAFR-032 NR_074977.1 100
B. safensis NBRC 100820 NR_113945.1 99
Y7 B. stratosphericus 41KF2a NR_118441.1 99
B. aerius 24K NR_118439.1 99
B. altitudinis 41KF2b NR_042337.1 99
B|: Markdr Y12
B. megaterium ATCC 14581 NR_116873.1 100 §
Y12 B. aryabhattai B8W22 NR_118442.1 99 pr
B. simplex DSM 1321 NR_115603.1 99 =
B. flexus SBMP3 NR_118382.1 99 -
Bu.\; Markdr Y13
B. methylotrophicus CBMB205 NR_116240.1 100
B. amyloliquefaciens MPA 1034 NR_117946.1 99
Y13 B. subtilis 168 NR_102783.1 99
B. siamensis PD-A10 NR_117274.1 99
B. vallismortis DSM 11031 NR_024696.1 99
Y15 B. subtilis subsp. spizizenii ATCC 6633 NR_118486.1 100 E
B. subtilis JCM 1465 NR_113265.1 100 -
a5
B. licheniformis DSM 13 NR_118996.1 99 §
Y35 B. sonorensis NBRC 101234 NR_113993.1 98 7
B. aerius 24K NR_042338.1 98 =
B. atrophaeus NBRC 15539 NR_112723.1 97 -
Baz
i Markir Y318
B. sonorensis NRRL B-23154 NR_025130.1 99
Y38 B. licheniformis DSM 13 NR_118996.1 99
B. aerius 24K NR_042338.1 98
B. atrophaeus 1942 NR_075016.1 97
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Tablo 3. Y7, Y13 ve Y15 izolatlarinin fenotipik 6zelliklerinin karsilastirilmasi

Y7 Y13 Y15

indol olusumu + +

Metil Kirmzisi +

Asetoin uretimi - + +
Sitrat kullanimi = + o
Nisasta hidrolizi + + +
Jelatinaz Uretimi + - +
Glukozdan asit Uretimi + + +
Laktozdan asit Uretimi +

H,S Uretimi -

Tirozin agar pH 5.6 agar

rozin agar P .0 agar

Sekil 2. Y35 (a) ve Y38 (b) izolatlarinin Tirozin ve pH5.6 agar besiyerlerindeki gorintiileri.

inkiibasyonu ile etrafinda cokelti seklinde gozlenen Tirozin agar ile pH 5.6 agar besiyerlerinde biyiitme
pembe renkli koloniler olusmustur (Sekil 1c). denemeleri gerceklestirilmistir. Sekil 2a’da gorildugu

Y7, Y13 ve Y15 izolatlaninin tammlanmasi icin Uzere Y35 izolat1 her iki besiyerinde krem renkli
Tablo 3’de verilen biyokimyasal testler uygulanmstir.  kolonilerin olusmasim desteklemistir. Y38 ise tirozin
Y35 ve Y38 izolatlarinin biyokimyasal analizleri icin agarda kahverengi, pH 5.6 agarda ise parlak san
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renkte koloniler seklinde gelismistir (Sekil 2b). ile %99, Y12 izolatimin B. megaterium ATCC 14581 ile
Fizyolojik  kosullarin  etkisine  bakildizinda %100, Y13’iin B. methylotrophicus CBMB205 ile %99,

(Tablo 4), izolatlarin hicbiri 55°C sicaklik, pH 11- Y15 izolatinin B. subtilis JCM 1465 ile %99, Y35’in

12 araliginda ve %14 NaCl (w/v) konsantrasyonunda B. licheniformis DSM13 ile %99 ve Y38 izolatinin B.

gelismemistir. sonorensis NRRLB-23154 ile %99 oraminda benzer
Filogenetik analiz sonucunda, Y1 izolatimn B. olduklan gozlenmistir (3ekil 3).

cereus JM2152 ile %100, Y7’nin B. pumilus SAFR-032

Tablo 4. Y1, Y7, Y12, Y13, Y15, Y35 ve Y38 izolatlarimin sicaklik, pH ve NaCl toleranslarimin karsilastirilmasi

Y1 Y7 Y12 Y13 Y15 Y35 Y38
Biiyiime sicakligi (°C)
30 + + + + + + +
45 + + + + + + +
50 - + - - + + +
55
pH
5 + + + + + + +
6 + + + + + + +
7 + + + + + + +
8 + + + + + + +
9 + + + + + + +
10 + +
11
12
NaCl miktan (%,w/v)
3 + + + + + + +
5 - + - + + + +
8 + + +
10 + +
12 +
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Sekil 2. Y1 (a), Y7 (b), Y12 (c), Y13 (d), Y15 (e), Y35 (f) ve Y38 (g) izolatlarinin 16S rRNA gen bolgelerine ait NJ

metodu ile olusturulan filogenetik agaclar.

TARTISMA

Bacillus cinsi  bakteriler kolay uretilebilen,
endustriyel oneme sahip antibiyotik, enzim, toksin ve
biyoplastik gibi sekonder metabolitleri sentezleyebilen
ve patojenite ozellikleri olan mikroorganizmalardir (9).

Bacillus simflandirmasimin temeli  Gordon ve
meslektaslarn (19) tarafindan ortaya atilmistir. Tur
tammlamas1 oncelikle endospor sekline ve ana
hiicredeki pozisyonuna gore yapilmis ve gruplar
olusturulmustur. ilk olarak bir izolat bu gruplardan
birinin icine dahil edilip ikinci olarak fizyolojik ve
biyokimyasal testler kullanilarak tir seviyesinde
tammlamas1 yapilmistir (19). Biyokimyasal analizler
Uzerine zamandan kazan¢ saglamak amaciyla
glinimiizde yeni yontemler gelistirilmistir. Bunlarin
basinda calisilan numunenin protein spektrumunun
cihazin veritabaninda bulunan referans spektrumlar
ile karsilastirilmas1 esasina dayanan VITEK Kiitle
spektroskopisi gelmektedir (20). Bu yontem standart

imminolojik ve biyokimyasal yontemlerden daha
guvenilir ve ucuzdur (20). Morfolojik ve biyokimyasal
analizlere ek olarak tur dizeyinde tespit yapabilmek
icin cesitli molekiler yontemler (kromozomal DNA
bilesimi, DNA-DNA siv1 hibridizasyon, 16S rRNA dizi
analizi, gyrA ve/veya gyrB dizi analizleri vb.) de
gelistirilmistir (9-10).

Bu calismada Kocaeli ilinin farkli bolgelerinden
toplanan toprak orneklerinden izole edilen Bacillus
cinsine ait izolatlarin tanimlanmasi ve karakterizasyonu
hedeflenmistir. Buna gore oncelikle saf haldeki
izolatlar koloni morfolojilerine gore kendi aralarinda
karsilastinlmistir. Tablo 1’de verilen bulgularda koloni
morfolojileri birbirine benzeyen izolatlar aym grup
icinde toplanmistir.

Yedi izolata ait kismi 16S rRNA gen bolgesi
analizlerine gore Y7 izolat1 B. pumilus’a, Y12 izolati B.
megaterium’a, Y13 izolat1 B. methylotrophicus’a ve
Y15ise B. subtilis’e %100 oranminda homoloji gostermistir
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(Tablo 2). Benzer sekilde Y35 ve Y38 izolatlarinin
sirastiyla B. licheniformis’e ve B. sonorensis’e %99
oraninda benzerlik gosterdikleri bulunmustur (Tablo 2,
Sekil 3). Elde edilen bulgular, secilen gen bolgesinin bu
alt1 izolat icin uygun olduguna isaret etmektedir. Diger
yandan Y1 icin durum daha karmasik olup bes farkli
Bacillus turine aym oranda homoloji tespit edilmistir.
Bu durum 16S rRNA dizi analizinin bu izolatin molekiiler
tamimlanmasinda tek basina yeterli olmadigini ve ilave
yontemlerin gerekliligini ortaya c¢ikarmistir. Bunun
tzerine diger bir korunmus gen bolgesi olan gyrB geni
cogaltilmistir. Bu gen DNA replikasyonunda rol oynayan
DNA giraz enziminin B alt Unitesini kodlamakta ve
16S rRNA gen dizileri birbirine cok yakin olan turlerin
aynminda siklikla tercih edilmektedir (21). izolata
ait gyrB geninin BLAST sonucuna gore Y1’in benzerlik
gosterdigi Bacillus tiir sayis1 ikiye (B. cereus ve B.
thuringiensis) inmistir (data gosterilmemistir). Y1’in
bu iki Bacillus’tan hangisi olduguna dair molekiiler
kanitlar elde etmekicin gyrB geni bu sefer Sau3Al enzimi
ile muamele edilmistir. Eger izolat, B. thuringiensis
ise Sau3Al enzimi bir yerden, B. cereus ise iki yerden
kesmesi beklenecektir (13). Nitekim Sekil 1b’de
gozlenen sonuc Y1’in B. cereus olabilecegine isaret
etmistir. Bu izolat icin ayrica cry genlerin varligina da
bakilmis ancak herhangi bir Uriin gozlenmemistir (data
gosterilmemistir). Bu sonug izolatin biiyiik dogruluk ile
B. thuringiensis (cry gene sahip) olmadigim dogrular
niteliktedir.

Molekiiler testleri desteklemek amaciyla her bir
izolata biyokimyasal analizler de uygulanmistir. Bu
calismada Y1 izolatinin secici bir besiyeri olan MYP
agarda B. cereus ile benzer koloni morfolojileri
gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 1c). Sonuglarimiz
molekiiler testleri dogrular niteliktedir. Nitekim
B. cereus genel olarak mannitoli kullanamadigi
icin agar Uzerinde pembe koloniler olustururken,
mannitol pozitif olanlarin koloni rengi saridir. Besiyeri
bilesimindeki yumurta sarisi ise B. cereus ‘un lesitinaz
aktivitesi ile belirlenmesini saglar. B. cereus lesitinaz
pozitif oldugu icin kolonileri etrafinda beyaz bir cokelti
meydana gelir (16).

Y7 izolati VITEK MS (bioMérieux, Fransa)
yontemiyle analiz edilmis ve izolatin B. pumilus’a
%100 benzedigi bulunmustur. Y13 ve Y15 izolatlar icin
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gerceklestirilen biyokimyasal test sonuclan literatiirde
rapor edilen benzer suslar ile karsilastinlmistir. Y13’de
gerceklestirilen indol, metil kirmizi, VP ve sitrat
testi, glukozdan asit uretimi, H2S olusumu, jelatin ve
nisasta hidroliz testi sonuclan B. methylotrophicus
DSM28326 (22) ile uyumlu sonuclar vermistir. Y15’de
yapilan biyokimyasal analiz sonuclarinin ise farkl
kaynaklardan izole edilen B. subtilis ornekleri ile
uyumlu oldugu goriilmiistii. Ornegin, IMVIC testi,
jelatin ve nisasta hidroliz testi sonuclarn B. subtilis
F-2-01 ile benzerdir (23). Ayrica Zheng ve ark. (2008)
tarafindan yapilan calismada topraktan izole edilen
nitril ¢coziicli B. subtilis ZJB-063’lin Y15’te gozlendigi
gibi H2S iretmedigi ancak glukozdan asit olusturdugu
rapor edilmistir (24). Laktozdan asit Uretim sonucunun
da B. subtilis NCDO 1769T tiirii ile benzerlik gosterdigi
(25) tespit edilmistir.

Y35 ve Y38 izolatlan arasinda net ayrim oldukca
basit olan bir biyokimyasal testle mimkiin olmaktadir.
Buna gore B. sonorensis’in pH 5.6 agarda koloni
renkleri parlak san iken tirozin agar’da kahverengi,
B. licheniformis’in kolonileri ise; pH 5.6 ve tirozin
agar’da kremdir (15). Sekil 2’de gozlenen koloni
olusum renkleri Y35’in B. licheniformis, Y38’in ise B.
sonorensis olduguna isaret etmektedir.

Sonuc olarak gerceklestirilen morfolojik, molekuler
ve biyokimyasal analizler calismada kullandigimiz yedi
izolat icin tir tanimlamasi yapmamizi saglamistir.
Buna gore Y1: B. cereus, Y7: B. pumilus, Y12: B.
megaterium, Y13: B. methylotrophicus, Y15: B.
subtilis, Y35: B. licheniformis ve Y38: B. sonorensis
olarak belirlenmistir. Tamimlanan bu izolatlar arasinda
farkli uygulama alanlarinda uzun zamandir kullanilan
ve/veya oOzellikleri yeni kesfedilen Bacillus’lar da
bulunmaktadir (4, 5, 7). Bu nedenle sunulan bu
calismada son olarak tir tanimlanmalar yapilan
Bacillus’larin farkli kosullarda blylime yeteneklerini
inceleyerek endustride hali hazirda kullamlan
benzer tirlere alternatif olarak kullanilabilirlikleri
irdelenmistir.

Yedi izolatin sicaklik, pH ve tuza karsi tolenslan
olculmistur. Buna gore Y1’in 30°C ve 45°C
sicakliklarda, pH 5-10 araliginda ve %3 (w/v) NaCl’da
bliyime gosterdigi tespit edilmistir (Tablo 4). Y1
izolatinin buyume potansiyeli endiistriyel B. cereus



suslar ile karsilastirildiginda gelisme gosterdigi sicaklik
araliginin diger suslarla uyumlu oldugu goriilmiistiir (26-
27). Diger yandan literatiirde rapor edilen suslardan
daha genis bir pH araliginda bilyiiyebilmesi bu izolatin
alkali enzimlerin uretilmesinde kullanilabilecegini
dustindirmektedir (26-27). Y7’ye ait biyume sicaklik
degerlerinin (30-50°C) Hindistan’in kiy1 cevresinden
izole edilen B. pumilus’un sicaklik potansiyeli ile
benzer oldugu goriilmistiir (28). Y12 izolati ise 30°C
ve 45°C sicaklikta, pH 5-9 araliginda ve %3 (W/v)
NaCl’de buyume gostermektedir (Tablo 4). Literatiirde
alkali kosullarda gelisen B. megaterium’un biyoplastik
Ureticisi olarak kullamlabilecegi 6ngoriilmektedir (29).
Y12 izolatimn da alkali kosullarda gelisme gostermesi
endustriyel uygulama alanlarinin arastirilmasi acisindan
umut vadetmektedir.

Endiistriyel Bacillus’lar arasinda en sik kullanilanlar
B. subtilis ve B. licheniformis’tir. Literatlirde rapor
edilen B. subtilis suslarn (30-31), Y15 izolat1 ile
ozellikleri acisindan karsilastirildiginda sicaklik, pH ve
tuz profilleri uyumlu olmakla birlikte Y15’in %8 (w/v)
NaCl iceren ortamda gelisebilmesinin tuz icerigi yliksek
islemlerde avantaj saglayabilecegi diistinlilmektedir.
Diger bir Bacillus tiirii olan B. licheniformis, deterjan
endustrisi basta olmak Uzere biyoyakit Uretimi, pestisit
yikimi ve antibiyotik Gretimi gibi uygulamalarda tercih
edilmektedir (4,32). Ayrica son vyillarda keratinaz
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