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OZET
Yiksek Lisans Tezi

TOPRAKTAN IZOLE EDILEN Bacillus megaterium EBD 9-1 SUSUNDAN FITAZ GENININ E. coli'de
KLONLANMA CALISMALARI

Behice ZEREN

Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Damisman: Prof. Dr. Elif DEMIRKAN

Bu calismada Tiirkiyenin 30 farkli ilinden temin edilen toprak orneklerinden 300 adet bakteri izole
edilmistir. Bakterilerin morfolojik ve fizyolojik 6zellikleri incelenmis ve 236 bakteri Bacillus cinsi olarak
tanimlanmugtir. Biitlin suslarin fitaz aktiviteleri fitaz tarama ortami (PSM) kullanilarak tespit edilmis ve acik
zonlarin ¢apt mm olarak gosterilmistir. Toplam 19 Bacillus sp. susu, fitat pargalayici bir enzim olarak bilinen
ekstraseliiler fitaz iireticisi olarak bulunmustur. Bu suslar arasinda, en genis zona (11 mm) sahip 1 adet
Bacillus sp. susu segilmis ve Bacillus sp. EBD 9-1 olarak adlandirilmistir. 16S rRNA dizi analizi sonucunda
Bacillus sp. EBD 9-1 susunun Bacillus megaterium ile %100 benzerlik gosterdigi tespit edilmis ve yeni
izolat Bacillus megaterium EBD 9-1 olarak adlandirilmistir. Bacillus megaterium EBD 9-1 susunun fitaz
enzim geni E. coli DH5a susunda klonlanmaya c¢alisilmustir. Bacillus megaterium DSM319, Bacillus
megaterium QM B1551 ve Bacillus megaterium WSH-002 suslarmin biitiin genom sekansi NCBI veri
bankasinda mevcuttur. Ancak, bu sekanslarin i¢inde fitaza ait bir sekans bulunamamistir. Bu sebeple, farkli
Bacillus tiirlerinin fitaz sekanslar1 hizalanmig ve bir ¢ifti dejenere olmak iizere 2 primer ¢ifti hazirlanmistir.
PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) sonucunda, sadece dejenere primer ¢iftleri kullanilarak amplifikasyon
gergeklestirilmis ve {i¢ bant (~900 bp, ~500 bp) gériilmiistii. Cogaltilan bu DNA fragmanlari pPGEM®-T
Easy vektoriine ligasyon ile aktarilmistir. Rekombinant plazmitlerin E. coli DH5a susuna transformasyonu
saglanmig ve rekombinant plazmidi igeren saf E. coli DH5a susunun plazmidleri izole edilmistir.
Klonlanmanin kontrolii i¢in, rekombinant plazmid EcoRI restriksiyon endoniikleaz enzimi ile kesilmis ve
beklenen boydaki bantlar agaroz jel profilinde gdzlenmistir. izole edilen plazmidler T7 primeri ve ABI
PRISM-310 Genetic Analyzer cihazi kullanilarak sekanslamistir. NCBI data bankasi kullanilarak saptanan
sekansin literatiir analizi yapilmistir. Elde edilen sonuglara gére 3 DNA fragmaninin niikleotit dizisinin fitaz
enzimi sekansi ile benzerlik gostermedigi belirlenmistir. Dolayisiyla dejenere primerler ile amplifikasyon
sonucunda fitaz geni ¢cogaltilamamistir. Ancak, bu yeni izolat literatiir icin 6nemlidir.

Yeni izole edilen bu Bacillus megaterium EBD 9-1 susu endistriyel Olgekte fitaz iiretimi biiyiik bir
potansiyele sahip olabilir.

Anahtar Kelimeler: Bacillus, izolasyon, fitaz, klonlama

2015, xiv + 113 sayfa.



ABSTRACT

MSc Thesis

CLONING STUDIES IN E. coli OF PHYTASE GENE FROM Bacillus megaterium EBD 9-1 STRAIN
ISOLATED FROM SOIL

Behice ZEREN

Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Elif DEMIRKAN

In this study, 300 bacteria were isolated from soil samples that provided from 30 different cities of Turkey.
Morphological and physiological features of bacteria were investigated, and 236 bacteria were defined as
Bacillus genus. The phytase activities of all strains were assayed using phytase screening medium (PSM),
and exhibited as diameter of clear zone in mm. Total 19 Bacillus sp. strains were found as extracellular
phytase, known as phytate-degrading enzyme, producer. Among of these strains, one strain of Bacillus sp.
that had the most largest zones (11 mm) was selected, and was named as Bacillus sp. EBD 9-1. 16S rRNA
sequence analysis revealed that Bacillus sp. EBD 9-1 was found to be 100% similar with Bacillus
megaterium, and new isolate was named as Bacillus megaterium EBD 9-1. Phytase gene of Bacillus
megaterium EBD 9-1 strain was tried to be cloned into the E. coli DH5a strain. The whole genome sequence
of Bacillus megaterium DSM319, Bacillus megaterium QM B1551 and Bacillus megaterium WSH-002
strains are available at NCBI data bank. However, was not found any sequence of the phytase in these
sequences. Therefore, phytase sequences of different Bacillus species were aligned, and two primer pair
with one degenerate was prepared. In PCR (Polymerase Chain Reaction) result, it was realized amplification
just using the degenerate primer pairs, and three bands (~900 bp, ~500 bp) were observed. The amplified
DNA fragments were transferred into pGEM®-T Easy vector by ligation. Recombinant plasmids were
transformed into E. coli DH5a strain, and plasmids of pure E. coli DHS5a strains containing the recombinant
plasmid was isolated. For control of cloning, the recombinant plasmid was cut with EcoR[ restriction
endonuclease enzyme, and bands of the expected size were observed in the agarose gel profile. The isolated
plasmids were sequenced using T7 primer and the ABI PRISM-310 Genetic Analyzer apparatus. Literature
analysis of the sequence determined using the NCBI data bank has been made. According to the results, the
nucleotide sequence of all three DNA fragments was determined not show sequence similarity with phytase
enzyme. So with, phytase gene as a result of amplification with degenerate primers was not amplified.
However, these new isolate is important for literature.

This newly isolated Bacillus megaterium sp. EBD 9-1 strain may be great potential for phytase production at
industrial scale.

Key Words: Bacillus, isolation, phytase, cloning

2015, xiv + 113 pages.
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1. GIRIS

Enzimler dogal olarak canlilar tarafindan sentezlenen protein yapisinda ya da bir kismi
protein olan spesifik biyokatalizorlerdir. Canli sistemde metabolizmay1 olusturan tiim
biyokimyasal reaksiyonlarin neredeyse tamaminda gorev yapan bu kompleks organik
molekiiller ilgili reaksiyonlarin hizin1 ve 0Ozgilliigiinii diizenler. Bununla birlikte
enzimler sadece canli hiicrelerde aktivite gostermezler. Bunlardan bazilar1 hiicreden

ayrilabilir ve fonksiyonlarina in vifro devam edebilir.

Enzimler, hiicrelerde cesitli biyokimyasal reaksiyonlar1 gergeklestiren protein
yapisindaki molekiillerdir. Binlerce yil Oncesinde enzimlerin ve enzim iireten
organizmalarin kullanilmasina karsilik, enzimler hakkinda bilimsel denebilecek
arastirma ve bulgular ancak gectigimiz yiizyilda gozlenmeye baglanmistir. Berzelius
1838 yilinda ferment olarak adlandirilan enzimler igin, katalizor (biyokatalizor) terimini
kullanmistir. Enzimlerin kesfinin basladigi ilk yillarda pek ¢ok arastirmaci,
fermentasyon olaylarinda mayalar ve mayalarin etkilerini géz Oniine aldiklar1 i¢in,
enzimleri tanimlamaya yonelik olarak ferment terimini kullanmuglardir. Frederick W.
Kiihne 1878'de bu molekiillere (fermentlere) "enzim" adini vermistir (Nelson ve Cox

2004, Whitehurst ve Van Oort 2010).

Enzimler katalizor olarak, kimyasal reaksiyonlar1 hizlandirmada ve bir molekiilii diger
bir molekiile doniistiirmede kullanilir. Bu islevi enzim kendisi degisiklige ugramadan
yerine getirir (Karademir ve ark. 2002, Nelson ve Cox 2004). Enzimlerin kimyasal
katalizorlerden en biiyiik farki 6zgiil (spesifik) olmalaridir. Enzimlerin reaksiyon ve
substrat spesifikligi olmak {izere iki Onemli oOzgiilliikkleri bulunmaktadir. Enzim
reaksiyon spesifikliginden anlagilan, substratin bir¢ok degisim reaksiyonu miimkiin
iken, enzimin substrat1 bu yollardan sadece birine gore katalize etmesidir. Enzimlerin
substrat spesifikliginden anlasilan ise, bir ortamda bulunan ve yapilar1 birbirine ¢ok
benzeyen c¢esitli substratlardan yalniz biriyle reaksiyon vermelidir. Fakat ¢ok az
miktardaki enzim c¢ok fazla miktardaki substratla reaksiyona girebilir (Smith 2004).
Substrat agisindan enzim spesifikliginin protein kismi tarafindan gergeklestirildigi kabul

edilmektedir (Karapinar 2002).



Enzimler, binlerce yildir igecek, ekmek ve peynir yapimi gibi islemlerde farkinda
olunmadan kullanilmistir. Bu nedenle alkol fermentasyonu, bira ve ekmek yapimi gibi
islemler ilk biyoteknolojik islemler olarak tanimlanabilirler. Ornegin; sarap iiretiminde
mayalarin kullanimu ilk olarak M.O. 2100 civarinda Hammurabi Yasalarinda bahsedilen
bir tekniktir. Fakat ham enzim preperatlarinin  kullanimi canli  organizmanin
kullanimindan daha eskidir. M.O. 600 civarinda Homerus'un ilyada (Truva) destaninda
peynir iiretiminde siitiin kesilmesi i¢in "ficin" denilen incir agacindan elde edilen sivinin
kullaniomindan bahsedilmistir (Buxbaum 2007). 1896'da batida gercek modern
mikrobiyal enzim teknolojisi "takadiastase" denilen nisastanin sindirimini saglayan
enzimin ticareti ile baglamistir. Bu dogudan bati toplumuna &nemli bir teknolojik

transferdir (Uhlig 1998, Aygan 2008).

Organik kimyada kullanilan metotlar ile gergeklestirilmesi c¢ok gilic olan ya da
gerceklestirilmesi miimkiin olmayan bir¢ok reaksiyonun uygun enzimlerle kolaylikla
gerceklesmesi, enzimlerin canli hiicrelerden izole edilerek ¢esitli amaclar igin
kullanilmast  fikrini dogurmustur. Enzimlerin bu 0Ozellikleri, gida iretimi,
biyoremediasyon ve ilag gibi bir¢ok farkli endiistriyel alanda kullanimlariin giderek

yayginlasmasina neden olmustur. Bu uygulamalar genel olarak enzim teknolojisi

seklinde adlandirilmaktadir (Smith 2004).

Enzimler basta gida sanayisi olmak iizere deterjan endiistrisinde, kagit liretiminde, deri
islenmesinde, tekstil endiistri gibi diger endiistriyel alanlarda da kullanildig1 gibi tipta
teshis ve tedavide de genis bir kullanim alanina sahiptir (Daniels 1992, Kirk ve ark.
2002). Endiistriyel enzimlerin en biiylik piyasasini deterjan endiistrisi olusturmaktadir
(Saeki ve ark. 2007). Deterjan katki maddesi olarak enzimlerin kullanim1 hem deger
hem de hacim olarak endiistriyel enzimlerin hala en genis uygulamasi goriiniimiindedir
(Kirk ve ark. 2002). Fakat, firincilik ve hayvan yemi endiistrilerinde enzim kullaniminda
son yillarda hizli bir artig goriilmiistiir. Enzimler gida endiistrisinde genel olarak degisik
bir iirlin elde etmek veya f{iriine istenilen Ozellikler kazandirmak amaciyla
kullanilmaktadir. Ayrica gida ham maddelerindeki toksik veya beslenme degerini
diisiiriici bilesiklerin uzaklagtirilmasinda enzimatik yollara bagvurulmustur (MEGEP

2007).



Glinlimiizde, ticari amagh gidalar en az bir tane enzim tarafindan iiretilen madde
icermektedir. Bu gidalarin cesitliligi bize enzimlerin kullanim alanlarmin farkliligini
gostermektedir. Bu gidasal kullanim alanlarina tatlandiricilar, ¢ikolata suruplari, firin
irtinleri, alkollii i¢kiler, 6nceden pisirilmis tahillar, bebek gidalari, balik yemleri, peynir
ve siit iirlinleri, yaumurta {iriinleri, meyve suyu, alkolsiiz icecekler, bitkisel yag ve sebze
corbasi, sekerleme, baharat ve c¢esni Oziitleri ve likit kahve tiriinleri 6rnek olarak
verilebilir. Bununla beraber hamur olgunlastirmada, biranin soguga dayaniklilig1 ve etin
yumusatilmasi gibi uygulamalarda da enzimlerin kullanimi s6z konusudur (Enzyme
Technical Association 2001). Ilk enzim uygulamalarinda kaynak olarak bitkiler ve
hayvanlar tercih edilmis olsa da giiniimiizde endiistride kullanilan enzimlerin yaklagik
% 901 mikroorganizmalardan iretilmektedir (Wolfgang 2004). Mikrobiyal kaynakli
enzimlerin tercih edilmesinin sebebi, mikroorganizma kaynakli enzimlerin bitkisel ve
hayvansal kaynakli enzimlere gore katalitik aktivitelerinin ¢ok yiiksek olmalari,
istenmeyen yan {iriin olusturmamalari, daha stabil ve ucuz olmalari, fazla miktarda elde
edilebilmeleridir (Zeman ve McCrea 1985, Wiseman 1987). Ayrica mikrobiyal enzimler
yenilenebilir kaynaklardan {iretilmesi ve biyolojik olarak bozulabilmesi de bu
nedenlerin arasindadir. Bununla birlikte enzimlerin liretiminden elde edilen atiklarin
toprak verimini arttirmada gilibre olarak tarimsal arazilerde kullanilabilirligi de
mikrabiyal enzim kullanimini arttirmaktadir. Mikroorganizmalar yalnizca enzim iiretme
yeteneklerine gore degil, mikroorganizmalarin toksik ve patojen olmamasina gore de
secilmistir (Demain ve Solomon 1981). Bu giline kadar 2 000'den fazla enzim
tanimlanmis olup, bunlar arasinda yaklasik 100 tanesi ticari kullanima uygun
bulunmasina ragmen giinlimiizde sadece 18 tanesi endiistriyel amagla kullanilmaktadir

(Zeman ve McCrea 1985).

Endiistriyel alanda kullanilan enzimler ¢ok ¢esitli  biyolojik kaynaklardan
iiretilmektedirler. Bunlarin yaklasik %601 filamentoz fungi, %24'ii bakteriler, %6's1

hayvanlar, %4'i mayalar ve %2'si Streptomyces tarafindan tiretilmektedir (Lowe 2001).

Biyoteknoloji sayesinde, yeni tiir enzimlerin biiyiikk Ol¢eklerde ve ekonomik olarak
iretilmesi miimkiin olmustur. Buna gore endiistride faydali olan ve ticari olarak

kullanilan enzimler, bir {iriiniin iiretilmesinde baz1 avantajlara sahip olmalidirlar. Buna



gore, bir enzimin herhangi bir endiistri alaninda kullanilabilmesi icin, maliyet
bakimindan ucuz olmasi, ¢ok farkli alanlarda kullanilabilme 6zelligine sahip olmasi ve
en Oonemlisi de enzimin alerjik ya da toksik etkiye sahip olmamas1 ve giivenilir olmasi

gerekmektedir (Wiseman 1987, Sarikaya 1995).

2012 yilinda endiistriyel enzimlerin diinya piyasasindaki pay1 4,5 milyar ve 2013 yilinda
4,8 milyar Dolar civarinda olacagi tahmin edilmektedir. Bu pazarin 2013-2018 yillar
arasinda yaklasik olarak 9%38,2'lik biliylime orami ile 7,1 milyar Dolara ulasmasi
beklenmektedir (Anonim 2014). Diinya piyasasinda kullanilan endiistriyel enzimlerin
yaklasik %601 Avrupa'da, %401 da ABD ve Japonya'da iiretilmistir. Cesitli endiistriyel
alanlarda kullanilan enzimlerin dagilimlarina bakildiginda gida endiistrisinde %41,
deterjan endiistrisinde %34, tekstilde %11, deri endiistrisinde %3, kagit endiistrisinde
%1 ve diger uygulamalarda %6 oraninda enzim kullanilmaktadir (Smith 2004).
Endiistride kullanilan enzimlerin yaklasik %75'1 hidrolitik enzimlerden olugmaktadir.
Kullanim sirasma bakilacak olursa proteaz grubundaki enzimler ilk siradayken,
karbonhidratlar1 parcalayan enzimler ikinci sirada yer almaktadir (Harwood 1992, Bhat
2000). Mikrobiyal enzimlerin diinya genelinde yillik kullanim degerleri, %25 alkaline
proteaz, %21 diger proteazlar, %18 amilaz, %10 renin, %3 tripsin, %3 lipaz, %10
karbonhidratlar1 pargalayan diger enzimler (selillaz ve ksilanaz gibi), %10 farmasotik
enzimler olacak sekilde bir dagilim gostermektedir (Rao ve ark. 1998). Diger enzimler
ise 2011 yilinda 1,5 milyon dolarlik pazar payina sahipken 2016 yilinda bu paym %8,7
biiyliyerek 2,2 milyon dolara yilikselmesi beklenmektedir (Sekil 1.1).
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Sekil 1.1. Kiiresel endiistriyel enzim pazar1 2009-2016 (Anonim 2012)



Endiistriyel enzimler i¢inde hayvan beslenmesinde kullanilan yem enzimlerinin
pazariin 2014 yil itibari ile 725 milyon Dolar civarinda oldugu ve bu rakamin 2017
yilinda 1 milyar Dolar1 gececegi tahmin edilmektedir. Hayvan beslenmesinde kullanilan
enzimler  igerisinde  fitaz = %60 ile Onemli  bir yer  tutmaktadir

(http://www.feedinfo.com/console/PageViewer.aspx?page=3803488).

Hayvanlarin beslenmesinde kullanilan yemlerin biiyiik bir kismini tahil, baklagil ve
yagli tohumlar ve onlarin yan {iriinleri olusturmaktadir. Bu iirlinler 6nemli miktarda fitik
asit icermektedir. Bununla birlikte fitik asit, bu iriinlerdeki fosfor, kalsiyum, ¢inko,
magnezyum, mangan, bakir, demir gibi elementler ve protein, aminoasit ve nigasta gibi
molekiiller ile suda ¢6ziinmez kompleksler olusturmaktadir. Fitik asitin bir veya iki
degerli katyonlarla olusturdugu karisik tuzlari olarak adlandirilan fitat fosfatin en biiyiik
depo formu olup, tahil ve baklagillerdeki toplam fosforun %80'den fazlasin1 olusturur.
Fosfor ise, hayvan viicudunda en ¢ok bulunan 6nemli mineraldir ve yaklasik %80'i
kemik ve dislerde bulunur. Bununla birlikte fosfor kemik ve iskelet gelisimi ile birlikte,
basta enerji metabolizmas1 olmak iizere bir¢ok enzim sisteminin de yapisina katilir.
Yemlerdeki materyallerindeki fosforun dnemli bir kismi (%50-90) fitik asit seklinde
bulundugu i¢in rasyonlara genellikle inorganik fosfor ek yem seklinde katilir. Bu durum
ise ¢evreyi Ozellikle yeralt1 ve {istii su kaynaklarini fosfor yoniinden tehlikeli bir duruma
getirerek ¢evresel fosfat kirlenmesine yol agmaktadir. Bu sebeple fitatin hidrolizi mutlak
surete gereklidir. Fitat1 hidrolizini saglamak amach kimyasal ve fiziksel metodlar
kullanilmasina ragmen, bu yoOntemlerin pahali olmasi ve gidanin besin degerini
diisiirmesi bunlara alternatif olarak kullanilan fitazlarin endiistriyel acidan 6nemini
arttirmaktadir. Endiistriyel agidan 6nemli enzimlerden olan fitazlar, tahillar, baklagil ve
yagli tohumlarin 6nemli bir igerigi olan fitat1 hidrolize eden enzim olup, fitat1 inorganik
monofosfat, myo-inositol fosfat ve serbest myo-inositol'e hidrolize etmektedir (Kerovuo

ve Tynkkynen 2000).

Fitaz enzimi bakteri, fungus ve maya gibi mikroorganizmalar tarafindan
sentezlenmektedir. Glinlimiizde ticari olarak iiretimde toprak fungusu olan Aspergillus

kullanilsa da, substrat spesifikligi, proteolisise karsi direng gostermesi ve katalitik


http://www.feedinfo.com/console/PageViewer.aspx?page=3803488

aktivitesi gibi Ozelliklerinden dolay1r bakteriyel fitazlar, fungal enzimlere alternatif
olusturabilmektedir (Konietzny ve Greiner 2004). Aerobacter aerogenes (Greaves ve
ark. 1967), Pseudomonas sp. (Irving ve Cosgrove 1971), B. subtilis (Powar ve
Jagannathan 1982), Klebsiella sp. (Shah ve Parekh 1990), B. subtilis (natto) (Shimizu
1992), E. coli (Greiner ve ark. 1993), Enterobacter sp. 4 (Yoon ve ark. 1996) ve
Bacillus sp. DS11 (Kim ve ark. 1998a) gibi bakteriler iyi birer fitaz {ireticisi olarak rapor
edilmistir. Ozellikle Bacillus suslar1 patojen olmamalar1 ve sentezledikleri fitaz1 hiicre

disina salgilama yeteneginde olduklarindan endiistride 6nemli bir yere sahiptir.

Endiistriyel enzim {retiminde genellikle mikroorganizmalar kullanilmaktadir.
Mikrobiyal yolla enzim iiretiminin ilk asamasi uygun mikroorganizmanin se¢imidir.
Bununla birlikte kiiltiir ortami ve fermantasyon kosullar1 da enzim iretimini
etkilemektedir. Uretimi arttirmak icin kiiltiir ortami ve fermantasyon kosullarmin
optimize edilmesinin yaninda modifiye edilmis mikroorganizmalar da kullanilmasi
yoluna gidilmistir. Bu amagla rekombinant suslar gelistirilmistir ve enzim tiiretiminde
kullanilmaya baslanmistir. Bu sekilde fitaz enzimini iireten mikroorganizmalardan da
fitaz geni klonlanarak ifade edilmis ve iiretim kosullar1 optimize edilmistir. Bacillus sp.
fitaz1 E.coli'de (Kim ve ark. 1998b), B. amyloliquefaciens fitaz1 B. subtilis'de (Kim ve
ark. 1999), Schwanniomyces occidentalis fitazi Candida boidinii'de (Nakamura ve ark.
1999), A. ficuum fitaz1 Nicotiana tabacum'da (Ullah ve ark. 1999), A.niger fitazi
E.coli'de (Phillippy ve Mullaney 1997) klonlanmis ve ifade edilmistir.

Diinyada oldugu gibi Tiirkiye'de de enzim kullanimi her gegen giin artmaktadir. Bu tez
kapsaminda arastirilacak olan fitaz enzimi, yem endiistrisi tarafindan kullanilan ve her
gecen giin kullanim orani artan bir enzimdir. Bu amagla, Tiirkiye'deki 30 farkli ilden
alinmig olan toprak orneklerinden izole edilecek olan yeni Bacillus sp. suslarindan
maksimum fitaz enzim aktivitesi gosteren bir adet Bacillus sp. susu izole edilecektir. Bu
susun fitaz enzimi geni uygun bir vektor aracilifi ile ara konak¢i olan E.coli'de
klonlanacaktir. Ayrica fitaz enziminin sekans analizi yapilarak, literatiirdeki fitaz

sekanslari ile karsilastirilacaktir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Fitik asit tarihgesi, yapisi ve ozellikleri

Fitik asitin (myo-inositol 1,2,3,4,5,6 hekzakis dihidrojen fosfat) kimyasal yapisi
hakkindaki c¢alismalar ilk olarak 1855 yilinda baslamistir. Fitik asitin taninmasi ise,
1856 yilinda Harting adli aragtirmacinin ¢esitli bitkisel tohumlardan, bitkinin
bliylimesinde depo islevi gordiigii diislinlilen kiiglik vezikiilleri izole etmesi ile
saptanmustir. Harting, bu vezikiillerin nisasta igermedigini, ancak tohumun gelismesinde
onemli rolii oldugunu bildirmistir. 1872 yilinda Pfeffer, fitat1 ilk kez bitki tohumlarindan
izole etmis ve kalsiyum, magnezyum ve fosfor i¢ceren, ancak azot icermeyen organik bir
kompleks oldugunu belirtmistir (Reddy ve ark. 1982). Pek ¢ok arastirmaci tarafindan
yapilan ¢alismalarda, bu bilesik i¢in ¢esitli kimyasal yapilar gosterilmistir. Fitik asidin
konformasyonel yapisi1 X-ray analizi ve 3'P -NMR igeren modern kimyasal analizlerle

artik bilinmektedir.

Fitik asitin kimyasal yapisi ile ilgili olarak ¢ok fazla ¢alisma yapilmis ve pek ¢ok model
onerilmistir. Anderson simetrik hekzaortofosfat yapisi ve Neuberg asimetrik hidrate
trifosfat yapisin1 6nermistir. En ¢cok bu iki model tartisilmis ve Anderson'un modeli olan
myo-inositol hekzaortofosfat modeli kabul gérmiistiir. Bu modele gore basit bir seker
olan myo-inositol, alt1 tane fosforik asitle kombine olmustur (Sekil 2.1) (Lasztity ve
Lasztity 1990). Fitik asit; myo-inositol halkas1 ve buna bagl alt1 inorganik fosfattan
olusan bir ester asitidi olup, sistematik adi myo-inositol 1,2,3,4,5,6 hekzakis dihidrojen
fosfat veya myo-inositol hekzakisfosfat'dir (Graf 1986, Sathe ve Reddy 2002, Selle ve
Ravindran 2007). Molekiiler formiilii, C¢Hi1s024Ps olup molekiiler agirhigi 660,04
g/mol'diir (Kumar ve ark. 2010).

H, O, PO
H,O_ PO

S
H,O, PO 1

Sekil 2.1. Fitik asitin kimyasal yapis1



Fitik asit bitkilerin, tohum, tane, kok, yumru, polen ve sporlarinda; kus ve
kaplumbagalarin eritrositlerinde; organik topraklarda bulunur (Erdman ve Forbes 1977,
Adeyeye ve ark. 2000, Feil 2001). Fitik asit en yiiksek oranda; hububat, baklagil ve sert
kabuklu yemislerde, orta diizeyde; enginar, patates, ¢ilek ve incirde, az miktarda; elma,
brokoli, havu¢ ve yesil fasiilyede bulunur. Turunggil, muz, kereviz, mantar ve kuru
erikte fitik asit bulunmaz (Harland ve Harland 1980). Tahillardaki fitik asit miktar1 iklim

kosullar1, lokasyon, sulama ve toprak ¢esidi gibi pek ¢ok faktdrden etkilenir.

Fitik asit baklagiller, tahil, yagli tohum, polen ve sert kabuklu meyvelerde %1-5
oraninda bulunan bir bilesendir. Tahillardaki fitik asit miktar1 %0,5-2 arasinda
degismektedir. Ornegin; bugdayda %0,6-1,35, arpada %0,97-1,13, misirda %0,53-0,89,
yulafta %0,77-1,01, tritikalede %0,5-1,89 arasindadir (Bassiri ve Nahapetian 1977,
Lasztity ve Lasztity 1990). Tahil ve baklagillerde bulunan fitik asitin 6nemli bir miktar1
tohum olgunlasmasi sirasinda birikir (Honke ve ark. 1988). Tahildaki fitik asit genellikle
aloron tabakasinda daha yogun olarak bulunur ve bu yogunluk embiryoya dogru azalir.

Fakat misirda diger tahillardan olarak fitik asitin neredeyse tamami embriyoda bulunur.

Fitik asitin tuzlan fitat olarak adlandirilir. Fitatlar, fitik asitin anyon formudur. Fitin ise
daha ¢ok fitik asitin kalsiyum, magnezyum ya da potasyum tuzlarini ifade eder (Forbes
ve ark. 1983, Onyango ve ark. 2005, Karimi 2006).

Fitin daha ¢ok bitki tohumlarinda bulunmaktadir. Fakat farkli bitki tohumlarinda fitinin
bulundugu yerler farkliliklar gostermektedir. Misir tanesinde bulunan fitinin %90'1 germ
icerisinde, bugday ve piringte ise fitinin biiyiik kism1 aleuron tabakasinda ve dis kisimda
bulunan kepekte yer almaktadir (Rao ve Reddy 2007). Bir¢ok yagl tohumda ve baklagil
tanelerinde ise fitin, proteine bagl olarak globoid ad1 verilen subseliiler inkliizyonlarin
icerisinde yogunlagsmis halde tiim tohuma dagilmis sekilde bulunur (Ravindran ve ark

1995).

Fitat baglica bitki tohumlarinda bulunmaktadir (Ravindran ve ark. 1995). Fitat diizeyi
bugdaygil tanelerinde %0,06-2,22, bugdaygil yan iiriinlerinde ve protein kaynagi
yemlerde %0,08—6 arasinda bulunmaktadir (Reddy 2002). Bugdaygil taneleri (muisir,



arpa, bugday, yulaf) ve baklagil taneleri gibi rasyonlarda sik kullanilan yem
maddelerinde fitat diizeyi oldukca benzerlik gostermektedir ve bu diizey yaklagik olarak
yem kuru maddesinin %0,25'1 kadardir. Genellikle yagli tohum kiispelerinde fitat diizeyi
daha yiiksektir. Ornegin; soya fasulyesi kiispesinde %0,39, kolza kiispesinde %0,70,
pamuk tohumu kiispesinde %0,84 ve aycicegi kiispesinde 9%0,89'dur. Son
aragtirmalarda, parlatilmis pirincin tiim tahillar igerisinde en az diizeyde (< %0,25) fitat
icerdigini bildirmistir(Reddy 2002). Bununla birlikte fitat piringte en fazla embriyo ve
perikarpta bulunur (Maenz 2001).

Fitik asitin tuz formu olan fitat, tahil ve baklagillerde fosforun depo formudur ve toplam
fosforun %80'den fazlasim olusturur. Ornegin; musir tohumlar, %0.89 fitik asit
icermektedir ki bu oran total fosforun %88'ini olusturur. Bu nedenle fitat genellikle
fosfor ve myo-inositol depo sekli gibi kabul edilir. Her iki madde de tohumun
cimlenmesi i¢in gereklidir (Laboure ve ark. 1993). Tohumlarin yani sira yan
iiriinlerinde de %1-2 oraninda fitik asit bulunmaktadir ve bu oran tohumlardaki toplam
fosforun %60'dan fazlasii olusturmaktadir (Reddy ve ark. 1982). Ornegin; kahverengi
piringte bulunan fosforun en az %80'1 ve islenmis piringte bulunan fosforun en az %401
fitata baghdir. Piring kepegi tiim tahil kepekleri igerisinde en yliksek fosfor diizeyine
sahiptir ve bunun %90" fitat formundadir (Puminn 2003).

Fitik asitin hem besin maddesi hem de anti-besinsel faktor oldugu bildirilmektedir
(Pallauf ve Rimbach 1997a). Besin maddesi olarak diisiiniildiigiinde; fitik asitler fosfor
iceriklerinden dolay1 hayvan yemlerinde temel fosfor kaynagidir (Reddy ve ark. 1982).
Bitkisel kokenli yem maddelerinde bulunan toplam fosforun yaklasik %50-80'1 fitat
fosforu seklinde olup, fitik asidin fosfor igerigi %28,2'dir (Ravidran ve ark. 1995).
Ruminantlar gibi fitat molekiiliindeki fosforunun serbest birakilmasini saglayabilen
hayvanlar, fosfor gereksinimlerini bitkisel yem materyalindeki fosfor ile
karsilayabilmektedirler (Ketola ve Harland 1993). Yem materyali lizerinde bir takim
degisiklikler —uygulanmazsa genellikle fitat fosforunun biiyilk bir kismi
degerlendirilememekte ve inorganik fosfor kaynaklarmin yem materyaline eklenmemesi
durumunda hayvanin gereksinim duydugu fosfat diizeyi karsilanamamaktadir. Bu

nedenle fitik asit cogunlukla antinutrisyonel faktor olarak degerlendirilmektedir. Yani



kanathillar ve domuzlar gibi tek mideli hayvanlar fitat fosforunun bir kismini veya

tamamini degerlendirilememektedir (Pallauf ve Rimbach 1997b).

Fitik asit kimyasal yapis1 geregi 6 fosfat grubu igerir ve anyon oldugu i¢in fizyolojik
pH'da sadece fosforu degil diger katyon, protein, aminoasit ve nisasta gibi molekiillere
baglanir veya selat bilesikleri olusturur (McKnight 1997). Fitik asitin protein, mineral
ve nisasta ile olusturdugu kompleks yap1 Sekil 2.2'de gosterilmistir (Kornegay 2001).

Sekil 2.2. Fitik asitin protein ve nisasta ile olusturdugu bilesigin yapisi (Kornegay 2001)

Fitik asit molekiiliiler yapis1 geregi pH'in bazik veya notr oldugu ortamlarda ve sindirim
kanalinda gii¢lii bir sekilde negatif yiik ile yiikliidiir. Cilinkii Costello ve ark. (1976)'na
gore fitat molekiilii {izerinde 12 adet proton ayrilma bdlgesi/reaktif alan bulunmaktadir.
Bu reaktif alanlarin altis1 gii¢lii asidik yapidadir ve pKa degerleri yaklagik olarak 1.5'tir.
Ug tanesi zayif asidik yapidadir ve pKa degerleri 5.7, 6.8 ve 7.6'dir. Diger iigii ise
oldukca zayif asidik yapidadir ve pKa degerleri 10'un {izerindedir. Bu nedenle nétr
pH'da Zn?*, Cu?*, Ni**, Co?*, Mg?*, Mn?*, Fe?*, Fe3' ve Ca?" gibi divalent ve trivalent
katyonlara, kararli bilesikler olan erimeyen tuzlar1 olusturacak sekilde baglama
yetenegine sahiptir. Mineral iyonlar1 bir ya da birden fazla fosfat grubuyla baglanip
kompleks olusturabilir. Proteinler izoelektrik noktalarinin altindaki pH degerlerinde
pozitif yiiklii olduklarindan elektrostatik ¢ekimle fitik asite baglanirlar. Sonucta, fitat
fosfora benzer sekilde bilesik olusturdugu maddelerin  yararlanilabilirligini

azaltmaktadir (Rao ve Reddy 2007, Rickard ve Thompson 1997).
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Cogu fitik asit mineral kompleksinin fizyolojik pH 4.0-6.0'da ¢oziintirliigii cok diisiiktiir
hatta bazi fitatlar bu pH'da hi¢ ¢6zlinmez. Bu durumda fitik asit ile divalent katyolarin
olusturdugu kompleks, normal gastrointestinal pH da, yani pH 4.0-8.0 arasinda en az
cOziintlirliiktedir. Bu yiizden fitat-mineral bilesikleri sivida ¢6zlinmiis selatlar halinde
veya sivilarda ¢okelti olusturan bilesikler halinde bulunmaktadir (Maenz 2001). Olusan
selatlarin bagirsak ortaminda ¢okmesiyle s6z konusu minerallerin emilimi de olumsuz
yonde etkilenir (Oberleas 1973). Fitat fosfor hidrolizini engelleyen katyonlarin nétr pH
kosullarinda bu etkileri bakimindan, Zn?" > Fe?* > Mn?* > Fe3* > Ca?* > Mg?* seklinde
bir derecelendirme yapilmaktadir (Maenz ve ark. 1999). Yani Zn?", fitat ile en kararh
bilesigi olusturur. pH'nin diismesi minerallerin fitat hidrolizini baskilama diizeylerini
azaltmaktadir. pH'nin diismesiyle fitat iizerinde bulunan zayif asit fosfat gruplarindaki
mineraller serbest kalmakta ve fitaza direngli mineral-fitat bilesikleri fitaza kars1 duyarl

hale dontismektedir (Maenz 2001).

Fitik asitler sindirim sistemi ortaminda pepsin-tripsin gibi proteolitik enzimler (Singh ve
Krikorian 1982) ile protein ve aminoasitler lizerinde de negatif bir etki yaratmaktadir
(ODell ve Borland 1976, Knuckles ve ark. 1985). Ciinkii fitik asitler; fitat-protein veya
fitat-mineral-protein kompleksini olusturarak protein degerlendirilebilirligini azalttig1
gibi nigasta ile kompleks olusturarak nisasta sindirimini de engellemektedir (Thompson
ve ark. 1987). Ayrica fitat aminoasitlerle de bilesikler olusturarak aminoasitler iizerine
olan enzim etkinliklerinin engellenmesine ve dolayisiyla sindirilebilirliklerinin
diismesine de neden olmaktadir. Yani serbest fitik asit bilesikleri Ca?*, Cu?*, Co*", Mg?",
Fe?*, Fe3*, Mn?" ve Zn?" gibi mineral maddeler ve proteinler ile erimeyen kompleks
bilesikler olusturarak, sindirim ve emilimlerini engellemekte ve var olan besin
maddelerinin kullanimimi smirlamaktadir (Sarifakiogullar1 ve Onol 1998, Senkoylii

2002, Raboy 2001).

Monogastrik hayvanlarda (kanatli hayvanlar, domuz, balik vb.) fitat fosforunun
kullanilabilirliginin diisitk olmasi, ¢evresel kirlilik bakimindan da biiylik 6nem
tagimaktadir. Monogastrik hayvanlar sindirim sistemlerindeki diigiik fitaz seviyesinden
dolayi, fitik asidi metabolize edemezler, inorganik fosforu digki ile atarlar (Han ve ark.

1999). Ayrica monogastrik hayvanlarin (domuz, balik ve kanath hayvanlar)
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degerlendiremedikleri fitat fosforu yerine karmalara inorganik fosfor kaynaklar1 ilave
edilmekte bu da iiretim maliyetlerini arttirmaktadir (Kerovuo 2000, Erkek ve Unlii
2003). Degerlendirilemeyerek giibre ile atilan fosfor, bir taraftan rasyon maliyetini
artirirken, diger taraftan da toprak ve su kirliligine neden olmaktadir (Sharpley 1999,
Senkdylii 2002).

Kanatli karma yemlerinin hazirlanmasinda kullanilan bitkisel yem kaynaklarmin
tiimiinde, fosforun biiyiik bir kismi1 ( yaklasik 2/3'i ) fitata bagli formda bulunur. Ayrica
bu ham maddelerdeki endojen fitaz aktivitesinin yetersizligi ve kanatlilardaki sindirim
aktivitesinin yoksunlugu sebebiyle fosfordan yararlanim son derece diisiiktiir. Bu
sebeple, yapisal ve metabolik gelisim i¢in esansiyel bir mineral olan fosfat ihtiyacinin
karsilanmas1 amaciyla kanath rasyonlarinda inorganik fosfat kaynaklarinin kullanimi
kacinilmaz olmustur (Anonim 1994). Rasyona ilave edilecek inorganik fosfor kaynagi
enerji ve proteinden sonra 3. derecede pahali ham maddedir. Bu da iiretim maliyetini
dogrudan arttirmaktadir. Ancak, inorganik fosforun da biiylik kismi tipk: fitata bagh
fosfor gibi digk: ile atilmaktadir. Rasyonda inorganik fosfor kullanimi, hem ekonomik
hem c¢evresel etkiler yaratmaktadir (Boling 1999). Bu olumsuz etkilerin ortadan
kaldirilmasi veya azaltilmas1 amaciyla son yillarda kanatli hayvanlarinin yemlerine fitaz
enziminin kullanimi yayginlagsmaya baglamigtir. Fitazin, giibreyle atilan fosfor
miktarinda meydana getirmis oldugu azalma, net olarak %20 ile 50 arasinda
degismektedir (Kornegay 2001). Ornegin; Paik (2003) yaptig1 arastirmada yararlanabilir
fosfor gereksiniminin 1 g/kg altinda beslenen etlik piliclerde rasyona 500 FTU/kg
diizeyinde fitaz enzimi katilmasinin digki yoluyla fitat fosforu atilimini %29,6 oraninda

azalttigini belirtmistir.

Baliklar, yem maddeleri igerisindeki fitat fosforundan yararlanacak sindirim enzimine
sahip olmadigindan suda fosfor birikimi meydana gelmektedir. Bu nedenle fitaz su
irlinleri iiretmede, hem diisiik fiyath bitkisel kokenli maddelerin kullanimini artirmak
hem de suda fosforu kabul edilebilir seviyede tutabilmek i¢in kullanilmaktadir. Balik
beslemesinde, yiiksek seviyelerde bitkisel kokenli maddeler iceren yemlerde fitaz
enziminin kullanilmasi ile ilgili bir¢ok ¢alisma yiiriitiilmektedir (Robinson ve ark. 1996,

Mwachireya ve ark. 1999).
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Tath sularda yasayan su yosunu ve benzeri bitkiler i¢in fosfor simirlayici bir besin
maddesidir. Giibre ile atilmis serbest fosforun akarsu ve gollere karigmasiyla bu sularin
fosfor diizeyini ylikselir. Besin maddesine doniistiiriilebilen organik maddelerin artmasi
tathi sulardaki su yosunu (alg) ve sucul bitki miktarinin artmasina yol agar. Alg ve sucul
bitkilerin hizl1 gelisimi suda besin elementlerinin azalmasina ve bulanilikligin artmasina
neden oldugu i¢in iiretkenlik belirli bir siire sonra azalir. Ayrica su yiizeyinde olusan alg
tabakasi giines 151g1in sucul bitkilere ulagsmasini engelleyerek sucul bitkilerin 6lmesine
yol acar. Artan alg iiremesi ile 6lmiis bitki materyali dibe ¢oker. Ortamdaki aerobik
bakteriler oksijeni kullanarak 6lmiis alg ve sucul bitkileri pargalayarak hizla ¢cogalirlar.
Bunun sonucu olarak ortamim oksijen igerigi azalir. Sudaki oksijen tlikendiginde
ortamda anaerobik bakteriler faaliyet gostermeye baslar ve anaerobik metabolizmanin
irlinii olan NH3, HoS, CHy4 gibi gazlar agiga c¢ikar. Sonug olarak tatli sularda canli
Oliimleri artar, ekolojik denge bozulur ve ¢evre kirliligi sorunlar1 ortaya ¢ikar (Sharpley
ve ark. 1994, Sharpley 1999). Ozellikle asir1 derecede biiyiiyen mavi-yesil algler toksin
iirettiklerinden insan ve hayvan saglig1 i¢in onemli tehlike unsurlaridir (Kotak ve ark.
1993). Tarimsal uygulamalarda giibre olarak kullanilan hayvan digkilar1 fosfor kirligi
olusmasinda birincil kaynaklardir. Yaklasik olarak nehirlerin %60' ve gdllerin %50'sinin
tarimsal uygulamalar tarafindan olumsuz yonde etkilendigi bildirilmistir (Daniel ve ark.

1998).

Kanatlilar rasyon proteininin ancak yaklasik %40'idan yararlanabilmektedir (Lopez ve
Leeson 1995). Bitkisel yem maddelerindeki fitat fosforunun yarayishgi yeme ilave
edilen mikrobiyal fitaz ile arttirilarak fosfor ve kalsiyum sindirilebilirligi arttirildig gibi,
yemin sindirilebilir enerji ve sindirilebilir protein oranlarinda artis meydana geldiginden
yemden yararlanmada gelisme saglanir ve diskiyla atilan fosfor ve nitrojen oranlarinda
azalma meydana geldiginden tavukguluk yapilan yerlerde toprak ve su, dolayisiyla
cevre kirliligi azalir. Bu bakimdan son yillarda kanatlilar i¢in rasyon formiile ederken
yeme fitaz enzimi de katilarak yemden yararlanmada artis ve biiylimede gelisme
saglanir. Otrofikasyona etki yapan besin maddelerinden biri de nitrojendir. Bu sebeple
yapilabilecek degisikliklerden ilk akla gelen, rasyon protein seviyesinin azaltilmasidir.
Rasyon protein igerigi azaltildiginda kanathi diskilar1 ile ¢evreye atilan nitrojen

miktarinin azaldig: bildirilmektedir (Szczurek ve Pisulewski 1996).
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Fitik asitin olumsuz etkilerinin yanisira, bazi olumlu etkilerininde oldugu
bildirilmektedir. Fitik asidin tohum ve tanelerde fosfor deposu olma, enerji kaynagi
olma, katyon kaynagi olma, myo-inositol kaynagi olma, dormansinin baslatilmasi gibi
fonksiyonlar1 vardir (Reddy ve ark. 1989). Graf ve arkadaslar1 (1987) tarafindan fitik
asitin tohumlarda dormansi sirasinda dogal bir antioksidan rolii iistlendigi goriilmiistiir.
Ayrica fitik asitin serbest demiri selatlamasi nedeniyle, giiclii bir dogal antioksidan
oldugu belirlemistir (Laboure ve ark. 1993). Antioksidan 6zelligi nedeniyle fitat iceren
besinlerin tiiketimi, ¢esitli kanserlere (kolon kanseri, gégiis kanseri, prostat kanseri,
karaciger kanseri, rabdomiyosarkom, pankreas kanseri, kan ve kemik iligi kanseri) kars1
koruma saglar ve antimutajenik, hipolipidemik, hipokolesterolemik 6zelliktedir. Ayrica
pthtilasmay1, dis clirlimesini, bobrek tast olusumunu, HIV (HIV-1), obezite, diyabet,
kroner kalp rahatsizliklar1 ve damar sertlesmesinin bir tiirii olan aterosklerozu 6nleyici
etkiye sahiptir. Parkinson ve Alzheimer hastaliginin tedavisinde, hiicrelerin dogal
bagisiklik aktivitesinin arttirilmasini ve agir metal toksisitesini azaltilmasini saglar. Bu
sebeple besinlerdeki yiiksek fitik asit iceriginin géz oniinde tutulmasi geregi on plana
cikmaktadir (Vats ve Banerjee 2004, Tolay ve ark. 2005, Kumar ve ark. 2010). Son
veriler, fitatin antikanser etkilerinin sinyal iletim yollarinda, hiicre dongiisii diizenleyici
genlerinde, farklilasmis genlerde, onkogenler ve tumor baskilayic1 genlerde 6nemli rol
oynadigini diisiindiirmektedir (Shamsuddin 1999, Selle ve ark. 2000, Greiner ve ark.
1997).

Myo-inositol fosfatlar hayvan hiicrelerinde de bulunmustur. Ancak hayvan
hiicrelerindeki bu bilesikler fosfor deposu ya da myo-inositol deposu olarak rol
almazlar. Bunlarin temel rolli, hiicre zar1 yapisinin saglamligi ve biitiinliigiini
saglamaktir. Bununla birlikte inositol fosfat tiirevleri biyoteknoloji ve ila¢ sanayisinde

bazi1 yararli uygulamalarda kullanilmaktadirlar.

2.2.Fitaz Enzimi (myo-inositol hexakisphosphate phosphohydrolase)

1907 yilinda literatiire ge¢mis olan fitaz enzimi kimyasal olarak myo-inositol-
hegzafosfat fosfohidrolaz adiyla bilinmektedir. Fitazlar, fitatin inositol ¢ekirdegine baglh
olan bir veya daha fazla fosfat (ortofosfat) grubunu hidrolize ederek inorganik fosfat ve

daha diisiik fosforik esterler (indirgenmis inositol fosfat esterler) aciga ¢ikarir (Harland
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ve Morris 1995, Ahmad ve ark. 2000, Onyango ve ark. 2005) (Sekil 2.3). Fitazlar, fitik
asidin fosfat gruplarinin bir veya daha fazlasinin hidroliz ederek inorganik fosfor ve
inositol pentafosfattan inositol monofosfata dogru daha diisiik yapidaki fosforik
esterlerin ortaya ¢ikmasini saglarlar. Bu reaksiyon serbest myo-inositoliin de agiga

cikmasini saglar (Harland ve Morris 1995).

OPOH,  OPOH, HO HO

OPU')HE Fitaz enzimi
1| : u,_og ®

OPOH, @ /|

Myo-inositol-monofosfat

@y Myo-nositoldifostat . §yoraanik ortofosfat
Myo-inositol-trifosfat
Myo-inositol-tetrafosfat
Myo-inositol -pentafosfat

H,PO,0

0OPO;H, OH

Myo-inositol hegzafosfat Serhest myo-inositol
Sekil 2.3. Fitatin fitaz enzimi ile hidrolizi (Liu ve ark. 1998)

Fitat kalsiyum, demir, ¢inko gibi mineraller ile ¢dziinmeyen kompleks olusturma
kapasitesine sahip olup, bu minerallerin biyolojik olarak kullanimini azaltir. Fitatin
fitazla hidrolizi, minerallerin serbest kalmasini saglayarak canlinin mineralleri kullanma

kapastesini arttirir (Sekil 2.4).

o i
07'9‘0/2‘?' oy © P-OH
Nisasta P O-p_ 0 (l:) H OH
' | -
Protein Lok H  Fitaz SO — 3
| ] Ca® Protein
H H -3
C;Hz J') HO \H\H + 6 PQ@ + Zn2+ i Nigasta
NH, O-p-0 ) - oy
‘0-P-0 OH ‘0-P-0 OH
OH H
CH,OH
0.
-0 O-
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Sekil 2.4. Fitazin fitata bagl fosfat gruplarinin hidrolizi ile mineral, protein ve nisastay1
serbest birakmast

Bununla birlikte fitatlarin hem yiiksek hemde diisiik pH degerlerinde proteinlerin bazik

amino gruplari ile ¢éziinmez kompleks olusturdugu bildirilmistir. Fitatin, pH degerine
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bagl olarak proteinler ile iki farkli kompleks olusturdugu kabul edilmektedir (Cosgrove
1966, Anderson 1985). Asidik pH degerlerinde ikili protein-fitat kompleksleri ve
ndtrale yakin pH degerlerinde iiclii protein-mineral-fitat kompleksleri olusturur. Bu
durum, proteinlerin aktivitesini ve proteazlarin sindirimdeki fonksiyonlarini olumsuz
etkiler (Kumar ve ark. 2010). Bu sebeple fitazin protein-fitat komplekslerinden proteinin
serbest kalmasi, ikili ve {i¢lii protein fitat komplekslerinin olusumunun engellenmesi,
sindirim enzimleri lizerinde fitatin olumsuz etkisinin azaltilmasi, endojen aminoasit
kayiplarin azalmasina dnemli katkilarmin oldugu belirlenmistir (Selle ve ark. 2000).
Fitatlarin ayrica karbohidrat ve lipitlerin biyolojik kullanilabilirligi {izerinde olumsuz
etkiye sahiptir. Fitat, lipit ve lipit tiirevleri ile kompleks olusturarak, lipofitin formunu
olusturarak lipidin enerji olarak kullanimina kisitlama getirir (Laboure 1993, Vohra ve

Satanarayana 2003).

Fitaz aktivitesini tanimlamak amaciyla FTU, FYT, PU ve U olmak iizere kullanilan dort
kisaltma bulunmaktadir. Bir fitaz birimi (Fytase unit, FTU) ya da bir iinite fitaz
aktivitesi 37°C'de pH 5.5'de 5,1 mmol Na-fitat soliisyonundan 1 dakikada 1 pmol
inorganik fosfat (inorganik ortofosfat) aciga cikaran enzim miktar1 olarak tanimlanir
(Kornegay 2001, Rao ve Reddy 2007, Selle ve ark. 2007a). FTU disinda fitaz aktivite
birimi olarak PU ve U birimleri de kullanilmaktadir (Selle ve ark. 2007a).

2.3. Fitaz enziminin ozellikleri

Glikoprotein yapisinda olan fitaz enzimlerinin molekiil agirliklar1 40-100 kDa arasinda
degismektedir. Fitazlar genelde histidin asit fosfataz ailesine ait olup, fosforil transfer
reaksiyonunda, fosfohistidin ara iirlinlerini kullanan fosfotazlarin alt sinifidir (Van Etten
1982, Pasamontes ve ark. 1997a, Lei ve ark. 2007). Fitazlar fosfat ester baglarni
hidrolize eden fosfataz enzimlerdir (Angel ve ark. 2002). Fosfatazlar cesitli fosfatl
organik molekiillerde monofosfoester baglarinin hidrolizini katalizleyen genis bir enzim
smifidir. Ancak, bu enzimler fitik asitteki monofosfoester baglarini hidrolizleyemez.
Fitat1 hidrolizleyen enzimlerin varliginin saptanmasiyla, fitik asidin monofosfoester
baglarint hidrolizleyen enzimlerin fitaz olarak adlandirilan 6zel bir sinifa ait oldugu

bildirilmistir (Kerovuo 2000).
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Fitaz enziminin optimum sicaklig1 genellikle 45-60°C 'dir (Cizelge 2.1). Yiiksek optimal
sicakliklar, domuz ve kanathilarin (37-40°C) mide sicakliklarinda, fitazlarin tiim
aktivitesini engellemekte; baliklarda ise fitazlarin performansini diigirmektedir (Lei ve
Porres 2003). Fitaz enzimi saf formda 10 dakika miiddetle 68°C sicakliga maruz
birakildiginda aktivitesinin %6011 kaybetmektedir. Ayrica bazi ticari preperatlarin
termostabilitesi daha yiiksek olup 30 dakika miiddetle 90°C sicakliga maruz

birakildiginda enzim aktivitesinin sadece %15,8'ini kaybetmektedir (Newman 1991).

Fitaz enzimin optimum pH'st 2.2-8.0 arasinda degisir (Cizelge 2.1). Cogu fitaz
enziminin optimum pH aralig1 4.5-6.0'dir. Fakat Bacillus sp.'den elde edilen fitazlar notr
veya alkali optimum pH ‘ya sahiptir (Choi ve ark. 2001, Kim ve ark. 1998a). Mikrobiyal
fitazlarin cogu 6zellikle fungal kokenli fitazlar 4.5-5.6 arasinda optimum pH'ya sahiptir.
Bazi bakteri fitazlari, 6zellikle Bacillus suslarindan elde edilen fitazlar 6.5-7.5 arasinda
optimum pH'ya sahiptir. Bitki tohumlarindan elde edilen fitaz enzimlerinin optimum
pH's1 4.0-7.5 araliginda iken, genelde optimum pH'lar1 4.0-5.6 arasindadir (Dvorakova
1998).

Fitat-mineral bilesiklerinin ¢oziliniirliigli yiikksek pH'da azalmakta ve boylece fitaz
etkinliginin diigmesine yol agmaktadir (Maenz ve ark. 1999). Mide ile bagirsaklarin pH
diizeyleri karsilastirildiginda, midedeki ortamin asidik yapida olmasi nedeniyle bitkisel
veya mikrobiyel fitazlarin etkinliginin midede gerceklestigi diisiiniilmektedir (Selle ve

Ravindran 2007).

Enzimatik tepkimenin orani sindirim kanalindaki igerigin fiziksel durumundan
etkilenmektedir. Fitat-mineral bilesiklerinde enzim etkinliginin gerceklesebilmesi i¢in
icerigin yiiksek diizeyde su ile uzun siire bulamag¢ halinde karigmasi gerekmektedir.
Ozellikle ince ve kalin bagirsaktaki igerigin fiziksel durumu sindirim kanalindaki fitaz
etkinligini smirlayic1 6zellige sahiptir (Maenz 2001). Ornegin kanatlilarda sindirim
kanal1 boyunca igerigin pH'smin artmasi sonucu fitat molekiilii iyonize olmakta ve Zn?",
Ca?", Mg?* ve Fe?" gibi divalent metal katyonlarla bilesik olusturmaya hazir hale
gelmektedir. Yiiksek pH sonug¢ olarak fitat-mineral bilesiklerinin ¢Oziiniirligiini

azaltmakta ve fitaz etkinliginin diismesine yol agmaktadir (Maenz ve ark. 1999).
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Cizelge 2.1. izole edilen bazi1 fitazlarin 6zellikleri

Organizma Optimum | Optimum | Aktivite | Molekiiler Kaynaklar
pH T°C (U/mg) | agirhik (kDa)
Aspergillus fumingatus 6.5 40 26,5 72 Wyss ve ark. 1999a,b
Aspergillus niger 5.5 - 102 66,4 Wyss ve ark. 1999a,b
(Natuphos)
Aspergillus terreus 5.5 - 196 82 Wyss ve ark. 1999a,b
(CBS)
Bacillus subtilis (natto) 6.5 60 8,5 36-38 Shimizu 1992
Bacillus subtilis 168 6 55 - 44.6 -
Bacillus subtilis VTTE- 7 55 - 43 Kerovuo ve ark. 1998
68013
Bacillus 7.0-8.0 70 20 - Greiner ve Konietzny
amyloliquefaciens 2006, Kerovuo 2000
Bacillus - 70 - 44 Kim ve ark. 1998a
amyloliqueficiens DS11
Bacillus sp. KHU-10 6.0-9.5 60 - 44 Choi ve ark. 2001
Bacillus licheniformis 6 65 - 47 -
Emericella nidulans 6.5 - 28,6 66 Wyss ve ark. 1999a,b
Escherichia coli 4.5 55 8000 42 Greiner ve ark. 1993
Escherichia coli (mutant) 4.5 - 811 47 Wyss ve ark. 1999a,b
Pseudomonas syringae 5.5 40 769 - Greiner ve Konietzny
2006, Kerovuo 2000
Klebsiella aerogenes 5.2 - - 10-13 Tarnbe ve ark. 1994
Klebsiella terrigena 5 58 205 40 Greiner ve ark. 1997
Schwanniomyces 4.4 77 552 125+70x3 | Segueilha ve ark. 1992
castellii
Talaromyces - - 41,8 128 Wyss ve ark. 1999a,b
thermophilus
Rhizopus oligosporus 4.5 55 9,47 - Sutardi ve Buckle 1988
Penicillium 4.0 55 3 - Greiner ve Konietzny
simplicissimum 2006, Kerovuo 2000
Cladosporium 3.5 40 909 - Greiner ve Konietzny
2006, Kerovuo 2000
Paramecium tetraurelia 7 37 10 6x40 Freund ve ark. 1992
Insan (intestinal) 7.4 - 0,2 - Bitar ve Reinhold 1972
Fare (intestinal) 7.5 60 5,7 70+90 Yang ve ark. 1991a,b
Typha latifolia (polen) 8 - 0,11 - Hara ve ark. 1985
Zea mays 4.8 55 2,3 2x38 Laboure ve ark. 1993
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Fitaz enzimi toz, graniil (1s1ya dayanikli kaplama) veya sivi formda iiretilmektedir.
Enzimin formu ve enzimin verilis sekli enzim aktivitesini ve bu aktivitenin 1s1l islemler

sonucunda korunma yetenegini biiylik dl¢lide etkilemektedir (Haefner ve ark. 2005).

2.4. Fitaz enziminin simiflandirilmasi

Fitazlarin 3 farkli sekilde siniflandirilirlar.

2.4.1. Fitaz enziminin optimum pH'ya gore siniflandirilmasi

Fitazlar optimum pH degerlerine gére 2 ana gruba ayrilmaktadir. Histidin asit
fosfotazlar; pH 5.0 degeri civarinda optimum aktivite gosterirken, alkalin fitazlar; pH
8.0'e yakin degerlerde optimum aktivite gostermektedir (Baruah ve ark. 2007). Bacillus
cinsi haricindeki bir¢cok bakteri, fungus ve bitki fitazlar1 histidin asit fosfataz sinifina
aittir. Histidin asit fosfataz smifi, gida endiistrisinde alkali fitazdan daha c¢ok
arastirtlmistir (Kumar ve ark. 2010). Ciinkii histidin asit fosfataz sinifindaki enzimler,
alkalin fosfataz sinifindaki enzimlerden daha genis substrat spesifikligine sahiptir (Selle
ve ark. 2007b, Van Etten ve ark. 1991). Histidin asit fosfataz siifi fitazlar, metal
icermeyen fitatin hidrolizini gerceklestirir ve son {irlin olarak myo-inositol monofosfati
olusturur. Escherichia coli (Greiner ve ark. 1993), Klebsiella terrigena (Greiner ve ark.
1997), Aspergillus niger (Skowronski 1978), Aspergillus fumigatus (Ullah ve ark. 2000),
konola tohumlar1 (Houde ve ark. 1990) ve bugdaydan (Konietzny ve ark. 1995) elde
edilen histidin asit fosfatazlarin optimum pH's1 4.5-5.5 araliginda oldugu goriilmiistiir.
Alkalin fosfataz enzimleri, kalsiyum fitata kars1 oldukca spesifiktir ve hidroliz sonucu
son lriin olarak myo-inositol trifosfatlar1 olusturdugu bildirilmistir (Oh ve ark. 2004).
Bacillus (Powar ve Jagannathan 1982, Shimizu 1992, Kerovuo ve ark. 1998, Kim ve
ark. 1998a, Choi ve ark. 2001, Idriss ve ark. 2002) ve bazi bitki tohumlari, Typha
latifolia L. poleni (Hara ve ark. 1985) ve Lilium longiflorum poleninden (Scott ve
Loewus 1986) elde edilen alkalin fitaz enzimleri 6.5-8.0 araliginda optimum pH'ya

sahip oldugu gorilmiistiir.
2.4.2. Fitaz enziminin katalitik merkeze gore siniflandiriimasi
Evrimsel siirecte fitaz enzimi ¢esitli substratlart katalizlemek i¢in yapisal olarak

degisime ugramistir. Dolayisiyla enzimlerde reaksiyonun gercgeklestirildigi bolge olan
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katalitik merkezde farklilasmistir. Fitaz enzimleri katalitik merkezlerine gore 4 ayri
sinifa ayrilir. Bunlar; histidin asit fosfataz (HAP), B-pervane fitaz (B-propellar fitaz,
BPPhy), sistidin fosfataz (CP) ve mor asit fosfataz (purple asit fosfataz, PAP)'dir.
Bunlarin herbiri, kendine 6zgii yapisal 6zellikler ve farkli katalitik mekanizmalara sahip

olup, cesitli ortamlarda fitik asidi substrat olarak kullanmaktadirlar (Lei ve ark. 2007).

2.4.2.1. Histidin asit fosfotaz (HAP)

Hem oOkaryotik hem de prokaryotiklerde histidin asit fitazlar HAPhy'ler olarak bilinir.
Ciinkii asit fosfotazlarin genis bir grubu olan HAP'lar, tiiriine gore bir dizi farkh
substratt hidrolizleyebilirken, biitiin HAP'larin etkin bir sekilde fitati hidrolize
etmediklerinin belirlenmistir. Bu sebeple Oh ve ark. (2004) fitati etkin bir sekilde
hidrolizleyebilen HAP'lar1 belirtmek i¢in, histidin asit fitaz (HAPhy) terimini
onermislerdir. En iyi karakterize edilen prokaryotik HAPhy E. coli fitazidir (Greiner ve
ark. 1993). Bu enzimin yapisinin 3 boyutlu molekiiler modeli mevcuttur (Lim ve ark.
2000). HAPhy'ler 0karyotlarda birgok fungus izolatlarindan ve misirdan klonlanmistir
(Mullaney ve ark. 2000). Prokaryot ve Okaryotlardaki HAPhy'lerin aktif bdlgesi
substratin baglanmasini kolaylastirmak i¢in, asidik pH'larda genellikle pozitif ytikliidiir.
Ciinkii oldukca negatif yiiklii olan fitatin katalizini saglayacak fitaz enziminin aktif
bolgesinin katalitik mekanizma i¢in substratin bu 06zelligine uyum saglayabilmesi

gereklidir.

2.4.2.2. B-Propeller fitaz1 (B- BPPhy)

B-pervane fitazi bilinen diger fosfatazlar ile benzerlik sergilemedigi i¢in yeni bir sinifi
temsil etmektedir (Kim ve ark. 1998a, Kerovuo ve ark. 1998, Ha ve ark. 2000).
Molekiiler yapisinin belirlenip aydinlatilmasindan sonra, yapisinda bulunan (-tabakalar
ve alt1 kanath bir pervaneye benzemesinden dolay1 bu ismi almigtir (Ha ve ark. 2000,
Shin ve ark. 2001). ilk olarak Bacillus tiirlerinde tespit edilen BPPhy'ler ile ilgili olarak
yapilan Dbiitiin c¢aligmalarda bu enzimlerin hem katalitik faaliyetleri hemde
termostabilitesi i¢in kalsiyuma ihtiya¢ duydugu goriilmiistiir. Cilinkii kalsiyum fitata
baglanarak elektrostatik etkileri meydana getirir ve bdylece fitat biyokatalitik
doniistimiiniin meydana gelmesi i¢in katalitik bolgeye baglanir. Kinetik ¢aligmalar pH

7.0-8.0 arasindaki degerlerde gergeklestirilmis ve BPPhy'lerin bu pH araliklarinda
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kalsiyum fitat1 hidrolizleyebildigi saptanmistir (Oh ve ark. 2001). HAPhy'nin aksine,
oldukca ¢alisilan bir enzim sinifidir (Ha ve ark. 2000).

2.4.2.3. Sistidin fosfataz (CP)

Bu enzim anaerobik rumen bakterisi olan Selenomonas ruminantium'da saptanmustir.
Fitik asitin rumendeki hidrolizini bu smiftaki enzimler saglar. Monomerik olan bu
enzimler 46 kDa molekiil agirliga sahip olmakla birlikte pH 4.0-5.5 ve 50-55°C
sicaklikta aktiftirler. Bu enzimin yapis1 ne HAPhy'a ne de BPPhy'e benzemektedir (Lei
ve ark. 2007).

2.4.2.4. Mor asit fosfataz (Purple asit fosfataz, PAP)

Bitki, hayvan, fungus ve bakterilerde de saptanmis olsa da c¢imlenmekte olan soya
fasiilyesi kotiledonlarindan izole edilmistir. Bitkilerde kiiclik monomerik proteinler (~35
kDa) ve biiyilk homodimerik proteinler (~55 kDa) olarak iki smifa ayrilmistir. Diger
fitazlarla karsilastirildiginda fitat1 hidrolizleme yetenegi diisiiktiir (Lei ve ark. 2007).

2.4.3. Fitaz enziminin stereospesifikligine gore siniflandirilmasi

IUPAC-IUBMB (The International Union of Pure and Applied Chemistry-The
International Union of Biochemistry and Molecular Biology) tarafindan enzimler 6 ana
simifa ayrilmis ve fitazlar 3. smifta yer alan hidrolazlara dahil edilmistir. TUPAC-
IUBMB fitazlar1 fitik asidin defosforilasyonunun basladigi bdlgeye (myo-inositol
halkasindaki karbonun pozisyonu) ve alt inositol fosfatlarin farkli izomerlerini

iiretmelerine bagli olarak 3 ana gruba ayirmislardir (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5. Fitik asitin defosforilasyonun basladigi konuma gore fitaz gesitleri (Bohn ve
ark. 2008 ve Dvorakova 1998'dan degistirilerek alinmistir.)
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3-fitazlar (E.C 3.1.3.8 veya myo-inositol hegzafosfat 3-fosfohidrolaz), mikrobiyal
fitazlar olarak da adlandirilirlar ve myo-inositol hegzafosfat halkasindaki C3
pozisyonundaki fosfor kalmtisin1 Oncelikli olarak hidrolizleyerek, D-myo-inositol-
1,2,4,5,6-pentafosfat ve ortofosfat (inorganik fosfat) olusturur (Selle ve Ravindran
2007). Ozellikle mantar kokenli olanlar, inositol halkasindaki C1 veya C3 karbonda

bulunan fosfat grubunu par¢alamaktadir.

6-fitazlar (E.C 3.1.3.26 veya myo-inositol hegzafosfat 6-fosfohidrolaz), bitkisel fitazlar
olarak da adlandirilirlar ve myo-inositol hegzafosfat halkasindaki C6 pozisyonundaki
fosfati oncelikli olarak hidrolizler ve hidroliz sonucunda D-myo-inositol-1,2,3,4,5-

pentafosfat ve ortofosfat (inorganik fosfat) olusur (Selle ve Ravindran 2007).

5-fitazlar (E.C 3.1.3.72 veya myo-inositol hegzafosfat 5-fosfohidrolaz) zambak
poleninden izole edilmiglerdir ve C5 karbona etki etmektedirler (Bohn ve ark. 2008).
5-fitazin myo-inositol hegzafosfat halkasindaki C5 pozisyonundaki fosfati hidrolizi
sonucu olarak L-myo-inositol 1,2,3,4,6-pentafosfat ve ortofosfat (inorganik fosfat)

olusur.

Genellikle 3-fitazlar mikroorganizmalarda, 6-fitazlar ise bitkilerde goriilmektedir
(Konietzny ve Greiner 2004). Ancak bu genel kuralin disinda da iiretim goriilmiistiir.
Son zamanlarda Aspergillus niger ve degisik soya fasulyesinin tohumlarindan izole
edilen fitazda 3-fitaz aktivitesi; Peniophora lycii ve Escherichia coli'den izole edilen
fitazda ise 6-fitaz aktivitesi goriilmiistiir (Sandberg ve Andlid 2002, Selle ve ark. 2007b,
Kumar ve ark. 2010).

Etkinlik bakimindan mikrobiyel fitazin pH 2.0-6.0 araliginda, bitkisel kokenli fitazin ise
pH 5.0 civarinda optimum oldugu ileri siiriilmektedir (Wodzinski ve Ullah 1996).
Genelde 3-fitazlar fitat molekiiliinii tam olarak defosforile edemezler fakat 6-fitazlar bu
islemi tam olarak gerceklestirebilmektedirler (Wodzinski ve Ullah 1996). Fitatin fitaz
enzimi ile hidrolizi sirasinda fosfat gruplar1 basamaklar halinde ayrilmakta ve

bagirsaklardan emilime hazir hale gelmektedirler (Pointillart 1994).
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2.5. Fitaz enzimi kaynaklar

Fitaz aktivitesinin ilk olarak, piring kepeginde (Suzuki ve ark. 1907) ve buzagilarin
kaninda (McCollum ve Hart 1908) bulundugu bildirilmistir. Glinlimiizde fitaz enziminin
elde edilmesinde kullanilan en 6nemli kaynak Aspergillus niger adli mantardir. Ancak
fitaz enzimi fasiilye, bugday germi, kolza tohumu, misir, bakteri (Pseudomonas sp. ve
Bacillus subtilis) ve diger funguslardan da (Saccharomyces cerevisiae ve Aspergillus)

izole edilebilmektedir (Newman 1991).

Hayvanlarda fitatin hidrolizi 4 farkli kaynaktan gelen fitaz enziminin aktivitesi ile
saglanabilir (Angel ve ark. 2005). Bunlar; yem hammaddelerinde dogal olarak bulunan
bitkisel fitaz, sindirim kanallarindaki mikroorganizmalar tarafindan endojen olarak
iretilen mikrobiyal fitaz, bagirsak mukozasi1 hiicrelerince iiretilip incebagirsak
membranina bagl olan intestinal fitaz ve yeme disaridan ekzojen olarak ilave edilen
mikrobiyal fitaz enzimlerinin aktiviteleridir. Genel olarak bitki ve mikrobiyal fitaz
aktivitesinin aksine, insan ve hayvanlarda bulunan endojen fitazin aktivitesinin daha

onemsiz oldugu saptanmistir (Weremko ve ark. 1997, Kumar ve ark. 2010).

Kiimes hayvanlarinin sindirim sisteminde fitatin hidrolizi li¢ farkl1 kaynaktan gelen fitaz
enzimi ile olmaktadir. Bu kaynaklar bazi yemlerin biinyesinde tabii olarak bulunan fitaz,
sindirim kanallarindaki mikroorganizmalar tarafindan {iretilen fitaz ve ince bagirsak
mukoza hiicreleri tarafindan iretilen viicut orijinli fitazdir. Fakat 6zellikle gelismekte
olan kanatlilarda incebagirsak bagirsak mukozasi tarafindan iiretilen fitaz miktarinin

ihmal edilebilecek ya da 6nemsiz seviyede oldugu bildirilmistir (Swick ve Ivey 1992).

2.5.1. Mikrobiyal fitazlar

Bakteriyel fitazlar (PhyC) glikolizasyona ugramayan histidin asit fosfataz ya da B-
propeller yapili alkali fitazlarken (Lei ve ark. 2007) fungus ve mayalardan izole edilen
fitazlarin ¢ogu glikolizasyona ugramis histidin asit fosfatazlardir. Glikolizasyon
farkindan dolay:1 bakteriyel fitazlarin ortalama molekiiler agirligi (40-55 kDa) fungal
fitazlarin molekiiler agirligindan (80-120 kDa) daha kiigliktiir (Van Hartingsveldt ve
ark. 1993, Kerovuo ve ark. 1998, Han ve Lei 1999, Golovan ve ark. 2000, Rodriguez ve
ark. 2000b, Ullah ve ark. 2000, Choi ve ark. 2001).
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Fungal fitazlarin Ongoriilen molekiiler agirliklar1 genelde 50 kDa iken, deneysel
sonuclarda elde edilen verilerin 65-70 kDa arasinda olmasi, fungal fitazlarin

glikozillenmis oldugu gdstermektedir (Choi ve ark. 2001, Golovan ve ark. 2000).

Shieh ve Ware (1998) fitaz {iretimi i¢in topraktan 2 000'den fazla mikroorganizma izole
etmislerdir. izole edilen fitaz iireticilerinin ¢ogunun sadece intraseliiler fitaz {irettigi
gozlenmistir. Az sayida goriilen ekstraseliiler fitaz iireticilerinin cogunun da Aspergillus
cinsine ait organizmalar oldugu ve az bir kisminin da Penicillium ve Mucor cinsine ait
organizmalar oldugunu gozlemlemislerdir. Sonu¢ olarak toprak fungusu olan
Aspergillus niger tiirlerinin en iyi ekstraseliiler fitaz {ireticileri oldugu goriilmiistiir
(Howson ve Davis 1983, Volfava ve ark. 1994). Van Hartingsveldt ve ark. (1993)
Aspergillus niger var. ficuum'da en uygun pH'st 5.0 olan tek enzim etkinliginin
varoldugunu bildirmislerdir. Fakat sonra yapilan bir aragtirma ile belirlenen ikincil fitaz
icin en uygun pH'nin 2.5 oldugu, pH 5.0'de etkinlik gdstermedigi ortaya konulmustur
(Ullah ve Phillippy 1994). Bu sebeple pH 5.0'de etkinlik gosteren enzim PhyA, pH
2.5'te etkinlik gosteren enzim ise PhyB olarak adlandirilmistir (Maenz 2001, Angel ve
ark. 2002).

Bakteriyal fitazlarin enzim aktiviteleri 200-388 U/mL-! arasinda oldugu bildirilmistir
(Quan ve ark. 2001). Bununla birlikte bakteriyel fitazlarin fungal fitazlara nazaran
sindirim sisteminde karsilasilan proteolitik parcalanmalara karsi daha fazla direncli
olduklar1 bildirilmistir (Igbasan ve ark. 2000). Bakteriyel fitazlarin substrat spesifitesi,
proteolizize kars1 diren¢ gostermesi ve katalitik aktivitesi gibi ozelliklerinden dolay1

fungal fitazlara alternatif olusturmaktadir (Konietzyn ve Greiner 2004).

Izole edilen edilen ¢ogu fitaz enziminin optimum pH araligi 4.5-6.0'dir. Fakat Bacillus
sp.'den elde edilen fitazlar n6tr veya alkali optimum pH'ya sahiptir (Choi ve ark. 2001,
Kim ve ark. 1998a). Bunun yaninda ¢ogu Bacillus sp. fitazinin optimum sicakliginin
50°C oldugu bildirilmistir (Cizelge 2.2). Mikrobiyel kaynakli termostabil fitaz etkinligi,
Aspergillus niger var. ficuum  (Ullah ve Gibson 1987), Aspergillus fumigatus
(Pasamontes ve ark. 1997a) ve Bacillus sp. DS11 (Kim ve ark. 1998a) tiirlerinde tespit

edilmistir.
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Cizelge 2.2. Mikrobiyal fitazlarin bazi 6zellikleri (Greiner ve Konietzny 2006, Kerovuo
2000)

Fitaz Kaynad Optimum pH Optimum sicakhk Spesifik aktivite(U/mg)
(°C) (37°C)
Aspergillus niger 2.2, 5.0-5.5 55-58 50-103
Aspergillus terreus 5.0-5.5 70 142-196
Aspergillus fumigatus 5.0-6.0 60 23-28
Aspergillus oryzae 5.5 50 11
Aspergillus caespitosus 5.5 80 -
Thermomyces lanuginosus 6.0 65 110
Penicillium simplicissimum 4.0 55 3
Penicillium lycii 3.5 58 1080
Rhizopus oligosporus 4.5 55 9.47
Cladosporium 3.5 40 909
Candida krusei 4.6 40 1210
Escherichia coli 4.5 55-60 811-1800
Klebsiella terrigena 5.0 58 205
Klebsiella pneumoniae 5.0,5.5 50,60 224,297
Klebsiella aerogenes 4.5,5.2 68 -
Pantoea agglomerans 4.5 60 23
Pseudomonas syringae 3.5 40 769
Citrobacter braaki 4.0 50 3457
Bacilus subtilis 6.5-7.5 55-60 9-15
Bacillus amyloliquefaciens 7.0-8.0 70 20
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Genel olarak mantarlardan iiretilen fitazlar ekstraseliiler olmasina ragmen bakteriler
tarafindan {retilen fitazlar c¢ogunlukla hiicre ile iliskilidir. Bacillus (Powar ve
Jagannathan 1982, Shimizu 1992, Kerovuo ve ark. 1998, Kim ve ark. 1998a, Choi ve
ark. 2001) ve Enterobacter (Yoon ve ark. 1996) cinsleri ekstraseliiler fitaz aktivitesi

gostermektedirler.

A. niger, E. coli, Bacillus sp. gibi bazi mikroorganizmalardan elde edilen fitaz, fitik asite
kars1 yiiksek affiniteye sahiptir bununla birlikte bitki fitazlar ve Aspergillus fumigatus
fitaz1 daha genis substrat spesifikligine (Wyss ve ark. 1999a) ve fitik asidi daha alt
inositol fosfatlara indirgeme yetenegine sahipken, Bacillus sp. fitazlar1 fitik asit

molekiiliinii inositol trifosfata indirgemektedirler (Kerovuo ve ark. 2000).

Ilk ticari fitaz enzimi olan Natuphos, ilk olarak bir fungus olan Aspergillus niger'den
izole edilmis ve 1991'de piyasaya ¢ikmistir. Bu enzim 80 kDa molekiiler agirliga sahip
olup, 1,4 kb DNA fragmenti tarafindan kodlanmis Aspergillus niger PhyA' dir (Van
Hartingsveldt ve ark. 1993, Han ve Lei 1999). Aspergillus niger haricinde ticari amacla
yaygin olarak kullanilan diger fitazlar A4.ficuum ve A.fumigatus'dan elde edilmistir (Wyss
ve ark. 1999a).

Son ¢aligsmalarda eksi mayadan izole edilen bazi laktik asit bakterilerinin 6nemli 6l¢iide
fitat indirgeme kapasitesine sahip oldugu goriilmistiir. Lactobacillus sanfranciscensis
eksi mayadan izole edilen farkli laktik asit bakteri suslar1 arasindaki en iyi fitaz tireticisi

olarak tanimlanmustir.

Baz1 deniz mayalarimin da fitaz iirettikleri rapor edilmistir (Hirimuthugoda ve ark.
2006). Bu denizel mayalar heniiz tam olarak karakterize edilmemistir fakat filogenetik
olarak Hanseniaspora wuvorum, Yarrowia lipolytica, Kadamaea ohmeri, Candida
tropicalis ve C. Carpophila ile iliskilendirilmislerdir. Alkali fitaz iireten bu deniz
mayalarinin  deniz  fosfor  kirliligi  biyoremidasyonunda  kullanilabilecekleri
ongoriilmektedir. Bununla birlikte son zamanlarda Quan ve ark. (2004) hava ile tasinan

Cladosporium sp. FP-1 fungusundan fitaz enzimi izole etmistir.
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2.5.2. Bitkisel fitazlar

Fitaz enzimi bitkiler alemi tarafindan yaygin olarak iiretilmektedir bununla birlikte
piring (Hayakawa ve ark. 1989), kolza tohumu (Houde ve ark. 1990), soya fasulyesi
(Hamada 1996), misir (Maugenest ve ark. 1999), bugday (Nakano ve ark. 1999) ve
cavdardan (Weremko ve ark. 1997) izole edilip tanimlanmistir. Bu bitkilerin yaninda
beyaz hardal, patates, marul, 1spanak, turp, ¢imen ve zambak poleninden de fitaz elde
edilmigtir (Dvorakova 1998). Ayrica avokado ve taze sogan yapraklart gibi oldukca
tilketilen meyve ve sebzelerde de fitaz aktivitesi tespit edilmistir (Phillippy ve Wyatt
2001). Bugday, cavdar, tritikale (bugdayxcavdar melezi) ve arpada yiiksek diizeylerde
fitaz enzimi bulunmaktadir (Eeckhout ve De Paepe 1994, Viveros ve ark. 2000, Selle ve
Ravindran 2007). Ornegin; bugday, kavuzlu bugday, ¢avdar, tritikale ve arpa gibi
tahillardaki fitazin aktivitesi 5 000 U/kg'den daha yliksek degerlere ulasabilir. Fakat
musir, pamuk tohumu ve soya fasulyesi kiispesinde ise fitaz etkinligi diisiik dlizeydedir

(Alcicek ve ark. 1995, Pointillart 1994, Eeckhout ve De Paepe 1994).

Bugday, ac1 bakla, yulaf ve arpadan izole edilen bitki fitazlarinin molekiiler agirliklar
47-76 kDa araligindadir (Maugenest ve ark. 1997, Greiner ve ark. 1999, Greiner ve ark.
2000a, Greiner ve ark. 2000b, Greiner 2002). Bitkisel fitaz etkinligi i¢in en uygun
sicaklik 47-55°C (Algigek ve ark. 1995, Pointillart 1994) iken genellikle 70°C iizerinde
inaktif hale gelmektedirler. Bitki tohumlarindan elde edilen fitaz enzimlerinin optimum
pH's1, 4.0-7.5 araliginda degisirken, genelde optimum pH'lar1 4.0-5.6 arasindadir
(Dvorakova 1998).

Bitkisel fitazlar optimum pH'sina gore asidik ve alkali olmak iizere iki gruba ayrilabilir.
Asidik bitki fitazlar, pH 5.0, alkali fitazlar ise, pH 8.0 civarinda optimum aktiviteye
sahiptirler. Asidik fitazlara soya fasiilyesi tohum fitaz1 (Gibson ve Ullah 1988), bugday
kepeginin F1 fitaz1 (Lim ve Tate 1973), Lilium longiflorum polen fitazi, (Baldi ve ark.
1988) ve Petunia hybrida polen (Jackson ve Linkens 1982) fitazlar1 6rnek verilebilir.
Alkali fitazlar Lilium longiflorum (Baldi ve ark. 1988) ve Typha latifolia (Hara ve ark.
1985) bitkilerinin farkli iki polen tiirlinde tanimlanmistir. Alkali fitazlar, asidik fitazdan
farkli olarak, fitata oldukca spesifiktir ve li¢ ya da daha az ester gruplar1 iceren myo-

inositol fosfatlar katalizleyemedigi bildirilmistir (Baldi ve ark. 1988).
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Bitkisel kaynakli fitazlar, yemlerin igslenmesi esnasinda uygulanan sicaklik (Wodzinski
ve Ullah 1996), sindirim kanalinin iist kisminda bulunan diisiik pH ve mideden
salgilanan pepsin enzimi etkisi ile inhibe olmaktadirlar (Phillippy 1999). Peletleme
sicakliginin 75°C'nin lizerine olmasi fitaz etkinligini diistirmektedir (Hughes ve Soares
1998). Fakat bu durum enzimin formu ve tipine baglh olarak degismektedir (Maenz

2001).

2.5.3. Hayvansal fitazlar

Fitaz aktivitesi ¢esitli hayvan tiirlerinin dokularinda tespit edilmesine (Bitar ve Reinhold
1972) ragmen hayvansal kaynakli fitazlarin hicbirinin molekiiler karakterizasyonu
tamamlanmamistir. Ciinkli fitat fosforunun kullanilabilirligini arttirmak igin, diisiik
maliyetli ekzojen fitazin ilave edilmesi hayvansal fitazin arastirilmasini gdlgede

birakmustir.

Insan ve hayvanlarn kalmbagirsaklarindaki mikroflora ve ince barsak mukozasi
tarafindan {iretilen endojen fitaz enzimleri vardir. Genel olarak bitki ve mikrobiyal
fitazlarin aksine insan ve hayvanlardaki bu endojendz fitazin aktivitesi Onemsizdir
(Weremko ve ark. 1997). Fakat insanlar da dahil olmak iizere ¢ogu hayvan fosfor
acisindan yetersiz beslendiginde, barsak fitaz ve fosfataz aktivitelerini arttirmak i¢in

uyum saglama kapasitesine sahiptirler (Zhang ve ark. 2005).

2.5.3.1. Sindirim kanal mikroflorasi tarafindan sentezlenen fitazlar

Sindirim kanali mikroflorasini olusturan mikroorganizmalarin fitat fosforundan
yararlanma konusunda yetenekli olduklart bildirilmistir. Kalin bagirsak veya rumende
bulunan fitaz aktivitesi esasen mikrobiyal kokenlidir (Wise ve Gilburt 1982, Yanke ve
ark. 1998). Ruminantlar, rumendeki mikrobiyal flora tarafindan iiretilen fitaz enzimi ile
fitat1 pargalayabilmektedirler (Yanke ve ark. 1998). Fitatin par¢alanmasi ile aciga ¢ikan
fosfordan hem mikrobiyal flora hem de konak yararlanir (Kerovuo 2000, Asan 2007).
Kanatlilardaki sindirim kanali mikrofloras: tarafindan sentezlenen fitazin, fitat
fosforundan yararlanimina etkisi iizerine ¢ok fazla calisma yapilmamistir. Fakat
aragtirmacilar bu etkinin minimal diizeyde oldugunu belirtmektedirler (Angel ve ark.

2002). Bu fitazlarin daha ¢ok domuzlarda bulundugu bildirilmistir. Sandberg ve ark.
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(1993), tarafindan domuzlarin kalin barsagindaki mikrofloral fitaz tarafindan fitatin
hidroliz edildigi saptanmistir. Ayrica insanlarin kalin barsaginda bulunan c¢ogu

bakterinin de fitatin hidrolizini saglayabildigi saptanmistir (Walker ve ark. 1948)

2.5.3.2. Intestinal fitazlar

Barsak mukozal fitaz aktivitesi, baglangi¢ bolgesi jejenum olmak iizere Hu ve ark.
(1996), tarafindan domuzlarda tanimlanmustir. Insan iizerine yapilan calismalar ince
barsakta ¢ok diisiik fitaz aktivitesinin oldugunu gostermektedir dolayisiyla ince barsagin
fitat: indirgemek icin sinirli kabiliyeti vardir (Igbal ve ark. 1994). Ince bagirsak yiizey
epitelinin mikrovillus membrani iizerinde bulunan intestinal fitazin hidrolitik etkinligi
bitkisel ve mikrobiyel fitazlardan farkli sekilde gergeklesmektedir. Intestinal fitaz
enzimi, membranin {lizerini saran s1vi katman icerisinde bagirsak mikroflorasi ile birlikte
hafif asidik ortamda (pH 6.0) bulunmaktadir (Lucas 1983). Sivi katmanin pH's1
intestinal fitaz etkinligi i¢in optimum pH olup ayni zamanda fitaza direngli fitat-mineral
bilesikleri olusmast i¢in gerekli pH diizeyinin de altindadir. Intestinal fitazin etkinligi,
stvi katman igerisindeki enzimin diizeyine ve substrat iizerinde bulunan baglanma
noktalarina fitaz enziminin erisebilirligine baghdir (Maenz 2001). Hayvansal fitazlar
notral ve alkali degerler arasinda optimum pH'ya sahipken, kiimes hayvanlarinin
bagirsak epitel hiicrelerinde optimum pH'nin asidik degerlerde (pH 5.5-6.0) oldugu
gosterilmistir (Ellestad ve ark. 2002). Bazi kanatli hayvanlarda mukozal fitaz etkinligi
en yiiksek diizeyde duodenumda bulunmaktadir ve ince bagirsagin daha alt kisimlaria

dogru enzim etkinligi baskilanarak azalmaktadir (Maenz ve Classen 1998).

2.6. Fitazlarin kullanim alanlan

2.6.1. Yem katki maddesi olarak kullanim

Fosfor; kanin 6nemli bir bileseni olup viicutta gerceklesen hemen hemen her metabolik
reaksiyonda gorev yapar. Ozellikle kemik ve iskelet dokusunun yapimi, gelisimi ve
yapisal biitiinliigiiniin korunmasinda gorev alir. Ayrica hiicrelerin biiyiimesi ve
farklilagmast icin gerekli olan niikleik asitlerin yapisinda da yer alir. Bu acidan
hayvanlarda iireme fonksiyonlarininda yerine getirilmesinde 6nemlidir. Fosfor ayrica

viicudun osmotik basincin  ayarlanmasinda, asit-baz dengesinin korunmasinda,
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karbohidrat, yag ve aminoasitlerin metabolizmasinda oOnemlidir. Bir¢ok enzimin
yapisina katilan fosfor 6zellikle enerji metabolizmasinda 6nemli olan bir¢cok enzimin
yapisina katilmasi agisindan 6neme sahiptir (Nelson 1967). Dolayis1 ile fosfor enerjinin
tasinmasi, depolanmas1 ve serbest hale gecirilmesinde de hayati Oneme sahiptir

(Anonim 1980, Scott ve ark. 1982, Yazgan 1990).

Fitaz enzimini ruminantlarin rumenlerinde bulunan bakteriler ve bagirsaklarinda
bulunan anaerobik funguslar iiretebilir. Bu sebeple gevis getiren hayvanlar bitkisel
kokenli yem maddelerinde bulunan fitik asit formundaki fosfordan yaklasik olarak

% 33-90 oraninda yararlanabilmektedirler (McDonald ve ark. 1987).

Endojen fitaz aktivitesi ¢cok diisiik olan kanatli, domuz ve balik gibi tek mideli hayvanlar
bitkisel kaynakli yem maddelerindeki fosforun ¢ok az bir kismini (1/3'iinden daha az)
degerlendirebildikleri i¢in (Nelson 1967, Maenz ve Classen 1998, Pallauf ve ark. 1994)
hayvanlarm atiklarinda biiylik miktarlarda fosfor bulunur. Bunun sebebi gastrointestinal
fitaz sisteminden yoksun olmalaridir. Bu durumda yapisal ve metabolik gelisim i¢in
esansiyel bir mineral olan fosforun ihtiyacinin karsilanabilmesi i¢in yemlerde inorganik
fosfat kaynaklarmin kullanimi kaginilmaz olmustur (Anonim 1994). Fakat eklenen
inorganik fosfatin biiyilk kismi da tipki fitata bagl fosfat gibi diski ile atilmaktadir.
Rasyona ilave edilecek fosfor kaynagi enerji ve proteinden sonra 3. derecede pahali ham
maddedir. Bu da iiretim maliyetini dogrudan arttirmaktadir. Sonu¢ olarak, rasyonda
inorganik fosfat kullanimi, hem ekonomik hem cevresel etkiler yaratmaktadir (Boling
1999). Bir diger 6nemli sorun da rasyona ilave edilen inorganik fosfor kaynaklarinin
elde edildigi rezervlerin yenilenemeyen nitelikte olmasidir. Bu nedenle gelecekte

inorganik fosfor kaynaklar1 bakimindan ciddi sikintilar yasanilacagi 6ngoriilmektedir.

Tek mideli hayvanlarda, fitata bagli fosforu serbest birakan mikrobiyal fitaz kullanimu,
basarili bir sekilde uygulanmis ve kullanilabilir fosforun genelde %20-45 arasindaki
degerlerde arttig1 goriilmiistiir. Boylece cevre kirliligi bakimindan 6nem tasiyan fosfor
atim1 yaklasik %42 oraninda azaltilabilmekte (Simons ve ark. 1990) bununla birlikte
protein ve mineral sindirimi artirilabilmektedir (Yi ve ark. 1996, Sebastian ve ark.

1997).
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Yem katki maddesi olarak da genellikle A. niger (3-fitaz), Peniophora Ilycii (6-fitaz) ve
Escherichia coli (6-fitaz) 'den elde edilen mikrobiyal fitazlar kullanilir. Bunun nedeni
mikrobiyal fitazlarin daha genis pH araginda aktif olmasi, fitatin en ¢ok ¢oziiniir oldugu
mide kosullarina uyumlu olmasi ve 6zellikle bazi fungal fitazlarin termostabiliteye sahip
olmasidir. Fitazlarin ticari degeri firmadan firmaya ve konsantasyonuna bagl olarak kg

basina 12,5-15 ABD Dolari civarindadir (Cao ve ark. 2007).

Eksojen fitaz enziminin, fitat fosfor yarayishhigini artirdigt Nelson ve ark. (1968)
tarafindan ispat edilmesine ve pek c¢ok arastirmacimnin domuz ve kanatlilarda aminoasit
ve azotun barsaktaki sindirilebilirligini arttirdigini bildirmesine (Oficer ve Batterham
1992, Mroz ve ark. 1994) ragmen, yemlere inorganik fosfor katilmasinin daha
ekonomik olmasi fitaz enzimi kullannminin sinirli kalmasinda etkili olmustur. Ancak
son yillarda ¢evre bilincinin gelismesi ile Avrupa'nin bazi bolgeleri ve Amerika'da fosfor
kirliligini azaltma yoniindeki baskilarin artmasi ve bu siiregte gelisen biyoteknoloji
sayesinde tiretilen ticari fitaz enziminin inorganik fosfora gére ekonomik bakimdan da
avantajli bir hal almasi1 (Bedford 2000), 6zellikle domuz ve kanathilarda fitat fosfor
yarayighligmmi artirmak amaciyla s6z konusu enzimin kullanomin1 oldukc¢a

yayginlagtirmstir.

2.6.2. Gida Sanayi

Gida sanayinde, ekmek yapimi (Haros ve ark. 2001), bitkisel protein izolatlarinin
tiretimi (Wang ve ark. 1999, Fredrikson ve ark. 2001) ve tahil kepeklerininin
parcalanmasini saglamak i¢in fitaz enzimi ilavesi yapilamaktadir (Kvist ve ark. 2005).
Vejeteryanlar, dengesiz beslenen insanlar, yiliksek oranda tahil baklagil ve soya proteini
ile beslenen insanlar, gelismemis iilkelerde mayasiz ekmek ile beslenen insanlar, soya
bazli mama tiiketen bebekler fazla oranda fitat almaktadir (Simell ve ark. 1989).
Diyetlerde fitatin bulunmasi ¢inko, demir, kalsiyum, magnezyum, manganez ve bakir
gibi minerallerin alinimin1 negatif etkilemektedir (Lopez ve ark. 2002, Konietzny ve
Greiner 2003). Fizyolojik pH degerlerinde ¢oziinmez mineral-fitat komplekslerinin
olusumu, diisiik mineral emiliminin temel nedenidir. Bu kompleksler insan sindirim
sisteminin {ist kisminda sinirli miktarda mikrobiyal popiilasyonun olmasi ve endojen

fitat1 hidrolize edici enzimlerin olmamasindan dolay1 ince bagirsakta, fitat ¢ok sinirh
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miktarda hidroliz olabilmektedir dolayisiyla mineraller sindirim sisteminde yeterince
absorbe olmaz (Igbal ve ark. 1994). Bununla birlikte fitat, protein, aminoasit ve nisasta
gibi besin maddeleri ile bilesikler olusturarak bu besin maddeleri {izerine olan enzim
etkinliklerinin engellenmesine ve sindirilebilirliklerinin diismesine de neden olmaktadir.
Fitata bagli protein, proteaz etkinliginden daha az etkilenmektedir. Buna ek olarak
sindirim kanal1 igerisindeki fitata bagli proteinler ve mineraller sindirim enzimlerinin
etkinligini bozucu etkiye sahiptir. Bu sebeple fitatin hidrolizini saglayan fitaz enziminin
diyetlerde kullanilmas1 saglik acisindan Onemlidir. Bununla birlikte insanlarin
beslenmesinde fitazin kullanilmasi besinle alinan fitata bagli minerallerin serbest
kalmasin1 saglar. Bunun yaninda fitazlar myo-inositol hegzakisfosfatin sirali hidrolizini
gerceklestirerek insan sagligina faydali 6zel inositol fosfatlarin (myo-inositol fosfat)

olusumunu saglar (Lei ve ark. 2007, Greiner ve Konietzy 1999).

2.6.3. Kagit endiistrisi

Kagit hamuru ve kagit endiistrisinde kullanilan termostabil fitaz, fitik asiti pargalamada
kullanilan yeni biyolojik ajandir. Kagit hamuru ve kagit yapimi siiresince bitki fitik
asitinin uzaklastirilmas: gereklidir. Fitik asitin enzimatikolarak parcalanmasi ile
mutajenik ve ¢ok zehirli yan iiriinler meydana gelmez. Bu sebeple fitazlarin kagit
hamuru ve kagit yapiminda kullanimi ile temiz teknolojiler gelisirken, c¢evrenin

korunmasi da saglanir (Liu ve ark.1998).

2.6.4. Biyoteknolojik uygulamalar ve ila¢ sanayi

Inositol veya inositol fosfatlarin endiistriyel iiretiminde fitaz enzimi kullanimi
onerilmistir. Bu iiretim fitazin, fitik asiti myo-inositol fosfat tiirevlerine, serbest myo-
inositollere ve inorganik fosfata doniistiiriilmesi ile gerceklestirilir (Brocades 1991).
Transmembran sinyalizasyonunda ve intraseliiler kaynaklardan kalsiyumun hareketini
saglamada biiylik rol oynayan inositol fosfatlara olan ilginin artmasi, ¢esitli inositol

fosfatlarin hazirlanmasina yol agmistir (Billington 1993).
Myo-inositol fosfatlar hayvan hiicrelerinde de bulunmustur. Ancak hayvan

hiicrelerindeki bu bilesikler fosfor deposu ya da myo-inositol deposu olarak rol

almazlar. Bunlarin temel rolii, hiicre zar1 yapisinin saglamligi ve biitiinliigiini
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saglamaktir. Inositol fosfat tiirevleri enzim stabilizatorii (Siren 1986b), metabolik
arastirmalar i¢in enzim substrati, enzim inhibitérii ve bu nedenle ilag olarak
kullanilmaktadir (Laumen ve Ghisalba 1994). Spesifik inositol trifosfatlarin, néropeptid
Y'nin anormal seviyelerine bagli durumlart veya hastaliklar1 hafiflettigi ya da

engelledigi 6ne siiriilmiistiir (Siren ve ark. 1992).

Inositol fosfat karisimlarinin eklem iltihab1 ve astim gibi solunum hastaliklarina karsi
kullanildig1 ve spesifik inositol trifosfatlarin agr1 kesici olarak onerildigi de bildirilmistir
(Siren 1995). Inositol-trifosfat esterlerinin HIV'de dahil olmak {izere retroviral

enfeksiyonlara kars1 inhibitor etkisinin oldugu gosterilmistir (Siren 1998).

Siren (1986) tarafindan Saccharomyces cerevisia fitazi kullanilarak fitik asitin enzimatik
hidrolizi ile D-myo-inositol 1,2,6-trifosfat, D-myo-inositol 1,2,5-trifosfat, L-myo-
inositol 1,3,4-trifosfat ve myo-inositol 1,2,3-trifosfatlarin hazirlanmasi tanimlanmistir
(Siren 1986a). Ayrica E.coli fitaz1 kullanilarak inositol 1,2,3,4,5-pentakisfosfat, inositol
2,3,4,5-tetrakifosfat, inositol 2,4,5-trifosfat ve inositol 2,5-bifosfat da hazirlanmaktadir

(Greiner ve Konietzny 1996).

2.7. Bacillus cinsi

Bacillus ad1 1lk kez 1872 yilinda Ferdinand Cohn tarafindan kullanilmistir (Lin 1997).
Carl Woese tarafindan 16S rRNA ve 18S rRNA dizilerinin karsilastirilmasiyla
olusturulmus smiflandimaya gore, Bacillus cinsi mikroorganizmalar bakteri
(eubakteri=ger¢ek bakteriler) domaini igerisine dahil edilmistir (Woese ve Wolfe 1985,
Woese 1999). Biyokimyasal, morfolojik ve molekiiler biyolojik tekniklere gore

Bacillus'larin taksonomik siniflandirilmasi Cizelge 2.3'de verilmistir.

Cizelge2.3. Bacillus cinsinin taksonomik siniflandirilmasi

Domain Bacteria (Eubacteria)
Alem Firmicutes (Gram (+) Bakteri)
Siif Bacilli
Takim Bacillales

Familya Bacillaceae
Cins Bacillus
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Bacillus cinsi organizmalar Gram(+), spor olusturabilen, ¢ubuk seklinde, anaerob veya
fakiiltatif aerob, katalaz pozitif, mikroorganizmalardir (Claus and Berkeley 1986).
Bacillus cinsi mikroorganizmalarin ayirt edilmesinde kullanilan temel 6zellikler Cizelge

2.4'de verilmistir.

Cizelge 2.4. Bacillus cinsi mikrooganizmalarin genel 6zellikleri (Claus ve Berkeley
1986) D: Degisken

Ozellik Bacillus cinsi

Cubuk sekli +
Hiicre ¢ap1 <2.5 pm
Filament varlig

Hareket yetenegi

Endospor olusumu

Gram reaksiyonu

Katalaz aktivitesi
Glukozdan asit olusumu
Zorunlu anaerob lireme
Fakiiltatif anaerob lireme
Homolaktik fermentasyon
Nitratin nitrite rediiksiyonu
Siilfatin stilfite rediiksiyonu
Oksidaz aktivitesi

G+C orani1 (%mol) 32-69

SOOO+ + + + +

(/N

Bacillus cinsi bakteriler ¢ubuk seklinde olup, peritrik formda hareketli flagellaya
sahiptirler. Vejetatif hiicreler 0,5x1,2 um ile 2,5x10 um c¢apindadir (Lennete ve ark.
1985). Tek ya da gruplar halinde gelisebilirler. Cift veya zincir seklinde koloniler
olustururlar. Genellikle beyaz veya krem renkli kolonilere sahiptir. Baz tiirlerinde sari,
pembe, portakal rengi ve siyah renklerde pigmentli kolonilere de rastlanir (Buchanan ve
Gibbons 1974). Bacillus sp.'ler genellikle karbonhidrat kapsiilii bulundururlar. Endospor
olusturabilen bu organizmalar aerobik veya fakiiltatif anaerobik solunum sekline sahiptir
(Buchanan ve Gibbons 1974, Zemek ve ark. 1981). Genellikle 35-37°C'de ve pH 7.0
civarinda trerler. Karbon kaynagi olarak organik asit, seker ve alkol iceren, nitrojen
kaynagi olarak da amonyum bulunduran sentetik ortamlarda ¢ok iyi iirerler (Tiirk
Tabipleri Birligi 2002). Sekeri fermente ederler fakat sonugta gaz olusturmaksizin asit

iiretirler. Proteinleri parcalarken ise amonyak olusturduklar1 i¢in kokusmaya sebep
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olurlar. Genelde prototrof olduklar1 halde, oksotrof tiirlere de rastlanir. Cogunlukla
mezofilik olmakla birlikte psikrofilik ve termofilik tiirleri de bulunur. Ayrica ¢ok cesitli
metabolik ozelliklerinin yan1 sira psikrofilikten termofilige; asidofilikten alkalifilige;
halotoleranttan halofilige gibi genis bir fizyolojik yelpazeye sahiptir ve bu yiizden
endiistriyel ~ uygulamalar  icin  kullamilma  potansiyelleri  yiiksek  olan

mikroorganizmalardir (Rosovitz ve ark. 1998, Sneath 1986).

Bacillus cinsinin yaglar1 ve proteinleri parcalama yetenekleri ¢ok yiiksektir. Bu nedenle
baz1 tiirlerinin ¢esitli besinlerde bulunduklar1 ve besin maddelerinin doniisiimii ve
bozulmalarinda rol oynadiklar1 bilinmektedir. Baz: tiirleri ise antibiyotik veya toksin
iretir. Bacillus cinsi bireylerinin ¢ogu zararsiz, izolasyonu ve teshisi kolay, hizli biiyiime
orani ile kisa fermentasyon siiresi ve sentezledikleri proteinleri dig ortama salgilama
kapasiteleri gibi bircok nedenden dolay1 cazip endiistriyel organizmalardir. Kisacasi
Bacillus cinsi bakteriler, antibiyotik, enzim ve toksin iiretimi gibi metabolik 6zellikleri
ile endiistriyel dneme sahip olmalari ve kolay iiretilebilmeleri sebebiyle, bakteriler

arasinda dikkat ¢eken mikroorganizmalardandir (Ediz ve Beyatlhi 2005).

Bir¢ok biyoteknolojik calismada kullanilan Bacillus cinsi tiyeleri iirettikleri proteinler
nedeniyle ticari dneme sahiptirler (Kim ve ark. 2005, Annamalai ve ark. 2011). Bacillus
cinsi bakterilerin {irettigi endiistriyel enzimlerden olan selillaz ve amilazlar deterjan
endiistrisinde; notral proteazlar siit endiistrisinde; farkli amilaz ve pullulanazlar besin ve
meyve suyu endiistrisinde kullanilmaktadir. Dogada baz1 Bacillus tiirlerinin kagit, tekstil
ve deterjan endistrilerinde genis kullanim potansiyeline sahip olan enzimleri
sentezleyebilmeleri sebebiyle bu cinsten yeni bakteriyel suslarin izolasyonuna olan ilgi

devam etmektedir (Ghorbel ve ark. 2009).

Bacillus cinsi bireyler uygun olmayan sartlarda spor olusturma yetenegindedir. Sporlari
sayesinde olumsuz kosullara kars1 cok dayaniklidirlar. Olusturdugu endospor silindirik,
oval, yuvarlak veya bobrek seklinde olup, hiicre igerisinde sentral ya da subterminal
olarak yerlesebilir. Spor vejetatif hiicreden daha dar olabildigi gibi daha genis de
olabilir. Sporlanma kabiliyetleri ve metabolizma faaliyetlerinin c¢esitliligi, genis bir

cevreye yayillmalarinda 6nemli avantajlar saglar (Rosovitz ve ark. 1998). Bacillus cinsi
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iiyelerinin habitatlar1 toprak olmasina ragmen hava, su ve yiyecek gibi bir¢ok ortamda
bulunabilirler. Genellikle iyi havalanmis, nemli ve yiiksek organik madde igeren
topraklar1 secen Bacillus sp.'ler, en fazla topragin ilk 10 cm'lik iist kisminda bulunurlar.
Bacillus tiirleri deniz ve tatli sularda ve onlarin sedimentlerinde de bulunabilirler. Bazi
Bacillus tiirleri ise ekstrem sartlarda biiyliyebilme kapasitesindedirler ve iire igeren,
yiiksek pH degeri olan, asitli veya yiiksek 1sil1 ortamlardan izole edilebilirler (Ediz ve
Beyatli 2005).

2.8. Klonlama

Rekombinant DNA teknolojisinin temeli rekombinasyondur. Dogada rekombinasyon
eseyli liremede mayoz boliinmedeki krossing-over olayr sayesinde gerceklesirken
eseysiz Uremede (bakteri vb.) konjugasyon, transdiiksiyon ve transformasyon sayesinde
gerceklesir. Bu olaylardaki DNA molekiilleri arasinda homoloji vardir. Bu sebeple
dogadaki cesitlenme ayni tiire ait bireyler arasinda ya da ¢ok yakin tiirler arasinda
gerceklesmektedir. Dolayistyla dogada genetik bilginin degismesi daha ¢ok raslantiya
baglh olup, tiir i¢cinde kalmaktadir. Bununla birlikte mutasyonlarla da genetik bilgi
degismektedir.

Rekombinant DNA teknolojisi genelde, bir organizmadan izole edilen ve i¢inde istenilen
geni tastyan DNA parcalariin, tasiyic1 6zellikte bir DNA molekiiliine baglanmasi ile
rekombinant DNA(rDNA) molekiillerinin olusturulmasi ve rekombinant DNA
molekiillerinin uygun bir konak hiicreye aktarilarak, konakta ¢ogaltilmasini kapsayan
bir siirectir. Bu siirecin ilgili DNA dizisinin izolasyonu ve bir¢ok kopyasinin in vivo

kosullarda iiretilmesini kapsayan kismi ise gen klonlamas1 olarak adlandirilir.

Gelistirilen birgok klonlama yonteminin yani sira c¢esitli ticari klonlama kitleri de
bulunmaktadir. Bu yontemler ligasyon-bagimli klonlama ve ligasyon-bagimsiz klonlama
olarak iki gruba ayrilir. Ligasyon bagimli klonlama daha yaygin kullanilmaktadir (Guo
ve Bi 2002). PZR firiinlerinin ligasyon-bagimli klonlanma ydntemleri DNA uclarina
gore kendi iginde kiit u¢larin klonlamasi, yapiskan uglarin klonlamasi ve T-A klonlama

olmak {iizere lige ayrilir.
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Uygun ligasyon bagimli klonlama yonteminin se¢iminde cesitli faktorler géz Oniinde
tutulmalidir. Bu faktorlerden en onemlisi klonlamanin amacidir. Ornegin klonlama,
protein ekspresyonu i¢in yapilacak ise ekspresyon vektoriine klonlama daha yararli
olacaktir. Diger dnemli faktdr ise uygun vektodrlerin segimi ve hazirlanmasidir. Ornegin,
yaygin olarak kullanilan plazmit vektorlerin klonlama kapasitesinin disinda kalan PZR
trtinlerinin (10 kb'dan fazla) klonlanmasinda kozmit gibi vektdrler kullanilmalidir.
Ayrica "insert" denilen dizileri igeren klonlarin se¢imini kolaylastirmak ve klonlama
etkinliginin gelismesini saglamak icin etkin bir tarama sisteminin kullanilmasi da

olduk¢a 6nemlidir (Guo ve Bi 2002, Kahn ve House 2004).

Yapiskan uglu klonlama, birgok laboratuvarda rutin olarak kullanilmaktadir. Bu
yontemde, primerlerinin 5' uglara restriksiyon bolgeleri yerlestirilir. Primerler, PZR
reaksiyonu sirasinda PZR iiriinlerine entegre olur. ilgili restriksiyon enzimleriyle yapilan
kesim sonrasinda PZR firiinlerinin iki ucunda, yapiskan uglar olusur. Kesilmis PZR
iirtiinleri ve vektorler cok yiiksek etkinlikte birlestirilebilir ve oldukc¢a etkin bir sekilde
yapiskan uclu klonlama gergeklestirilebilir. Iki PZR primerinin kesiminde kullanilan
restriksiyon enzimleri ayni olabildigi gibi farkli da olabilir. Farkli olduklar1 kosullarda

PZR fiirlinleri vektorlere yalnizca tek bir yonde girebilir (Guo ve Bi 2002).

Yapiskan uclu klonlamada bazi problemler olusabilmektedir. Ozellikle kesim bolgeleri
cift iplikli PZR {iriinlerinin 5' uglarmin yakininda olan restriksiyon endoniikleazlar,
DNA uclarma stabil olmayan bir bi¢cimde baglandiklarindan dolayr etkili kesim
yapamazlar. Bunun ¢oziimii restriksiyon bolgesinin 5' ucunun Oniine ekstra niikleotit
eklenmesidir. Ancak bu ¢oziim bazi durumlarda primerlerin PZR {iriinlerine tutunma
etkinligini de diistirebilmektedir. Yapiskan uglu klonlamada goériilebilen diger problem,
istenmeyen i¢ kesim bdlgelerinin bulunabilmesidir. Bu problemi 6ngérmek zordur,
clinkii genellikle "insert" denilen diziler tam olarak bilinmez. Bu tip klonlamada ayrica
primer dimerlerinin olusumu da problem teskil etmektedir. Ciinkii restriksiyon tanima
dizileri genellikle ters tekrarli (palindromik) dizilerdir ki bu da primer dimerlerinin
olusumuna yol agar. Primer dimerlerinin olusumu da amplifikasyon etkinliginin

diismesine yol agmaktadir (Guo ve Bi 2002).
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Birgok DNA polimeraz gibi Taqg DNA polimeraz da kiit uclu DNA fragmanlarinin 3'
uclarina ilave niikleotitler ekleyebilir. Taqg DNA polimeraz bu terminal transferaz
aktivitesi sayesinde ¢ift iplikli DN A'nin kiit uclarina tek bir 3'-A ekler. Bu sebeple Taq

DNA polimerazla ¢ogaltilmis bircok PZR {iriiniliniin iki ucunda tek bir 3'-A ¢ikintisi
vardir. 3'-A c¢ikintilarina sahip olan PZR iirlinlerinin dogrudan klonlanmasinda,
uclarinda 3'-T ¢ikintis1 olan T-vektorii kullanilabilir. Lineer bir vektor olan T-
vektortindeki 3'-T ¢ikintist ile PZR firtiniindeki 3'-A ¢ikintilart arasindaki tamamlayicilik
Taq DNA polimeraz ile ¢cogaltilmig PZR iirlinlerinin T-vektoriine dogrudan ligasyonunu

saglar ve bu yontem "TA klonlama" olarak adlandirilir.

TA klonlama yontemi basit olmasimin yaninda kiit uclu klonlamadan da daha etkindir
(Zhou ve Gomez-Sanchez 2000). Geleneksel ligasyon-bagimli yontemlerin yani sira
enzimsiz veya ligazsiz klonlama olarak da adlandirilan ligasyon-bagimsiz klonlama
yontemleri de kullanilmaktadir. Fakat bu yontemde c¢ok sayida primer gereksiniminin
olmasi, kullanilacak konak¢inin smirli sayida olmasi, kullanilan "insert" denilen DNA
fragmanin ve vektoriin PZR ile c¢ogaltilmasi gibi birtakim sinirlandirmalar

bulunmaktadir (Guo ve Bi 2002, Tillett ve Neilan 1999).

Fitaz {retim veriminin arttirilmasi, fitaz ekspresyonu ve saflagtirilmasinin
kolaylastirilmasi i¢in bir ¢ok ¢alismada fitazin klonlanmasi ve karakterizasyonu igin bir
cok calisma yapilmistir. E.coli, mantar ve mayalarin ¢esitli suslar1 konak olarak
kullanilmistir.  Son yillarda arastirmacilar fitaz iireten transgenik ve hayvanlar
hakkindaki ¢aligmalara odaklanmislardir bu c¢alismalardan en iyi bilineni Aspergillus

niger fitazinin tiitlinde klonlanip ifade ettirilmesidir (Ullah ve ark.1999).

Gilinlimiizde de ticari fitaz prepatarlarinin ¢ogu fitaz sifreli gen kaynakli Aspergillus
niger'den elde edilmektedir (Maenz 2001). Aspergillus fumigatus fitazi, Aspergillus
niger PhyA fitazi ile %66 dizi homolojisini paylasir, fakat ¢cok daha iyi termotolerantlik
gosterir. Fakat Pichia anomala (Vohra ve Satyanarayana 2002) mayasindan izole edilen
fitaz yiiksek sicakliklara direng gosterdigi i¢in rekombinant DNA teknolojisi araciligiyla
E.coli fitazinin termal stabilitesinin arttirilmasinda kullanilmistir (Rodriguez ve ark.

2000a).
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Findenegg ve Nelemans (1993) yaptig1 arastirma sonucunda topraga ilave edilen fitaz
sayesinde fitinin par¢alanma oraninin artmasma bagli olarak biiylimeyi uyardiginm
bildirmislerdir. Bu ¢aligma bitkilerin kdklerinde fitaz geninin ekspresyonu ile transgenik
bitkilerle topraktaki fosforun kullanilabilecegi diisiincesini ortaya g¢ikarmistir (Day

1996).

Fitaz kodlayan genler genellikle Aspergillus niger, Bacillus subtilis, Aspergillus
fumigatus, Escherichia coli ve Schwanniomyces occidentalis'den elde edilmistir ve

cesitli, bitkilerde klonlanmistir (Greiner ve Konietzny 2006).

Transgenesis, piring (Hamada ve ark. 2005), bugday (Brinch-Pedersen ve ark. 2000),
sekerkamisi (Santosa ve ark. 2004), Arabidopsis (Mudge ve ark. 2003), susam (Jin ve
ark. 2004), soya fasulyesi (Li ve ark. 1997), kanola (Ponstein ve ark. 2002) ve patateste
(Ullah ve ark. 2003) uygulanmaigtir.

Insan beslenmesi uygulamalar igin, Aspergillus niger fitazi, piring bitkisine klonlanip
eksprese edilerek transgenik bir bitki gelistirilmistir (Lucca ve ark. 2001). Bu fitaz,
beyaz veya parlatilmis pirincin demir kaynagi olarak kullanilabilmesi igin gelistirilmistir

(Wyss ve ark. 1999a).

Fitaz enziminin klonlanmasi1 ile 1ilgili literatiirde calismalar mevcuttur. Birgok
mikroorganizmadan elde edilen fitaz geni farkli konak¢i organizmalara aktarilmis ve

enzim ifade edilmistir (Cizelge 2.5).
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Cizelge 2.5.
2002)

Fitaz enziminin izole edildigi organizmalar ve klonladig1 konaklar (Tye

Gen Genin Alindig1 Organizma Ekpresyonun Kaynaklar
Saglandig1 Konak
PhyC Bacillus subtilis VTTE68013 Escherichia coli Kerovuo ve ark. 1998
PhyC Bacillus subtilis VTTE68013 Lactobacillus Kerovuo ve Tynkkynens
plantarum 755 2000
TS-Phy | Bacillus amyloliqueficiens DS11 | Escherichia coli Kim ve ark. 1998b
aPPA Escherichia coli Escherichia coli Dassa ve ark. 1990
- Escherichia coli Fare Golovan ve ark. 2001a
- Escherichia coli Domuz Golovan ve ark. 2001b
PhyB Aspergillus niger Escherichia coli Ehrlich ve ark. 1993
PhyA Aspergillus niger Pichia pastoris Han ve Lei 1999
PhyA Aspergillus niger Saccharomyces Han ve ark. 1999
cerevisiae
PhyA Aspergillus niger Nicotina tabacum Ullah ve ark. 1999
PhyA Aspergillus niger Alfalfa Ullah ve ark. 2002
- Aspergillus fumigatus Aspergillus niger Pasamontes ve ark.
1997b
- Aspergillus fumigatus Pichia pastoris Rodriguez ve ark. 2000a
PhyA Peniophora lycii Aspergillus oryzae Lassen ve ark. 2001
PhyA Agrocybe pediades Aspergillus oryzae Lassen ve ark. 2001
PhyAl Cf. Ceriporia sp. Aspergillus oryzae Lassen ve ark. 2001
PhyA2 Cf. Ceriporia sp. Aspergillus oryzae Lassen ve ark. 2001
PhyA Trametes pubescens Aspergillus oryzae Lassen ve ark. 2001
Phy S11 Zea mays Escherichia coli | Maugenest ve ark. 1997

BL21
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Tiirkiye'deki 30 farkli ilden alinan toprak orneklerinden calismada kullanilacak Bacillus
sp. suslar1 izole edilmistir (Sekil 3.1). Izolasyon sonucu en yiiksek fitaz aktivitesine
sahip bir adet Bacillus sp. susu secilmis ve daha sonraki ¢aligmalarda kullanilmak tizere

kiiltiir saklama besiyerinde korunmustur.

Sekil 3.1. Kullanilan toprak 6rneklerinin alindig iller: Adana, Amasya, Ardahan, Artvin,
Balikesir, Bartin, Bilecik, Burdur, Denizli, Edirne, Eskisehir, Hatay, Kastamonu,
Kayseri, Kirklareli, Kocaeli, Konya, Kiitahya, Malatya, Manisa, Mersin, Nigde, Ordu,
Sakarya, Sinop, Sivas, Trabzon, Tunceli, Tokat, Zonguldak.

3.2. Yontem

3.2.1. Fitaz pozitif bakterilerin kalitatif tayini

Calismada kullanilacak olan fitaz pozitif bakterilerin izolasyonu igin, topraklarin ince
kismindan 0,25 g tartilmis ve 10 mL steril fizyolojik tuzlu su igerisinde iyice
vortekslenerek karistirilmistir. Ornekler, 60°C'de 30 dakika tutularak vejetatif formlarin
Olmesi ve ortamda yalnizca sporlu bakterilerin kalmas1 saglanmistir. Daha sonra tiiplerin

agizlar1 kapatilarak sogumaya birakilmistir (Lennette ve ark. 1985).
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Calismada fitaz pozitif bakterilerin saptanmast amaciyla plak agar yontemi
kullanilmistir. Bakterilerin fitaz liretme kapasitelerinin kat1 besiyerde belirlenebilmesi
amactyla modifiye edilmis fitaz tarama ortami (PSM) kullanilmistir (Cizelge 3.1)
(Howson ve Davis 1983). Fitaz tarama ortaminin hazirlanmasinda kullanilan maddeler
miktarina uygun bir sekilde ol¢iiliip erlende karistirilmis ve ortamin pH's1t IN HCI ya da
IN NaOH kullanilarak ayarlanmigtir. Daha sonra 121°C'de 40 dakika otoklavlanarak
sterilizasyon saglanmistir. Otoklavlama islemi bittikten sonra 50-55°C'ye kadar
sogutulan besiyerinden, 180°C'de 1 saat pastor firininda steril edilmis petri kaplarina

15'er mL dokiilmiis ve sogumaya birakilmistir.

Cizelge 3.1. Fitaz pozitif bakterilerin se¢iminde kullanilan kat1 besiyeri

Igerik Fitatl besiyeri (g/L)

Glukoz 20
Na-fitat 4
CaCl2.2H»0 2
NH4NO3 5
KCl 0,5
MgS04.7H,0 0,5

FeSO4.7H,0 0,01

MnSO4.7H,0O 0,01
Agar 15

pH 7.0

Farkli illerden alinan toprak 6rneklerinden 104, 103, 10, 107, 10-® ve 10 olmak tizere
seri diliisyonlar yapilmis ve petrilere 0,1 mL 6rnek pipetlenerek yayma yontemine gore
ekim yapilmistir (Temiz 1994). Ekimi tamamlanan petriler 37°C'de 96 saat inkiibasyona
birakilmigtir. Inkiibasyon sonucunda petri kaplarindaki koloniler gdzlemlenmis, zon
olusumunun varligina gore bakteriler fitaz pozitif olarak degerlendirilmistir. Zonlarin
biiytikliikleri cetvel ile dlgiilmiistiir. Calismada zon c¢ap1 biiylik olan suslar se¢ilmis ve
saf kiiltiir olarak LB agarli ortamda kiiltiire edilerek, daha sonraki c¢aligmalarda

kullanilmak tizere +4°C'de saklanmistir (Cizelge 3.2).
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Cizelge 3.2. Fitaz pozitif bakterilerin saklanmasinda kullanilan LB agarl besiyeri

Icerik LB agarli besiyeri(g/L)
Tripton 10
NaCl 10
Yeast extract 5
Agar 15
pH 7.0

3.2.2. Bacillus'un taksonomik smflandirmasi icin morfolojik ve fizyolojik
ozelliklerin belirlenmesi

Izole edilen bakterilerden, en biiyiik zon ¢apina sahip olan bakterilerin saf kiiltiirlerinin
morfolojik ve fizyolojik Ozellikleri incelenerek, Bergey's Manual of Systematic
Microbiology'den alinan tayin anahtarina gore Bacillus'lar belirlenmistir (Buchanan ve
Gibbons 1974). Bu sebeple, bu bakterilerin gram ve spor boyamalari, hareketlilik testleri
ve katalaz testleri yapilmisti. Bu deneylerde kullanilan besiyerleri Cizelge 3.3'de
verilmistir. Ayrica, en yiiksek fitaz zonuna sahip bakterinin 16S rRNA mikrobiyal tiir

analizi hizmet alim1 yoluyla yapilmistir (RefGen, Ankara).

Cizelge3.3.Taksonomik simiflandirma amaciyla yapilan deneylerde kullanilan
besiyerleri (Cotuk 2003).

Icerik Hareketlilik Katalaz Spor Gram
Testi Testi Boyama Boyama
(“og) (“og) (%o 8) (%og)
Nisasta - - - -
Nutrient Broth 0,8 0.8 0,8 0,8
Agar 1 2 1 1
pH 7.0 7.0 7.0 7.0
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3.2.2.1. Hareketlilik Testi

Hareketlilik testi icin agar ve nutrient broth kullanilarak ortam hazirlanmigtir. Steril
petriler, alt taraflarindan kalemle ¢izilerek ikiye boliinmiis ve bakteri ekilecek kisim
isaretlenmistir. Stvi besiyerinde tretilen kiiltiirden 0,1 mL pipetlenerek, belirlenen
bolgeye cizgiyi gegmeyecek sekilde konulduktan sonra drigalski 6zesi ile iyi bir sekilde
yayilmistir. Daha sonra 37°C'de 18 saat boyunca inkiibe edilmistir (Temiz 1994).

3.2.2.2. Katalaz testi

Katalaz testinde kullanilan besiyerine ekilmis bakteriler, 37°C'de 18 saat inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonucunda olusan koloniler iizerine 1-2 damla %3'liik H,O
damlatilmis ve gaz ¢ikist olup olmamasina gore degerlendirme yapilmistir. Kati besi
yerinde gelisen saf kolonilerin {izerine H,O> damlatilarak gaz ¢ikis1 gozlenmistir. Gaz
cikisi, bakterilerin hidrojen peroksidazi kullandigin1 gosteren pozitif bir sonugtur
(William ve ark. 2001). Aerobik solunum yapan bakteriler genellikle katalaz enzimi
sentezleyebilirler. Dolayisiyla genellikle aerobik solunum yapan Bacillus cinsi

mikroorganizmalarin katalaz pozitif olmasi1 beklenmektedir.

3.2.2.3. Gram boyama

Gram boyama iglemi Temiz (1994)'in belirttigi yonteme gore yapilmistir. Buna gore;
bakterilerin 18 saat'lik taze kiiltlirlerinden, steril 6ze ile alinarak 1 damla steril distile su
ile lam tlizerine yayma preparat hazirlanmis ve preparatlar hava akimi ile kurutulmustur.
Kuruma tamamlandiktan sonra lamlar 3 defa alevden gecirilerek tespit iglemi
yapilmistir. Daha sonra lamlarin iizerine, mikrobiyal film tabakasini kaplayacak sekilde,
bol miktarda %1'lik kristal viole damlatilarak 1 dakika beklenmistir. Kristal viole su ile
yikanarak uzaklastirildiktan sonra lamlarin lizerine %0,5 1T ve %5 KI ile hazirlanmis
gram iyodin (liigol) dokiilerek yine 1-2 dakika beklenmistir. Daha sonra lugol, su ile
yikanarak uzaklastirilmis ve lamlar %95'lik etil alkol ile renk kayboluncaya kadar
yikanarak dekolorize edilmistir. Ardindan, film tabakasi 45 saniye safranin ile muamele

edilmis ve daha sonra safranin su ile yikanarak uzaklagtirilmistir.

Bu sekilde hazirlanan preparatlar, havada kurutulmus ve immersiyon yagi ile 10x100'

liik objektifte, Olympus CH-2 marka 151k mikroskobunda incelenmistir. Gram(+) olan
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mikroorganizmalar koyu mor (menekse), Gram(-) olanlar ise agik pembe renkli

goriiniimleri ile ayirt edilmistir.

3.2.2.4. Spor boyama

Bu asamada Schaeffer—Fulton yotemi kullanilmistir. Bacillus cinslerine ait tiirlerin
olusturdugu sporlarin etrafindaki duvar olduk¢a kalin oldugu i¢in malasit yesili ile
boyama yapilmistir (William ve ark. 2001, Cokmiis ve ark. 1995). Spor boyamada
kullanilan ortama ekimi yapilip 37°C'de 18 saat inkiibe edilmis taze kati kiiltiirden steril
0ze ile alinip, 1 damla steril distile su ile lam {izerinde yayma preparat yapilmistir. Daha
sonra havada kurutulmus ve ardindan 3 kez alevden gecirilerek fikse edilmistir.
Preperatin iizeri kurutma kagidi ile kaplanmig ve {izerine malasit yesili c¢ozeltisi
dokiilerek, aleve yakin bir bolgede tutulmus ve buharlastikca boya ilave edilmistir. Bu
islem sonunda preperat distile su ile nazik¢e 10 saniye yikanmistir. Karsit boyama ig¢in
preperat 30 saniye safranin boyanmig ve tekrar distile suyla yikanip havada

kurutulmustur.

Bakteri sporlarinin morfolojileri, Olympus CH-2 marka mikroskopta 10x100'lik
objektifte immersiyon yagi kullanilarak incelenmistir. Bu yontem ile boyanan sporlar

mikroskopta yesil, vejetatif hiicreler ise pembe-kirmizi renkte goriilmektedir.

3.2.2.5. 16S rRNA Analizi
En yiiksek fitaz aktivitesinin goriildiigli Bacillus sp. susunun hizmet alimi1 ile 16S rRNA
analizi yapilmig (RefGen, Ankara) ve bakteri tiir diizeyinde adlandirilmistir. Bacillus sp.

susunun 16S rRNA analizini yapmak i¢in 27F ve 1492R primerleri kullanilmistir.

3.2.3. Bakteri kiiltiiriiniin saklanmasinda kullanilan besiyerleri

Bu calismada kullanilan fitaz pozitif bakterilerin saklanmasi amaciyla farkli besiyerleri
kullanilmistir. Buna gore, bakterilerin buzdolabi kosullarinda uzun siire dayanmalarini
saglamak amaciyla Cizelge 3.4'de verilen kiiltiir saklama besiyeri kullanilmis olup,
kiiltiirler 30 giinde 1 kez yeniden hazirlanan agarli besiyerine seri ¢izgi ekimlerin

yapilmasi sureti ile korunmusglardir.
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Cizelge 3.4. Bakteri kiiltiiriinlin saklanmasinda kullanilan besiyerleri (Sarikaya 1995)

Icerik Kiiltiir saklama besiyeri (% g)
Tripton -
Yeast Extract -
Nutrient Broth 0.8
NaCl 0,8
Agar 2
pH 7.0

3.2.4. Fitaz enzim genin Bacillus sp. susundan izolasyonu ve kontrolii

3.2.4.1. Bacillus sp. susundan genomik DNA'nin izolasyonu

Yiiksek fitaz aktivitesi saptanan Bacillus sp. susu 37°C ve 150 rpm'de LB besiyerinde
aerobik sartlarda biytiildikten sonra G-spin™ Genomic DNA Extraction Kit [for
bacteria] (Intron Biotechnology) kullanilarak kromozomal DNA izole edilmistir.

En yiiksek fitaz aktivitesi saptanan Bacillus sp. susunun saf kiiltiiriinden steril kosullar
altinda 6ze ile 6rnek alinip, ig¢inde sterilize edilmis 30 mL LB besiyeri bulunan erlene
ekim yapilmistir. 37°C ve 150 rpm'de ¢alkalamali inkiibatorde inkiibasyona baslanmistir.
Kor olarak LB besiyeri kullamilmis ve kiiltiiriin 600 nm dalga boyundaki optik
yogunluk (OD) degeri 6l¢iilmistiir. Kiiltlirtin 600 nm dalga boyundaki optik yogunluk
(OD) degeri 0,8-1,0 araligina ulasgtiginda 2 mL'si mikrosantrifiij tlipline aktarilmis ve
hizl1 bir sekilde DNA ekstraksiyonu protokolii uygulanmaya baglanmistir.

G-spin™ Genomic DNA Extraction Kit for bacteria (Intron Biotechnology) Protokolii
DNA ekstraksiyonu 3 paralel reaksiyon olarak yapilmis ve izolatlar 9-1-1, 9-1-2 ve 9-1-
3 olarak adlandirilmistir.

-Mikrosantrifiij tliplinde bulunan 2 mL kiiltiir 13 000 rpm'de 1 dakika santrifiij edilerek
hiicreler ¢oktiiriilmiis ve santrifiij sonrasinda {ist siv1 atilmistir.

-Cokelti lizerine 50 pL Pre-Buffer soliisyonu ilave edilip mikropipetle pipetaj yapilarak
biitiin hiicrelerin ¢oziilmesi saglanmistir. Daha sonra Gr(+) olan Bacillus sp. tlirlerinin

hiicre duvarini enzimatik olarak parcalanmasimmi saglamak  i¢in 3pL lizozim
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(100mg/mL) soliisyonu ilave edilip, iyi bir sekilde pipetaj yapildiktan sonra 37°C'de en
az 15 dakika inkiibe edilmistir. Hiicrelerin par¢alanmasina yardimci olmak igin
mikrosantrifiij tiipli inkiibasyon sirasinda her 5 dakikada bir alt {ist edilmistir.
-Mikrosantrifiij tiipiine 250 pL G-Buffer soliisyonu eklenip, mikropipet ile pipetaj
yapilmistir. G-Buffer icerigindeki RNAz A soliisyonu ile RNA molekiilleri degrede
edilmis ve Proteinase K soliisyonu ile peptid baglarinin yikilmasini saglayarak
proteinlerin parcalanmasini ve dolayisiyla DNAaz'larin inhibe edilmesi saglanmustir.
Sonrasinda mikrosantrifiij tiipii 65°C'de 15 dakika inkiibe edilmistir. G-Buffer etkisinin
artmasi i¢in inkiibasyon sirasinda 5 dakikada bir mikrosantrifiij tiipii alt ist edilmistir.
-G-spin™ kolonu, 2 mL 'lik toplama tiipiine yerlestirilmistir.

-Mikrosantrifiij tiiptine 250 pL Binding Buffer eklenerek en az 10 kez pipetaj
yapilmistir. Mikrosantrifiij tiip igerigi mikropipet ile ¢ekilerek kolona aktarilmis ve spin
kolon 13 000 rpm'de 1 dakika santrifiij edilmis ve kolondan siiziilen sivi atilmistir.
Santrifiij sonrasinda DNA kolona baglanmigtir.

-Kolona 500 pL Washing Buffer A eklenerek 13 000 rpm'de 1 dakika santrifiijlenmis ve
santriflij sonrasinda kolondan siiziilen siv1 atilmistir. Kolona 500 pL. Washing Buffer B
eklenerek 13 000 rpm'de 1 dakika santrifiijlenmis ve santrifiij sonrasinda kolondan
stiziilen s1v1 atilmigtir. Washing Buffer A ve Washing Buffer B soliisyonunun igeriginde
bulunan etanol ile DNA c¢oktiiriilmiis ve bdylece tuz rezidiilleri niikleik asitlerden
ayrilmistir. Daha sonra bos kolon 13 000 rpm'de 1 dakika santrifiijlenmistir. Sonrasinda
toplama tiipti atilirken, kolon steril bir mikrosantrifiij tlipiine yerlestirilmistir. Kolona
50 pL Elution Buffer kolonun membranina zarar vermeyecek bicimde eklenerek oda
sicakliginda 1 dakika beklenmis daha sonra 13 000 rpm'de 1 dakika santrifiij yapilmistir.
-Mikrosantrifiij tiipiine siiziilen s1vidaki kromozomal DNA daha ileri manipiilasyonlarda

kullanilmak tizere -20°C'de saklanmustir.

3.2.4.2. izole edilen kromozomal DNA'nin konsantrasyonu ve saflik derecesinin
spektrofotometrik ol¢iimler ile tespiti

Izole edilen genomik DNA'nin konsantrasyonu ve saflik derecesinin ol¢iimii igin G-
spin™ Genomic DNA Extraction Kit [for bacteria] (Intron Biotechnology) igeriginde
bulunan Elution Buffer kor olarak kullanilmis ve 230-260-280 nm dalga boylarinda

okuma yapilmistir.

47



3.2.4.3. Kromozomal DNA'nin agaroz jel elektroforezi ile kontrolii

Bacillus sp. susundan izole edilen kromozomal DNA'nin goriintiilenmesi %0,8 agaroz
jel elektroforezi ile yapilmistir (Cizelge 3.5 - 3.6). 3 uL'lik yiikleme boyas1 (Gel loading
dye blue 6X, New England Biolabs Inc.) ile 8 pL'lik DNA 6rnekleri %0,8'lik agaroz
jele yiiklenmis ve 1X TBE tamponu igerisinde 100 volt akimda yaklasik olarak 2 saat

yiriitiilmiistiir. Elde edilen bantlar jel goriintiileme sisteminde goriintiilenmistir.

Cizelge 3.5. Kromozomal DNA'nin kontroliinde kullanilan %0,8'lik agaroz jel i¢erigi

%0,8 Agaroz Jel Igerigi Miktar
1X TBE tamponu 100 mL

Agar 08¢

Etidyum Bromid (20 mg/mL) 5uL

Cizelge 3.6. Agaroz jel elektroforezinde kullanilan 1X TBE tamponu igerigi

1X TBE Tamponu Igerigi Miktar
Tris 10,8 g
Borik asit 55¢g
0.5 M Na;EDTA (pH 8.0) 4 mL
Son hacim 1000 mL olacak sekilde dH>O eklenmistir.

0.5 M Na;EDTA (pH 8.0) Igerigi Miktar
Na,EDTA 73,06 g

NaOH Og
dH,O 400 mL

10 N NaOH ile pH 8.0 olarak ayarlanmigtir. Daha sonra son hacim 500 mL olacak
sekilde dH>O eklenmistir.

10 N NaOH Icerigi Miktar
NaOH 200 g
Son hacim 500 mL olacak sekilde dH>O eklenmistir.
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3.2.5. Fitaz enzim geninin PZR ile cogaltilmasi

Bacillus sp. susu kromozomal DNA's1 ilizerinde bulunan fitaz geni (PhyC) PZR ile
cogaltilmaya calisilmistir. Oncelikli olarak homoloji analizleri yapilmis ve klonlamasi
planlanan fitaz geninin ¢ogaltilmas: i¢in uygun geri ve ileri primerler hazirlanmistir.
Homoloji analizinde literatlirde bulunan gen sekanslar1 kullanilarak ClustalW2 programi
yardimi ile sekanslar hizalanmis ve korunmus olan bdlgelerin sekans bilgisinden
yararlanilarak PhyC genini ¢ogaltabilmek i¢in primer ¢iftleri hazirlanmistir. Primerlerin
kalip DNA'ya yapistig1 sicaklik (Tm=Annealing Temperature), primer uzunluklari
dikkate alinarak her iki primer i¢in de ayr1 ayr1 hesaplanmistir. PZR reaksiyonu uygun
kosullarda gergeklestirildikten sonra amplifikasyon agaroz jel elektroforezine tabi
tutulacaktir. Cogaltilmig DNA pargasinin uzunlugunun tespiti i¢in jele ornekler ile
birlikte uzunluk markdrii yiiklenmistir. Beklenen molekiiler agirlikta olusan tek bir DNA
band1 temiz bir bistiiri yardimi ile dikkatli bir sekilde kesilerek alinmis ve bant
temizleme kiti (QIAquick Gel Extraction Kit, Qiagen) kullanilarak agarozdan

temizlenmistir.

3.2.5.1. Fitaz enzim geninin PZR ile ¢ogaltilmasi icin kullanilan primerler

Calismamizda topraktan izole edilen yliksek fitaz aktiviteli Bacillus sp. susu ile
klonlama g¢aligmalarina baglanmistir. Ancak, Bacillus megaterium DSM319, Bacillus
megaterium QM BI1551 ve Bacillus megaterium WSH-002 suslarinin biitlin genom
sekans1 NCBI veri bankasinda bulunmasina ragmen bu sekanslarin i¢inde fitaza ait bir
sekansa rastlanmamistir. Bu amacla ¢esitli Bacillus tiirlerinden elde edilen sekanslar
hizalanarak bir korunmus bolge yakalanmaya ve ¢ogaltilmaya calisilmis bu amag igin

bir ¢ifti dejenere olan 2 primer ¢ifti hazirlanmistir (Cizelge 3.7).

Cizelge 3.7. Bacillus sp.'ye ait fitaz sekanslarindan faydalanarak hazirlanan primerler

Ileri (forward) primer-a 5'-ATG AAG GTT CCA AAA ACA ATG CTG C-3'

Geri (reverse) primer-a 5'-CTA GCC GTC AGA ACG GTC TTT CAG C-73

[leri(forward)primer-dejenere |5'- TAY CAC AGY CAR AAA ACM GG-3'

Geri(reverse)primer-dejenere |5'- ACR ATT TTR AAR TTY TGA TT-3'

M=A/C R=A/G Y=C/T
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3.2.5.2. Fitaz geninin PZR reaksiyonu ile cogaltilmasi icin kullanilan programlar ve
kosullar

PZR reaksiyonu i¢in 200 pL steril PZR tiipliniin icerisinde 320 ng DNA, 1X PZR
Tampon ¢ozeltisi (75 mM Tris-HCI 25°C, pH 8.8, 20 mM (NH4)2SO4, %0,01 (v/v)
Tween20), 200 uM dNTP Karisimi, 1,5 mM MgClo, 1,25 {inite Taq DNA polimeraz,
0,4 umol ileri primer, 0,4 pmol geri primer ve steril distile su son hacim 25 pL olacak
sekilde karigtirllmistir (Cizelge 3.8). Kullanilan primerlerin sekanslar1 Cizelge 3.7'de
verilmistir. PZR dongli programlari her 2 primer c¢ifti i¢in farkli olup Cizelge 3.9 ve
Cizelge 3.10'da verilmistir.

Cizelge 3.8. PZR kosullar

160 ng/uL. DNA 2 uL
10 pmol/uL. Forward Primer IuL
10 pmol/uL. Reverse Primer IuL
25 mM MgCl 1,5uL
10 mM dNTP 0,5uL
5 U/uL Taq DNA polimeraz 0,25uL
10X PZR Tamponu 2,5uL
dH:O 16,25uL
Toplam Hacim 25uL

Taq DNA polimeraz enzimi sentezlenen DNA molekiiline 1 dakikada yaklasik olarak
1000 baz eklemektedir. Yaklasik olarak 1150 bazlik bir bolgenin amplifikasyonu

saglanmaya calisildig1 i¢in uzama asamasi (elongasyon) 1 dakika olarak belirlenmistir.

Her iki primer ¢ifti i¢in primerlerin kalip DNA'ya baglandig: sicakliklar hesaplanmistir.
Fakat ileri primer-dejenere'nin kalip DNA'ya yapistigr sicaklik degeri 45,6-53,8°C
arasinda iken, geri primer-dejenerede 35,4-43,6°C arasindadir. Bu degerler arasinda
ortak bir nokta bulunmadigi icin daha diisiik olan sicaklik dereceleri secilmesi
gerekmektedir. Bu sebeple dejenere primerlerin T (annealing temperature) degeri 40°C

olarak belirlenmistir.
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Cizelge 3.9. ileri (forward) primer-a ve geri (reverse) primer-anin kullanildigi PZR
dongii programi

PZR dongii programi (A)
94°C 5 dakika 1 siklus
94°C 1 dakika
38°C 1 dakika 34 siklus
72°C 1 dakika
72°C 5 dakika 1 siklus

Cizelge 3.10. ileri (forward) primer-dejenere ve geri (reverse) primer-dejenere'nin
kullanildig1 PZR dongii programi

PZR dongii programi (Dejenere)
94°C 5 dakika 1 siklus
94°C 1 dakika
40°C 1 dakika 34 siklus
72°C 1 dakika
72°C 5 dakika 1 siklus

3.2.5.3. PZR iiriiniiniin agaroz jel elektroforezi ile kontrolii

PZR {iriiniiniin goriintiilenmesi %1,5 agaroz jel elektroforezi ile yapilmistir (bkz.
Cizelge 3.6) (Cizelge 3.11). Ciinkii kiiciik boya sahip olan DNA parcalarinin daha iyi
ayrigmasi icin agaroz jel konsantrasyonun arttirilmasi gerekir. 5 pL'lik yiikleme boyasi
(Gel loading dye blue 6X, New England Biolabs Inc.) ile 25 pl'lik PZR iiriinleri
%]1,5 'luk agaroz jele yliklenmis ve Cizelge 3.6'da belirtilen 1X TBE tamponu igerisinde
100 volt akimda yaklasik olarak 2 saat yiiriitiilmiistiir. Ik kuyucuga 10 pL uzunluk
markorii (100bp DNA ladder, New England Biolabs Inc.) yiiklenmistir. Elde edilen

bantlar jel goriintiileme sisteminde goriintiilenmistir.
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Cizelge 3.11. PZR iiriiniin goriintiilenmesinde kullanilan %1,5'luk agaroz jel icerigi

%1,5 Agaroz Jel Igerigi Miktar
1X TBE tamponu 100 mL
Agar 1,5¢
Etidyum Bromid (20 mg/mL) 5uL

3.2.5.4. PZR iiriiniiniin agaroz jelden elde edilmesi

Agaroz jel UV transimilatorde incelenmistir. UV uygulamasi esnasinda géz ve bedenin
UV isinlarima maruz kalmamasi igin gerekli tedbirler alinmistir. Beklenen molekiiler
agirlikta olusan DNA bandi temiz bir bistiiri ile dikkatli bir sekilde kesilerek alinmis ve
QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) kullanilarak agarozdan temizlenmistir.

QIAquick Gel Extraction Kit Protokolii
-UV transimilator lizerindeki agaroz jelden DNA fragmani temiz bir bistiiri yardimiyla

miimkiin oldugunca az jel icerecek sekilde kesilerek ¢ikartilmistir.

-Kesilen jel mikrosantrifiij tiipiine konularak tartilmistir. Jelin agirhigmin 400 mg'dan
daha fazla olmamasma dikkat edilmistir. Fazla oldugu durumlarda birden fazla
mikrosantrifiij tiipti kullanilmistir.

-Mikrosantrifiij tiipiine konulan jelin agirliginin 3 kat1 hacimde Buffer QG eklenmistir.
Bu agamada 100 mg jelin hacmi 100 puL olarak kabul edilmistir.

-Mikrosantrifiij  tlipi 50°C'de 10 dakika bekletilmistir. Jelin c¢ozlinmesinin
kolaylastirilmasi i¢in mikrosantrifiij tlipii her 2 - 3 dakikada bir vortekslenmistir.

-Jel tamamen c¢oziildiikten sonra mikrosantrifiij tiipiine konulan jelin agirhiginin 1 kati
hacimde %100'liik izopropanol eklenmistir. Bu agsamada da 100 mg jelin hacmi 100 pL
olarak kabul edilmistir.

-QIAquick spin kolonu, 2 mL'lik toplama tiipline yerlestirilmistir.

-Mikrosantrifiij tiipiindeki icerik 1iyi bir sekilde karistirildiktan sonra mikropipetle
cekilerek kolona aktarilmis ve 15 000 rpm'de 1 dakika santrifiij edilerek DNA'nin
kolona baglanmasi saglanmustir.

-Santrifiij sonrasinda toplama tiiptline siiziilen s1v1 atilmistir. Kolon hacmi 800 pL oldugu
icin mikrosantrifiij tliplindeki karigimin hacmi 800 pL'den fazla oldugu durumlarda
icerigin once 800 pL'lik kismi santrifiij edilip, siiziilen sivi atilmis daha sonra diger

kalan kismi santrifiij edilip, siiziilen sivi atilmistir.
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-DNA'y1 izopropanol'den arindirmak i¢in kolona 750 uL Buffer PE eklenmis ve 15 000
rpm'de 1 dakika santrifiij edilip, toplama tiipiline siiziilen siv1 atilmigtir. Daha sonra bos
kolon 15 000 rpm'de 1 dakika santrifiij edilmistir.

-Toplama tiipii atilirken, kolon 1,5 mL'lik steril mikrosantrifiij tiipiine yerlestirilmistir.
-Kolona, membranina zarar vermeyecek sekilde 25 pL Elution Buffer (Buffer EB)
eklenmis ve oda sicakliginda 4 dakika beklenmis, sonrasinda 15 000 rpm'de 1 dakika

santriflij edilmis ve mikrosantrifiij tiipiine stiziilen PZR iiriinii -20°C'de saklanmuistir.

3.2.5.5. Agaroz jelden izole edilen PZR iiriiniin konsantrasyonu ve safhik
derecesinin spektrofotometrik yontemler ile tespiti

Agaroz jelden izole edilen PZR firiinlin konsantrasyonu ve saflik derecesi
spektrofotometrik yontemlerle Ol¢lilmiistiir. QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen)
iceriginde bulunan Elution Buffer (Buffer EB) kor olarak kullanilmis ve 230-260-280
nm dalga boyunda okuma yapilmistir.

3.2.6. Fitaz enzim geninin E.coli'de klonlanmasi

Fitaz enzimi genleri T-A klonlamasi yontemiyle E.coli'de klonlanmigstir. T-A klonlama
yontemi Taq DNA polimeraz gibi 3' >>> 5' ekzoniikleaz aktivitesi olmayan DNA
polimerazlarla yapilan PZR ¢ogaltimi sirasinda ¢ogaltilan DNA'larin 3' ucuna fazladan
bir adenin bazi eklenmesine dayalidir. PZR {iriinii olan ve 3' ucunda fazladan bir adenin
bazi bulunan DNA'lar, 3' ucunda bir tane timin bazi tastyan T-A klonlama vektorleri
olarak adlandirilan plazmidlerle birlestirilmigtir. PZR {iriinlerinin DNA ligaz enzimi

yardimiyla plazmid vektorlerine klonlanmasi saglanmistir.

3.2.6.1. pGEMP®-T Easy vectoriine PZR iiriiniin klonlanmasi
3 uL agaroz jelden izole edilen PZR iiriinii, 50 ng pGEM®-T Easy vektorii (Promega)

(Sekil 3.2), 1X Ligaz Tampon c¢ozeltisi (Promega) ve 3 linite T4 DNA Ligaz enzimi
(Promega) son hacim 10 pL olacak sekilde PZR tiipiine konulmustur (Cizelge 3.12).
Karisim iyi bir sekilde mikropipet ile pipetajlanarak, 4°C'de 18 saat inkiibasyona
birakilmistir. Ligasyon {irliniiniin transformasyonu yapilana kadar 4 °C'de muhafaza
edilirken, kullanilmayan kismi daha sonraki ¢alismalarda kullanilmak iizere -20 °C'de

saklanmustir.
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Sekil 3.2. pGEM®-T Easy (Promega) vektorii ve sekans referans noktalari

Cizelge 3.12. Ligasyon reaksiyonu kosullar

Ligasyon protokolii
2X ligasyon tampon ¢ozeltisi SulL
pGEMP®-T Easy Vektorii (50 ng) luL
PZR iirtinii (100 ng/uL) 3uL
T4 DNA ligaz enzimi (3 U/uL) IuL
Toplam Hacim 10uL

3.2.6.2.Konukgu E. coli'nin alic1 hiicre haline getirilmesi

Kompetan hiicreler Fredrick ve Helmann, 1994 prosediiriine uygun olarak
hazirlanmistir. Bu amagcla E. coli DH5a susu Cizelge 3.13'de belirtilen LB agarli kati
besi yerine ekilerek 37°C'de 48 saat inkiibe edilmistir. LB agarl1 besiyerinde gelisen tek
kolonilerden segilerek 2 mL'lik Cizelge 3.14'de LB ortamina ekim yapilmis ve yine
37°C'de 1 gece inkiibasyona birakilmistir. Gece boyu inokiile edilmis olan kiiltiirlerden
1 mL alinarak yeni hazirlanmig 100 mL'lik Cizelge 3.14'de belirtilen LB ortamina
aktarilmig ve A590 nm degeri 0,375 olana kadar 37°C ve 250 rpm'de inkiibasyona
birakilmigtir (Maniatis ve ark. 1982, Inoue ve ark. 1990).
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LB ortaminda gelisen kiiltiirler 6nceden sogutulmus olan 50 mL'lik falkon tiiplerine
aktarilarak buzda 20 dakika bekletilmis ve daha sonra +4°C'de 5 000 rpm'de 10 dakika
santrifiij edilmistir. Bu asamadan sonraki asamalarda hiicrelerin siirekli sogukta
kalmasma dikkat edilmistir. Ust siv1 atildiktan sonra ¢okelti Cizelge 3.15'de belirtilen
6 mL soguk 0.1M CaCl; ile karigtirmis ve 30 dakika buzda bekletilmistir. Bu islem
sonrasinda +4°C'de 5 000 rpm'de 10 dakika santriflij yapilmig ve iist siv1 atilmigtir.
Daha sonra ¢okeltiye 1,6 mL sogutulmus %15'lik gliserol iceren 0.1M CaCl;
eklenmistir (Cizelge 3.15). 24 saat boyunca buzda bekletildikten sonra hazir olan
hiicreler transformasyon i¢in kullanilmislardir. Béylece E. coli DH5a susu rekombinant

plazmitin aktarimi i¢in alic1 hale getirilmistir.

Cizelge 3.13. Kompetan DHSa hiicreleri hazirlanmasinda kullanilan kati1 besiyeri

LB agarli besiyeri g/L
Tripton 10
NaCl 10

Yeast extract 5
Agar 15
pH 7.0

Cizelge 3.14. Kompetan DH5a hiicreleri hazirlanmasinda kullanilan sivi besiyeri

LB besiyeri g/L
Tripton 10
NaCl 10

Yeast extract 5
pH 7.0

CaCl; ve gliserol iceren ¢ozeltilerin hazirlanist Cizelge 3.15'de verilmistir. LB besiyeri,
LB agarli besiyeri ve %50'lik gliserol ¢ozeltisinin sterilizasyonu 121°C'de 40 dakika
otoklavlanarak saglanmistir. IM'lik CaCl; ¢ozeltisinin sterilizasyonu ise 0,22 um filtre

ile saglanmistir.
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Cizelge 3.15. CaCl; ve gliserol iceren ¢ozeltilerin hazirlanisi

0,IM CaCl, Miktar
IM CaCl, 100 mL
dH,0 900 mL
%15'lik gliserol iceren 0.1M CaCl, Miktar
¢Ozeltisi
1 M CaCl; 100 mL
%50'lik gliserol ¢ozeltisi 300 mL
dH 0 600 mL
IM CaCl Miktar
CaCl>.2H20 147 g
dH>O 1000 mL
%50'lik gliserol ¢ozeltisi Miktar
Gliserol 50 mL
dHO 100 mL

3.2.6.3. Rekombinant plazmitin kompetan hiicrelere transformasyonu

E. coli DH50, kompetan hiicrelerine pGEM®-T Easy vektoriine klonlanmig olan gen
transforme edilmistir. Bu amagla kuru buz dolu bir kaba 1,5 mL'lik mikrosantrifiij tiipii
yerlestirilmistir. Buz icindeki mikrosantrifiij tiipiine 5 mL ligasyon iirlinii ve 100 mL
kompetant hiicre konulmus ve mikrosantrifiij tiipii 30 dakika buzda bekletilmistir. Daha
sonra mikrosantrifiij tlipiine 42°C'de 90 saniye 1s1 soku verilip hiicre yiizeyindeki
porlarin agilmasi saglanmistir. Bu igslem sonunda mikrosantrifiij tiipii tekrar buza
aliarak 5 dakika bekletilmistir. Daha sonra mikrosantrifiij tlipline 6nceden hazirlanmis
steril ve 37°C'de bekletilmis 500 mL'lik LB besiyeri (bkz. Cizelge 3.14) eklenerek
37°C ve 200 rpm'de 1 saat inkiibasyona birakilmistir.
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3.2.6.4. Transformasyonun gerceklestigi hiicrelerin belirlenmesi

Transformasyon, ilk olarak hiicrelerin ampisilin i¢eren ortamda biiylimesi; ikinci olarak
da IPTG (laktoz analogu) ile aktive olan B-Galaktosidaz'in X-Gal kimyasalini subsurat
olarak kullanmasi sonucu mavi kolonilerin olusmasi ile kontrol edilmistir. Bu amacla
Xgal, IPTG ve ampisilin igeren LB agar besiyeri hazirlanip, karistirllmig ve steril
kosullar altinda  petrilere dokiilmiistiir (Cizelge 3.16). Bu petrilere inkiibasyon
sonrasinda transformasyonu gergeklestirilen kiiltiirden 200 pL 6rnek drigalski 6ze
yardimi ile steril kosullar altinda yayilmistir. Bu petriler 37°C'de 18 saat inkiibe
edilmistir. Ampisilin soliisyonun pH'sinin ayarlanmasinda 1M NaOH soliisyonu
kullanilmistir. IPTG ve ampisilin soliisyonu 0,22 um por capmna sahip filtreden
gecirilerek steril edilmistir. IPTG, ampisilin ve Xgal soliisyonlar1 151k gormeyecek
sekilde -20°C'de muhafaza edilmistir.

Cizelge 3.16. Transformasyonun gergeklestiginin belirlenmesi amaci ile hazirlanan
besiyeri

Xgal, IPTG ve ampisillin iceren LB agar Miktar
besiyeri
LB agar besiyeri 250 mL
Xgal soliisyonu 500 uLL
IPTG soliisyonu 250 uL
Ampisilin soliisyonu 250 uL
LB agar besiyeri g/L
Tripton 10
NaCl 10
Yeast extract 5
Agar 15
pH 7.0
IPTG soliisyonu Miktar
IPTG 0.119 g
dH20 5 mL
Xgal soliisyonu Miktar
Xgal 0.1g
DMF 5mL
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Cizelge 3.16.Transformasyonun gerceklestiginin belirlenmesi amaci ile hazirlanan
besiyeri (devam)

Ampisilin soliisyonu Miktar
Ampisilin lg

dH;O 100 mL
pH 8.5

IM NaOH soliisyonu Miktar
NaOH 40¢g

dH:O 1000 mL

3.2.6.5. Transformasyonun gerceklestigi kolonilerin secimi ve deney tiiplerine ekim
Transformasyon, hiicrelerin ampisilin igeren besiyerinde biliylimesi ve X-Gal
kimyasalinin subsurat olarak kullanimi1 (IPTG ile aktive edilen B-Galaktosidaz

aktivitesi) sebebiyle mavi kolonilerin olusmasi ile kontrol edilmistir.

18 saat inkiibasyon sonrasinda olusan pozitif koloniler (beyaz) secilmis ve ampisilin
iceren 10mL'lik LB besiyeri igeren deney tiiplerine steril kosullarda ekimi yapilmuistir.
Deney tiipleri 37°C ve 200 rpm'de 18 saat inokiile edilmis ve bdylece transformasyon

olan hiicrelerin stoklar1 olusturulmustur (Cizelge 3.17).

Cizelge 3.17. Transformasyonu ger¢eklesen kolonilerin stoklarinin olusturulmasinda
kullanilan besiyeri

Ampisilin igeren LB besiyeri Miktar
LB besiyeri 250 mL
Ampisilin soliisyonu 250 uLL
LB besiyeri g/L
Tripton 10
NaCl 10
Yeast extract 5

58



3.2.6.6. Transformasyonu gerc¢eklesen hiicrelerden plazmid izolasyonu
Transformasyon olan hiicrelerin stoklardan alinan hiicreler ¢okertilmis ve QIAprep Spin
Miniprep Kit (Qiagen) kullanilarak iiretici firmanin tavsiye ettigi sekilde hiicrelerin

plazmidleri izole edilmistir.

QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen) protokolii

-Transformasyonu olan hiicre stogundan alinan 4,5 mL'lik hiicre kiiltiirliniin ¢okeltisi
15 000 rpm'de 3 dakika tekrarli olarak santrifiij edilerek 1,5 mL'lik mikrosantrifiij
tiipline toplanmis ve {ist sivilar atilmigtir.

-Mikrosantrifiij tlipine 250 pL Buffer P1 eklenerek pipetaj yapilarak hiicrelerin iyi bir
sekilde ¢oziilmesi saglanmistir. Bu agsamadan sonra eklenecek olan iki tamponun toplam
eklenme siiresinin kisa tutulmasina dikkat edilmistir.

-Mikrosantrifiij tiiptine 250 pL Buffer P2(Lysis Buffer) eklenerek, hizli bir sekilde
vortekslenmistir.

-Mikrosantrifiij tiipiine 350 pL Buffer N3(Neutralization Buffer) eklenerek, hizli bir
sekilde vorteks yapilmgtir.

-Mikrosantrifiij tiipii 15 000 rpm'de 15 dakika santrifiij edilmistir.

-Kit igerigindeki spin kolon, toplama tiipiline yerlestirilmistir.

-Mikrosantrifiij tiipindeki iist siv1 dikkatli bir bicimde mikropipet ile ¢ekilerek kolona
aktarilmistir. Bu agsamada kolona ¢dkeltinin de aktarilmamasina dikkat edilmistir.
-Kolon 15 000 rpm'de 1 dakika santrifiij edilmis ve toplama tiipiindeki s1v1 atilmustir.
-Kolona 500 uL Buffer PB (Binding Buffer) eklenerek, 15 000 rpm'de 1 dakika santrifiij
edilmis ve toplama tiipiine siizlilen siv1 atilmugtir.

-Kolona 750 pL Buffer PE (Wash Buffer) eklenmistir.

-Kolon 15 000 rpm'de 1 dakika santrifiijj edilmis ve toplama tiipline siiziilen sivi
atilmistir.

-Bos kolon 15 000 rpm'de 1 dakika santrifiij edilmis ve toplama tiipti atilmistir.

-Kolon, 1,5 mL'lik mikrosantrifiij tiipiine yerlestirilmistir.

-Kolon membranina zarar vermeden kolona 50 pL Buffer EB (Elution Buffer)
eklenerek, 1 dakika beklenmistir.

-15 000 rpm'de 1 dakika santrifiij edilmistir.

- Kolon atilmistir. Cilinkii izole edilen plazmit mikrosantrifiij tiipiine sliziilmiistiir.
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Mikrosantrifiij tiipiinde izole edilen plazmitin konsantrasyonu ve saflik derecesi
spektrofotometrik yontemler ile belirlenmistir. Bu amagla QIAprep Spin Miniprep Kit
(Qiagen) igeriginde bulunan Buffer EB (Elution Buffer) kor olarak kullanilmis ve 230-
260-280 nm dalga boyunda okuma yapilmistir.

3.2.6.7. izole edilen rekombinant plazmidlerin goriintiillenmesi

Ilgili DNA fragmentinin plazmit DNA'sina entegre oldugunu gostermek icin izole
edilmis olan rekombinant plazmit DNA'sinin konsantrasyonuna bagli olarak
hesaplamalar yapilmis ve EcoRI enzimi ile kesim yapilip agaroz jel elektroforezi ile
beklenen boydaki bantlar tesbit edilmistir. Bu islemde 9 PZR tiipii kullanilmigtir. Her
PZR tiipiiniin 1000 ng plazmit DNA's1 icermesine dikkat edilmis ve hesaplamalar bu
dogrultuda yapilmistir. 1000 pg plazmit DNA's1, 1X CutSmart Tampon Cozeltisi (New
England Biolabs), 10 Unite EcoRI restriksiyon enzimi (New England Biolabs) ve PZR
suyu son hacim 25 pL olacak sekilde hazirlanmistir ( Cizelge 3.18). Hazirlanan PZR
tipleri 37°C'de 120 dakika bekletilerek EcoRI restriksiyon enziminin kesim yapmast
saglanmis daha sonra 65°C'de 20 dakika bekletilerek EcoRI restriksiyon enziminin

inaktivasyonu saglanmistir.

Cizelge 3.18. PZR tiiplerindeki plazmit DNA's1, PZR suyu ve PZR karisimi miktarlari

PZR tiipiine eklenen miktar
Plazmit Plazmit PZR tiip no | Plazmit DNA's1| PZR suyu PZR
no konsantrasyonu (nL) (uL) karisimi1
(ng/uL) (L)
1-1 143.1 1-1 7 3 15
1-2 214.4 1-2 4.7 53 15
1-3 201.1 1-3 5 5 15
2-1 238.8 2-1 4.2 5.8 15
2-2 154.2 2-2 6.5 3.5 15
2-3 181.3 2-3 5.5 4.5 15
3-1 190.9 3-1 5.2 4.8 15
3-2 177.6 3-2 5.6 4.4 15
3-3 133.8 3-3 7.5 2.5 15
Toplam hacim 25ulL
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Cizelge 3.18. PZR tiiplerindeki plazmit DNA's1, PZR suyu ve PZR karisimi miktarlari
(devam)

PZR karigimi icerigi Miktar (uL)
10X CutSmart Buffer 2,5
PZR suyu 11,5
10 U/uL EcoRI restriksiyon enzimi 1
Toplam Hacim 15

5 uL'lik yiikleme boyas1 (Gel loading dye blue 6X, New England Biolabs Inc.) ile 25
pL'lik PZR iirtinleri %1,5'luk agaroz jele yiiklenmistir (bkz. Cizelge 3.6) (bkz. Cizelge
3.11). Daha sonra 1X TBE tamponu igerisinde 100 volt akimda yaklasik olarak 2 saat
yiiriitiilmiistiir (bkz. Cizelge 3.6). Ik kuyucuga da 6 pL uzunluk markérii (100bp DNA
ladder, New England Biolabs Inc.) yiiklenmistir. Elde edilen bantlar jel goriintiileme
sisteminde goriintiilenmistir. Kiiclik boya sahip olan DNA parcalarinin daha iyi
ayrigsabilmesi icin agaroz jelin konsantrasyonunun arttirilmas1 gerektigi icin PZR

tirliniiniin goriintiilenmesinde %1,5'luk agaroz jel elektroforezi tercih edilmistir.

3.2.7. Sekanslama

Sekanslatma islemi 600 ng izole edilmis plazmid (pGEM®-T easy vektoriine klonlanmis
gen parcast) gonderilerek yapilmustir. Izole edilen plazmidler ABI prism-310 Genetic
Analyzer cihazi ve T7 primeri kullanilarak sekanslatilmistir (RefGen, Ankara). Boylece
klonlanan genlerinin sekanslar1 saptanmis olacaktir. Saptanan sekansin NCBI data

bankasi kullanilarak literatiir analizi yapilmistir (Zhang ve Madden 1997).
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4. BULGULAR

4.1. Fitaz pozitif bakterilerin kalitatif tayini

Tiirkiye'nin 30 farkli ilinden alman toprak oOrneklerinden 300 adet bakteri izole
edilmistir. Izole edilen bakterilerin Bacillus cinsine ait olup olmadigin1 belirlemek {izere
biyokimyasal ve morfolojik testler yapilmis, bu testlerin sonucunda 236 adet bakterinin
Bacillus sp. oldugu ve bu suslarin fitaz enzim potansiyellerine bakildiginda 19 tanesinin
120. saat sonucunda, 6 tane zayif aciklikta ¢evresel hidrolitik zonlu (2-4 mm), 10 tane
orta agiklikta cevresel hidrolitik zonlu (5-8 mm), 3 tane genis acgiklikta gevresel
hidrolitik zonlu bolgelere (9-11 mm) sahip oldugu gozlemlenmistir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Fitaz pozitif Bacillus sp.'lerin fitaz zonu caplar1

Bakteri No Iller Koloni Cap1 (mm) Zon Cap1 (mm)
2-1 Bilecik 3.2 5
2-2 Bilecik 3.2 3.5
3-6 Kirklareli 2.8 3
4-8 Kayseri ) 22
5-4 Manisa 4 45
5-5 Manisa 3 3.1
9-1 Trabzon b 11
9-9 Trabzon 2.8 3
10-8 Tunceli 4,2 6
14-3 Balikesir 45 75
14-5 Balikesir 5 6.5
14-6 Balikesir 48 7.8
15-7 Hatay 6.5 8
15-9 Hatay 6.8 73
18-7 Bartin 6.2 6.5
19-4 Edirne 6.1 9
19-9 Edirne 5 9
23-1 Sivas 5.5 5.6
23-2 Sivas 5.1 8
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Bu suglar arasinda en genis zonu (11 mm zonu) gosteren sus Bacillus sp. EBD 9-1

olarak adlandirilmistir. Fitaz pozitif 6zellik gosteren izolatin besiyerindeki goriintiisii

Sekil 4.1' de verilmistir.

Sekil 4.1. Fitaz tireten Bacillus sp. EBD 9-1'in PSM ortamindaki goriintiisii

4.2.Bacillus'un taksonomik siiflandirmasi i¢cin morfolojik ve fizyolojik ozelliklerin
belirlenmesi
Genel olarak Bacillus cinsini  belirlemek amaciyla asagidaki tayin anahtari

kullanilmaktadir (Sekil 4.2).

| Bacillaceae |

| E_qmal: seklinde | Kiire seklinde
ucrelaer o

hidcreler |

| Karalaz (=) | | Katala= {-) |

| Sporosarcina |

[ Aerobix | [ Anaerobiik | [mikreasrarinik |

| Bacillus | | Clostridium " Sporolactobacillus |

Sekil 4.2. Bacillus sp. izolatlarinin taksonomik 6zellikleri (Buchanan ve Gibbons 1974)
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4.2.1. Koloni ve hiicre morfolojisi

Bakteriler, farkli karakteristik kolonive hiicre tiplerine sahiptirler (Sekil 4.3).
Calismamizda elde ettigimiz bakterilerin noktasal, flamentli ve dalgali koloni tipi
ozellik gosterdigi tespit edilmistir. Ancak en yliksek fitaz aktivitesinin goriildigi
Bacillus sp. EBD 9-1 susunda dalgali koloni tipi goriilmiistiir. Olympus CH-2 markali
151k mikroskobunda yapilan  mikroskobik incelemeler sonucunda ise bakterilerin

hepsinin hiicre tipinin ¢ubuk (basil) seklinde oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.4).

Bakteri koloni tipleri

=k
=]
- .
=]
Yuvarlak Dalgal1 Flamentli Rizoid Noktasal

| Bakteri hiicre tipleri |

0 = ™ §F oy, L =8

Yuvarlak Comak Spiral Spiroket Virgiil Filamenth Pleomorfik
(Coccus) (Basil) (Spirillum)

Sekil 4.3. Bakteri koloni ve hiicre morfolojisi

Sekil 4.4. Bacillus dalgali koloni tipi ve basil (¢ubuk) hiicre tipi
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4.2.2. Hareketlilik testi
3.2.2.1'e gore yapilan hareketlilik testi sonucunda tiim bakterilerin hareketli oldugu
belirlenmistir (Sekil 4.5).

Sekil 4.5. Petrideki yumusak agarli besiyerinde hareketlilik kontrolii

4.2.3. Katalaz testi

Katalaz oksiderediiktaz grubu bir enzim olup oksijene maruz kalan hemen hemen tim
canlilarda bulunur. Dolayisiyla aerobik olan Bacillus tiirleri tarafindan da yaygin olarak
sentezlenirler. Bu enzim ortamdaki hidrojen peroksiti (H202), su ve oksijene
ayristirmaktadir. 3.2.2.2" ye gore yapilan katalaz testinde, kat1 bakteri kiiltiiriine %3'liik
hidrojen peroksit (H>02) damlatildiginda, ortamda katalaz varliginda aciga ¢ikan serbest
oksijen, gaz kabarciklar1 halinde gozlenir. Gaz kabarciklarinin ¢ikisi, hidrojen peroksitin
ayrismasint dolayisiyla da katalaz varligim1 gosterdiginden tiim bakteriler katalaz(+)

olarak degerlendirilmistir(Sekil 4.6).

Sekil 4.6. Katalaz pozitif testinin petrideki goriintiisii
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4.2.4. Gram boyama

Bakterilerin tanimlanmasinda 6nemli bir belirte¢ olan gram boyama 3.2.2.3'e gore
yapilmig olup, gram boyama deneyinde ilk boya olan kristal viyoleyi hiicre iginde
tutabilen bakteriler Gram(+) olarak kabul edilmis olup, gram boyama deneyine tabi

tutulan tiim bakteriler Olympus CH-2 marka 151k mikroskobunda, 10x100'liik objektifte,

immersiyon yag1 ile incelendiginde mor menekse bir renk gostererek, Gram(+) olarak

degerlendirilmislerdir (Sekil 4.7).

Sekil 4.7. Isik mikroskobunda bakterilerinin gériiniimii (100X)

4.2.5. Spor boyama

Endospor olusumu Bacillaceae familyasinin tipik 6zelligi olup, bu familyanin iyeleri
olan Bacillus ve Clostridium cinsi bakterilerde goriilmektedir. Spor boyama 3.2.2.4'e
gore yapilmis olup, denemeye alinan tiim bakterilerin sporlu olduklar1 ve yesile
boyandiklar1 belirlenmistir. Vejetatif hiicreler ise pembe-kirmiziya boyanmistir.
Incelemeler Olympus CH-2 marka 151k mikroskobunda, 10x100'lik objektifte,
immersiyon yag1 ile yapilmstir (Sekil 4.8).

Sekil 4.8. Bakterilerin spor boyama sonrast goriiniimii (100X)

66



Izole edilen bakterilerin Bacillus cinsine ait oldugunun belirlenmesi i¢in Cizelge 4.2'de
verilen testler yapilmistir. Bu testler sonucunda tiim bakterilerin Bacillus cinsine ait
oldugu goriilmiistiir. En yiliksek fitaz aktivitesinin saptandigt Bacillus sp. EBD 9-1

susunun test sonuglar1 Cizelge 4.2'de verilmistir.

Cizelge 4.2. Bacillus cinsinin belirlenmesinde kullanilan morfolojik testler ve test

sonuglari

Uygulanan testler Bacillus sp. EBD 9-1
Koloni tipi Dalgali
Hiicre sekli Basil(Comak)

Gram boyama +
Katalaz testi +
Hareketlilik testi +

4.3. 16S rRNA Analizi

Bacillus cins diizeyinde tespit edildikten sonra, RefGen-Biyoteknoloji (Ankara)
tarafindan yapilan 16S rRNA dizi analizi sonucunda Bacillus sp. EBD 9-1 susunun
dizini gen bankasinda karsilastirilmis ve Bacillus megaterium ile %100 benzerlik
gosterdigi goriilmistiir (Sekil 4.9). Bu sebeple yeni izole ettigimiz bakteri Bacillus
megaterium EBD 9-1 olarak adlandirilmistir. Bacillus megaterium EBD 9-1 susunun
16S rRNA analizini yapmak icin bu gen bolgesine 6zel 27F (Cizelge 4.3) ve 1492R
(Cizelge 4.4) primerleri kullanilmustir. Bacillus megaterium EBD 9-1 susunun 16S
rRNA geninin kismi DNA dizisinin bir boliimiiniin gdsterildigi kromotogram Sekil

4.10'da verilmistir.

ebd9
L Bacillus megaterium
Bacillus flexus

Bacillus subtilis

Bacillus pumilus

Bacillus cereus

(0102

Sekil 4.9. Bacillus megaterium EBD 9-1 susunun 16S rRNA bdlgelerinin filogenetik agact
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Cizelge 4.3. Bacillus sp. 9-1 susunun 27F primeri kullanilarak okunan 16S rRNA
geninin kismi DNA dizisi

GGGCGAACAAGGGTAACCCGGTAGAAGTTTGATCATCGGCTCAGAGAAGTC
GTAACAATGGTCACCAGTAAGAGTTTGCGGCGGACGGGTGAGTACCACGTG
GGCAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTTCGGGAAACCGAAGCTAATACC
GGATAGGATCTTCTCCTTCATGGGAGATGATTGAAAGATGGTTTCGGCTATC
ACTTACAGATGGGCCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCA
CCAAGGCAACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGG
ACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCC
GCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTT
TCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACGAGAGTAACTGC
TCGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGC
AGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAA
GCGCGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCG
TGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGAAAGCGGAA
TTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGAGGACACCAGTGCGAAG
CGCTTTTCGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAGCGTGGGGAGCAACAG
GATAGATACCCTGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTG

Cizelge 4.4. Bacillus sp. 9-1 susunun 1492R primeri kullanilarak okunan 16S rRNA
geninin kismi DNA dizisi

TTGGGCCCTGGTTCAACTCCAAATGGGTTACCTTGTTACGACTTGCTGAGCA
TGATCATACTCTACTGGTTATCTGTTGCTGCGTCCGGAGGCGTGATCAAGGC
CCGGGAACGTATTCGCCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCAG
CTTCATGTAGGCGAGTTGCAGCCTACAATCCGAACTGAGAATGGTTTTATGG
GATTGGCTTGACCTCGCGGTCTTGCAGCCCTTTGTACCATCCATTGTAGCAC
GTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTT
CCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCACCTTAGAGTGCCCAACTAAATGCTGGC
AACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACG
ACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACTCTGTCCCCCGAAGGG
GAACGCTCTATCTCTAGAGTTGTCAGAGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCT
TCGCGTTGCTTCGAATTAAACCA
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Sekil 4.10. Bacillus megaterium EBD 9-1 susunun 16S rRNA geninin kismi DNA
dizisinin bir bdliimiiniin kromotogrami

4.4. Fitaz enzim genin izolasyonu ve kontrolii

4.4.1. Bacillus megaterium EBD 9-1 susundan genomik DNA'nin izolasyonu

En yiliksek fitaz aktivitesi saptanan Bacillus megaterium EBD 9-1 susunun saf
kiiltiirinlin optik yogunluk (OD) degeri 600 nm dalga boyuna yaklasik olarak 4 saatte
ulagmistir. Daha sonra 3.2.4.1'e gore yapilan DNA ekstraksiyonu sonucunda 9-1-1, 9-1-
2 ve 9-1-3 olarak adlandirilan 3 mikrosantrifiij tiipiine kromozomal DNA izole
edilmistir. Izole edilen kromozomal DNA, G-spin™ Genomic DNA Extraction Kit [for
bacteria] iceriginde bulunan Elution Buffer igerisinde, ileri manipiilasyonlarda

kullanilmak tizere -20°C'de saklanmustir.

4.4.2. izole edilen genomik DNA'min konsantrasyonu ve safhk derecesinin
spektrofotometrik ol¢iimler ile tespiti

9-1-1, 9-1-2 ve 9-1-3 olarak adlandirilan genomik DNA 6rneklerinin konsantrasyonu
ve saflik derecesi 3.2.4.2'e gore yapilan spektrofotometrik yontemlerle dl¢iilmiistiir. Bu
olgtimlerde G-spin™ Genomic DNA Extraction Kit [for bacteria] igeriginde bulunan
Elution Buffer kor olarak kullanilmis ve 230-260-280 nm dalga boyunda okuma
yapilmistir. Olciim sonuglar1 Cizelge 4.5'de verilmis olup, &rneklerin Aze0/A2so orani
(260 nm'deki absorbans degerinin 280nm'deki absorbans degerine orani) ~1,8 oldugu

icin Orneklerin saflik derecesinin yiiksek oldugu tespit edilmistir.
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Cizelge 4.5. izole edilen genomik DNA'larin konsantrasyonlart

Izole edilen genomik DNA no Konsantrasyon (ng/uL)
9-1-1 154,7
9-1-2 136,1
9-1-3 188,3

4.4.3. Kromozomal DNA'nin agaroz jel elektroforezi ile kontrolii

Kromozomal DNA'nin goriintiilenmesi 3.2.4.3'e gore yapilmis olup, her 3 ornekte de

parcalanmanin olmadig1 goriilmiistiir (Sekil 4.11).

Sekil 4.11. Kromozomal DNA'nin %0,8'lik agaroz jel profili

4.5. Fitaz geninin PZR reaksiyonu ile ¢ogaltilmasi

Bacillus megaterium EBD 9-1'in kromozomal DNA's1 {izerinde bulunan fitaz geni
(PhyC) eldeki verilere gore tasarlanan primerler kullanilarak ve 3.2.5.2'de verilen
program ve kosullara uygun olarak ¢ogaltilmaya calisilmistir. Caligmamizda 3.2.5.1'de
verilen 2 farkli primer ¢ifti kullanilarak yapilan PZR'ler sonucu elde edilen jel
profilleri Sekil 4.12-4.13'de verilmistir. Markor olarak 3.2.5.3'de verilen sekilde NEB
100bp DNA ladder (1,517 bp, 1,200 bp, 1000 bp, 900 bp, 800 bp, 700 bp, 600 bp,
500/517 bp, 400 bp, 300 bp, 200 bp, 100 bp) kullanilip agaroz jel elektroforezi ile PZR

iriiniin kontrolii yapilmistir.
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Bacillus megaterium EBD 9-1 susu fitazi i¢in ileri (forward) primer-a ve geri (reverse)
primer-a kullanilarak yapilan PZR sonucu agaroz jelde bant olusumu goézlenmemistir
(Sekil 4.12). PZR' de bandin elde edilememesi nedeniyle bu primer ¢ifti sonraki
caligmalarda kullanilmamistir. PZR'nin kontrolii i¢in yapilan, iginde DNA bulunmayan
kontrol 6rneklerinde agaroz jelde bant olusumu gézlenmemistir ve bu sonu¢ PZR'nin

bulassiz bir sekilde yapildigin1 gostermistir.
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g-1-2
8.1-3
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Sekil 4.12. ileri (forward) primer-a ve geri (reverse) primer-a primer ¢ifti kullanilarak
yapilan PZR iiriinlerinin %1,5'luk agaroz jel profili

1 nolu kuyucuk: Molekiiler agirlik markdérii (100 bp DNA ladder, NEB); 2, 3 ve 4 nolu
kuyucuk: Bacillus megaterium EBD 9-1 susundan izole edilen DNA 6rnekleri; 5 nolu
kuyucuk DNA 6rneginin bulunmadigi negatif kontrol
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Bacillus megaterium EBD 9-1 susu fitazi i¢in ileri (forward) primer-dejenere ve geri
(reverse) primer-dejenere primer ¢ifti kullanilarak yapilan PZR sonucu olarak ~900 bp
bliytlikliigiinde bir bant ve ~500 bp biiyiikliiglinde iki bant gorilmiistiir (Sekil 4.13).
PZR'nin kontrolii i¢in yapilan, igcinde DNA bulunmayan kontrol 6rneklerinde agaroz
jelde bant olusumu gbézlenmemistir ve bu sonug, PZR'nin bulagsiz bir sekilde yapildigini
gostermistir. Sadece bu primer ¢iftinin agaroz jel profilinde bant olusumu goriildiigii i¢in

sonraki ¢aligmalarda bu primer ¢ifti kullanilmistir.
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9.1-2

9-1-2

9-1-2

9-1-2

9-1-3

9-1-3

9-1-3

9-1-3
Negatif Kontrol

900 bp

500 bp

Sekil 4.13. ileri (forward) primer-dejenere ve geri (reverse) primer-dejenere primer gifti
kullanilarak yapilan PZR firiinlerinin %1,5'luk agaroz jel profili

1 nolu kuyucuk: Molekiiler agirlik markdrii (100 bp DNA ladder, NEB); 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8, 9 nolu kuyucuklar: Bacillus megaterium EBD 9-1 susundan izole edilen DNA
ornekleri; 10 nolu kuyucuk: DNA 6rneginin bulunmadig1 negatif kontrol
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4.5.1. PZR iiriiniiniin agaroz jelden elde edilmesi

Ileri (forward) primer-dejenere ve geri (reverse) primer-dejenere primer gifti
kullanilarak yapilan PZR sonucunda elde edilen 3 bandin agaroz jelden izole edilmesi
3.2.5.4'e gore yapilmistir. Agaroz jel UV transimilatorde incelenmis ve olusan 3 DNA
bandi temiz bir bistiiri yardimi ile dikkatli bir sekilde kesilerek alinmistir (Sekil 4.14).
QIAquick Gel Extraction Kit prosediiriindeki kesilen jelin agirliginin 400 mg'dan daha
fazla olmamasmin gerektigi kurali sebebi ile 9-1-2 i¢in 3 bant, 9-2-3 icin 3 bant
kesilmistir. UV uygulamasi altinda kesilen bantlar steril olan 6 adet mikrosantrifiij
tiipiine konulmus ve tartimlar yapilmistir. QIAquick Gel Extraction Kit prosediiriine
uygun olarak her mikrosantrifiij tlipline QG Buffer ve izopropanol eklenmis ve bu
asamadan sonra gelen DNA Orneklerinin spin kolona yliklenmesi agamasinda 1 ve 2
nolu mikrosantrifiij tiipindeki DNA 6rnegi ayni kolona, 3 ve 4 mikrosantrifiij tliplindeki
DNA 6rnegi ayni kolona, 5 ve 6 nolu mikrosantrifiij tiipiindeki DNA 6rnegi ayni kolona
yiiklenmistir. Bu sekilde konsantrasyonu diisiik olan bant 6rneklerinden izole edilecek
DNA'nin konsantrasyonu arttirilmistir. Daha sonraki islemlere QIAquick Gel Extraction
Kit prosediiriine uygun olarak devam edilmistir ve Bant 1, Bant 2 ve Bant 3 olarak

adlandirilmis olup, elde edilen 3 bant -20°C'de saklanmustur.

100 bp DNA Ladder

412
812
§.1.2
g-12
8.1.3
g.1.3
g.1.3
8.1.3
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Bant 3—

Sekil 4.14. PZR sonucunda elde edilen 3 bandin agaroz jelden izole edilmesi

1 nolu kuyucuk: Molekiiler agirlik markorii (100bp DNA ladder, NEB); 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8, 9 nolu kuyucuklar: Bacillus megaterium EBD 9-1 susundan izole edilen DNA
ornekleri; 10 nolu kuyucuk: DNA 6rneginin bulunmadig1 negatif kontrol
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4.5.2. Agaroz jelden izole edilen PZR iiriiniin konsantrasyonu ve saflik derecesinin
spektrofotometrik yontemler ile tespiti

Agaroz jelden izole edilen PZR iiriinii bantlarin konsantrasyonu ve saflik derecesi
spektrofotometrik yontemlerle 3.2.5.5'e gore ol¢iilmiistiir. QIAquick Gel Extraction Kit
(Qiagen) iceriginde bulunan Elution Buffer (Buffer EB) kor olarak kullanilip, 230-
260-280 nm dalga boylarinda okuma yapilmig ve sonuglar Cizelge 4.6'da verilmistir.
Okumalar sonucunda ¢ikan optik yogunlugun 1,8-2,0 arasinda oldugu dolayisiyla

saflik derecesinin yiiksek oldugu tespit edilmistir.

Cizelge 4.6. Agaroz jelden izole edilen PZR iiriinii bantlarin konsantrasyonu

Bant no Konsantrasyon (ng/uL)
Bant 1 104,7

Bant 2 96,1

Bant 3 93,5

4.6. Fitaz enzimi geninin E.coli'de klonlanmasi
PZR firtinlerinin 3.2.6.'da verilen T-A klonlama yontemi ile FE.coli'de klonlanmasi

saglanmustir.

4.6.1. pPGEM"-T Easy vectoriine PZR iiriiniin klonlanmasi

PZR asamasinda Taq DNA polimeraz enzimi kullanildigindan dolayr PZR ile
cogaltilan fitaz enzimi genlerine ait cDNA'larin 3' uglarina amplifikasyon sirasinda
fazladan bir adenin eklenmistir. Bu DNA'lar 3' ucunda fazladan bir timin igeren
pGEMP®-T Easy vektoriine (Promega) 2X ligasyon tampon ¢ozeltisi (Promega) ve T4
DNA ligaz enzimi (Promega) kullanilarak 3.2.6.1'e gore klonlanmustir.

Kullanilmayan PZR iirliniiniin daha sonraki calismalarda kullanilabilmesi i¢in -20°C'de
muhafaza edilmistir. PZR {irlinii olarak Bant 1'in kullanildig1 ligasyon iiriinii L1 olarak,
Bant 2'nin  kullanildig1 ligasyon {iriinii L2 olarak ve Bant 3'in kullanildig1 ligasyon

iirlinii L3 olarak isimlendirilmistir (Cizelge 4.7).
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Cizelge 4.7. Kullanilan PZR iiriinline gore ligasyon iirlinliniin adlandirilmasi

PZR iiriinii no Ligasyon {iriinii no
Bant 1 L1
Bant 2 L2
Bant 3 L3

4.6.2. Konukcu E. coli'nin alic1 hiicre haline getirilmesi
Bu ¢alismada konukgu hiicre olarak kullanilan E. coli DH5a susu 3.2.6.2'deki protokol

kullanilarak alict hiicre haline getirilmistir.

4.6.3. Rekombinant plazmitin kompetant hiicrelere transformasyonu
Olusturmus oldugumuz L1, L2 ve L3 rekombinant DNA molekiilleri olan plazmitler
3.2.6.3'deki yontem kullanilarak kompetan E. coli DH5a hiicrelerine aktarilmistr.

4.6.4. Transformasyonun gerceklestigi hiicrelerin belirlenmesi

Rekombinant DNA molekiiliinii tasiyan E. coli DHS5o suslarinin  tespiti igin
transformasyonu yapilan E. coli DH5a susu bakterileri Xgal, IPTG ve ampisillin igeren
LB agar besiyerine ekilerek ampisilin antibiyotigine dayaniklilik ve mavi-beyaz koloni
secimi yoluyla insert iceren plazmidleri tasiyan bakteri kolonilerinin seleksiyonu
yapilmistir. Bu seleksiyon sonucunda ¢ok sayida mavi ve beyaz bakteri kolonileri elde

edilmistir.

Elde edilen mavi koloniler insert tasimayan pGEM®-T Easy plazmidlerini igermekte
olup klonlamanin gergeklesmedigini yani insert ile pGEM®-T Easy plazmidinin
birlestirilemedigini gostermektedir. Elde edilen beyaz koloniler ise insert tasiyan
pGEM®-T Easy plazmidlerini icermekte olup klonlanma isleminin bagarili oldugunu

gostermektedir.
P1, P2 ve P3 olarak adlandirilan 3 petriye 3 farkli ligasyonu iiriiniin klonlanmasi

sonucunda her bir ligasyon {iriinii i¢in ¢ok sayida mavi ve beyaz koloniler elde

edilmistir. Transformasyon sonucu elde edilen koloniler Sekil 4.15'de gosterilmistir.
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Sekil 4.15. Cogaltilan DNA fragmanini tasiyan rekombinant plazmidlerin kompetan
hiicrelere transformasyonu sonrasi ampisilin igeren kat1 LB ortamindaki goriintiisii

4.6.5. Transformasyonun gerceklestigi kolonilerin secimi ve deney tiiplerine ekim

18 saat inkiibasyon sonrasinda olusan pozitif koloniler (beyaz) 3.2.6.5'deki prosediire
uygun olarak steril kosullarda steril mikropipet ucu ile secilmis ve ampisilin igeren
10 mL'lik stvi LB besiyerinin bulundugu deney tiiplerinde kiiltiire alinmigtir. Her
petriden 5 tane tek koloni segilip, 5 ayri besiyerine ekim yapilmig ve kiiltiirler,
calkalamali inkiibatérde 37°C ve 200 rpm'de 18 saat inkiibe edilmis ve bir sonraki
asamada gerceklestirilecek olan plazmid izolasyonu i¢in hazirlanmistir. Ayrica bu

sekilde transformasyon olan hiicrelerin stoklar1 olusturulmustur.

4.6.6. Transformasyonu gerceklesen hiicrelerden plazmid izolasyonu

5 ayr1 deney tiipline ekimi yapilmis olan kiiltiirlerin eksi kokulu olmayanlarindan 3 tane
secilmis ve 3.2.6.6'daki protokole uygun olarak plazmitleri izole edilmistir. Plazmitleri
izole edilen deney tiiplerindeki kiiltiirlerin hangi PZR {irliniinden kaynak aldig1 Cizelge
4.8'de belirtilmistir.
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Cizelge 4.8. PZR iiriinlerinden plazmit izolasyonuna kadar olan olaylarin gelisimi

PZR iirtinti | Ligasyon iiriinii | Petri no | Deney tiipii | Plazmit izolasyonu yapilan
no no no deney tiipii no

1-1
1-2 1-1

Bant 1 L1 P1 1-3 1-4
1-4 1-5
1-5
2-1
2-2 2-2

Bant 2 L2 P2 2-3 2-3
2-4 2-5
2-5
3-1
3-2 3-1

Bant 3 L3 P3 3-3 -
3-4 3-4
3-5

Mikrosantrifiij tiipiine izole edilen plazmitleri konsantrasyonu ve saflik derecesi
spektrofotometrik yontemler ile belirlenmistir. Bu amagla QIAprep Spin Miniprep Kit
(Qiagen) igerigindeki Elution Buffer kor olarak kullanilmis ve 230-260-280 nm dalga
boylarinda okuma yapilmistir. Orneklerin konsantrasyonu Cizelge 4.9'da verilmis ve

saflik derecesinin yiiksek oldugu sadece 260 nm'de pik goriilmesinden anlagilmistir.

Cizelge 4.9. izolasyonu yapilan plazmitlerin konsantrasyonlar1

Plazmit izolasyonu yapilan Izole edilen plazmit no Konsantrasyon (ng/puL)
deney tiipii no
1-1 P1-1 143,1
1-4 P1-4 2144
1-5 P1-5 201,1
2-2 P2-2 238,8
2-3 P2-3 154,2
2-5 P 2-5 181,3
3-1 P 3-1 190,9
3-2 P3-2 177,6
3-4 P 3-4 133,8
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4.6.7. izole edilen rekombinant plazmidlerin goriintiilenmesi

Ilgili DNA fragmentinin plazmit DNA'sina entegre oldugunu géstermek icin 3.2.6.7'de
belirtilen sekilde EcoRI enzimi ile kesim yapilmis ve %1,5'luk agaroz jel elektroforezi
ile elde edilen bantlar jel goriintiileme sisteminde goriintiilenmistir (Sekil 4.16). Jel
profiline bakilarak pGEM®-T Easy plazmitlerinin PZR ile ¢ogaltilan ilgili DNA

dizilerini icerdigi tespit edilmistir.

Sekil 4.16. pPGEM®-T Easy rekombinant plazmitlerinin EcoRI restiriksiyon enzimiyle
kesimi sonrasinda %1,5'luk agaroz jel profili

1 nolu kuyucuk: Molekiiler agirlik markorii (100bp DNA ladder, NEB); 2, 3 ve 4 nolu
kuyucuklar: pGEM®-T Easy/900bg; 5, 6 ve 7 nolu kuyucuklar: pPGEM®-T Easy/ 550bg;
8,9 ve 10 nolu kuyucuklar: pPGEM®-T Easy/500b¢
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4.7.Sekanslama

Klonlanan gen parcalarimin niikleotit dizileri belirlenmistir. Okunan niikleotit dizisi
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) araciligiyla NCBI(National Center for
Biotechnology Information) veri tabanindaki bilinen diger gen dizilimleri ile
karsilagtirilmisti. Rekombinant plazmitlerin tasidigt DNA fragmaninin sekanslari
Cizelge 4.10-4.12'de verilmistir. Rekombinant plazmitlerin tasidigt DNA fragmaninin
benzerlik gosterdigi gen dizilimlerinin BLAST hizli tarama sonuglar1 Sekil 4.17-4.27'de

verilmistir.

P1-4 rekombinant plazmitinin tasidigr ilgili DNA fragmani 758 niikleotitten
olugsmaktadir (Cizelge 4.10). P1-4 plazmitinin tasidigt DNA fragmaninin benzerlik
gosterdigi gen dizilimlerinin BLAST hizli tarama sonucu Sekil 4.17-4.19'de verilmistir.

Cizelge 4.10. P1-4 plazmitinin tasidigr 758 niikleotitten olusan DNA fragmaninin
sekansi

AAACCGGTAATTTAAAAGCGGCTTCTACCATCGGCTTCATTTTAATTTTAATC
GCCGTATTTAGCGGTCCTTATATTCAAGGAACAGCTTTAGGAGATTTTTTAA
CGCTAGATATTAAAACACTTTCAATTATTCTTCCCGTTTATGCATTTTTCGCA
GCGGCCTTGCCCGTTTGGCTGCTTTTAGCACCTCGAGATTATTTAAGCAGCT
TTATGAAAATTGGTGTCTTTATCGCGCTGATTGTAGGCGTGTTTTTCGTAAAT
CCAGCAATTCCATTTCCTGCAGTTACTGAATTTATTCACGGAGGCGGCCCTA
TCTTAGCAGGACCTGTGTGGCCGTTCATTTCCATTACGATCGCCTGCGGCGC
TATTTCCGGCTTCCATGCATTTGTTGGTTCAGGGACAACCCCTAAGATGCTC
GACCGTTGGAGTGACATTAAAGTTGTAGGCTTCGGGGCGATGTTAGTCGAA
TGCTTGGTAGGAATTATGGCATTAATTGCCGCAACAGCTTTACATCCTGGAG
ACTATTTTGCAATCAACTCTACACCTGAAGTGTTTAAAACGCTCGGCATGA
ACGTGACAGCTCTTCCTCAGCTTAGCCAAGAGATTGGTCTAAACTTAGAAG
GCCGTACAGGCGGCGCTGTTACACTGGCTGTAGGATGACGTATATCTTCAC
GGAAATTCCTTGATTCAGCCACCTGTCTTCTTATTTTTTTCCATCGTCATTAT
GTTTGAGCAGTATTTATTTTACTGCTATCG
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Bacillus megaterium Ol B1551, complete genoame
Sequence ID: gblCPODIEE3 1] Length: SO097129 Mumber of Matches: 1

Range 1: SOS0225 o f="Ta0 =50, 0T Sraphics
Score Ewpect Identitie= ap= Strand
1310 bits{70S} 0.0 FA6/ FEF(DBVa) S FEI(0%R]) Plus/Plus

Featuress:
Query
SeSct
Query
Skict
Ouery
SkSct
Query
SkSct
Due iy
SESct
Query
SeSct
Query
SeSct
Query
Skict
Ouery
SkSct
Query
SkSct
Query
SeHon
Query
SeSct
Query

SeSct

Sekil 4.17. P1-4 plazmitinin tasidigt DNA fragmaninin

carban starvasicn prossn Csce

1
EOQOS0ZZ2Z5
a1
EOs0285
i1z1
SE0s50=4a5
i1s1
SE0s50405
za1
SOSD4E5
ao1
EOS0S5ZS5
=2 - N
EOQOSs0585
4=
EOQOSE0€45
481
SE0s507T05
S41
E0S507T&E5
SO
SOS0OS2S5
SE0
E0s0sS85
Tis
E0Ss0544

eI AL T T T A A N C T I T A CATCCCC I TCAT T ITALTTITTAATCCCOCOCETAT
N NN N L O O O O i I O O
A e T A AT T AN N C T IO T A CC TG CC T T CATTITARTTITTARTCOCCCOCOCET AT

TTARGCESETCCTTATATTICRRSGR AT
L O T O B O |
TTARGCEETCCTTATATTICRRASGRRCE

CEACAT T I TITALACCCTACATATTER RS
L T T O O
A CAT T I TITAACCCTACATATTEALS

T T TR
[
T T TR

AT TITCAR T T AT TC T IO O I T T ATCEC AT I T T TCOCCACSCESCCTTEOOCSTTTIEECOT ST
I N N N N N N
AR T I TCAR T T AT TC T T I T T ATCEC AT I T T TCOCCACSCEECCTTEOOCSTTTIEECOT ST

T IR T SRS A TT AT T TA A C A T T TAT AR AR TT S TETCT TTATCOSC SO TER
N N N N N NN N e
T I ARCCA TSRS A TT AT T TAACC A T T TAT AR AR TT S TETCT TTATCOSC SO TER
I IARCECE TSI I T I T AR AT CCRCCARTTCOCAT T TCC TS CASTTACTEARTTTATTC
I N N N N N N N N N
I ARCECE TSI I T I T AR AT O CRCSCAR T TCOCAT T TCC TS CAST TACTCRAART T TATTC

CCTRTCTT CCTCTCETEECCST TORAT T TCCATTACCSRT OSOCT

ACCCRCOCEET EN =t et Y
Lttt nroernn N N N N N
A S A e O C T AT I T T A C A AR CC T TCTCECCCTICATITCOCATTACCATOCCOCT

e O I AT T ICO G C I ICCAT GO AT I TC I TS T ICACCCEACARCOCCCTITALCATOCTCS
Lena I N N N N 1
e I G I AT T ICO G C I I CC AT GO AT T IC I TG C T ICACCCEACARCCCCTITARCATOCTTIC

A T T GCAC TR A T T AR R T T T A GO C T IO CCATCE I TACTOCAATCCTTOE TG
[N I N N N N N e N
A T e CAC T A AT T A A R T T e T A C T I O CCATE T TACTOEAAT GO TTOETAS

SRR T TA T CA T T AR T T e O A R R S T T T AC AT CC T SRR CTAT T T T CCART CRRCT
| L R | | L T U B
SRR T TA T AT T AR T T T O A R R T T T RAC AT CC T ECRCRCTAT T TTICCART CRRCT
AR T AR T I T I AR R R O C T O C AT AR CCTCERCRCCTCT T OO T CRCSCTT
I N N N N N N N NN N
TR R I AR T AT T T A R R O T O T AT AR O CETERCARCCTCT TCOC T CRCSCT TRACSCTT
ARRCRCAT TGS TC I AR R CT TACGAE R SECCETACASECEECECTIETTACRCTEECTETASE—R

trrtrrrrieintrnrrenrna I N N N N N N 1
ARRCERCATTGETC I AR R CT IGSEARGECCETACRAGSECEECECTIETTACRCTEECTETRASEOR

TEACCTATATC T TCAC AR TTCC T TeCAT TCACCCRACC TS TCTTICTITATC t o o ol O —
fLrrnpirripinrnrrprerrrrelnrnl ittt nroeernml [
T T AT A TC I T A A A A T T O T TG T I CAC O CACCTIETIC T ICTTATTIITIT —CCRAC

— ICCEICATIATC I T IC— ACCAGCTATITATIITA - CITCSCTATCS 758
ftrrrrirernrernl rrLrrn frnrrrnnl rrerrnirni
IO CTICATIATC I T ICARCCAGCTGCTITITATITITAACTSCTATCOS 5080586

=3e ]
5050254
120
5050344
180
5050404
=40
5050464
o0
EO0s50SZ4
=s0
s5050554
azZ0
s5050s44
480
5050704
540
5050764
s00
5050824
659
5050854
Tie

5050543

benzerlik gdsterdigi gen

dizilimlerinin BLAST hizli tarama sonucu. Bacillus megaterium QM B1551 tiim genom

Bacillus megatenum DSM319, complete genome
Sequence ID: gh|CPOIMDE2 1] Length: 5097447 Mumber of Matches: 1

Range 1: S04FEZE6 bo

7 GenSank Grephics

Score

1304 bits{70&)

Expect Identities Strand

Gap=
0.0 FAAFEZ(9E%) 4/ FER(030) Blus/Plus

Features:

Suery
Sbhjor
Query
Shict
Query
Skict
Query
Skict
Query
Skict
Query
Sbhjor
Suery
Sbhjor
Query
Shict
Query
Skict
Query
Skict
Query
Skjot
Suery
Skjot
Suery

Sedon

carbon starvesion prosein Cste

1
5047826
s1
S047586
1=z1
S04754a
181
S048006
Za1
ED4BDEE
301
S0481Z26
Iel
sS048186
4z1
S048Z246
481
SO048306
(=X
SO048368
[falu
E04B4Z2 6
(=31
E0D4B4B86&
TiS

S048546

AT A LT T T AL S C T ICTACCATCGECTITCATTTTAATITTARATCECOETAT
It ernrrrrernrrrrernennl et nrrptrnrnrannan
ARG TA LT T T AR A R T T TRACTE TG EC T TCATTI TTAATTTTRARATCECOOGTARAT

ITTACCCECTCCTITATAT TCARCGARCACCTTTACEACR
Tttt rererrereptre rernrnrnril
TT.

I ALCCCTACATATT
|
ACCEETCCTITATATTICARCGGARCTECTTTAGEARAGEAT

TITTIT BANLE
flnrrrlnrnrrernrnrnmgnln
TITITARCGCTACGATATTARLE

AT I TCAs T T AT T C T IO I T ITATCC AT I TITOCC A CTTECCOCET T IO TEC
Tt reptrnror ettt rptrernprirprnrnrrprnrnprptrnrnraornnn
CARCTITCAR A TT AT TCT I CCCE I TTATGCAT I TITOECACCEZCCTTECOCCTITIGCECTET

TT T T ARG AR T SR GCA T T A T T T A R A T T TR TR R AR TTEE TG TC I TTATCECECTER

it rernrrrrptrnrreprptrerrprprernprrprnirnrrptrernprptrernrarnnn

ITTITAGCARCCTOGAGA T T AT T T ARG CACCT I TATGAR LR A TTEETETCTITTATCECOECTER

TG ARG CETE T T T I T G T AR R T C R G C AR TTOC AT T TCCTECAGTTACTERARTTTATTC
1 T

it rer e trererrrrerererty Tt nrnntl
I T ACCCC TG I T I T T CC T AR AT OO A C AR TTOCATT TICCTECACTTACTCARTTTATIC

ARG CTATC T TACGCAGEACC T T ETEEC OGS TTICATTTCCATTACGRATOECCT
B N N
ARG A S e TR T T T T A AR CCTETETEEC G TTCAT T TCCATTACERATOGOCT

ECEECEC AT T IO C T I CCATGOAT T T I TGS T I CACEEACARCOCCCTARCGATZCTOS
B N N N
G TG TA T T TG T TCC AT C AR T T T T TGS T TCACEGRCALCCCCTARCERATECTCE

AT T ACTCAC AT T AR RS T TG TAGCCCT ICCECECCATETTACTCEAATCCTTEETRAS
I N N N N e
AT TEEAGTEAC AT T AR AR T TG TAGECT ICGEEECTATETTAGTCEAATECTTEETRAS

TATEZCCATTRALTT CITITARCARTCCICEACACTATTTICCRRTCRRCT

CERLT CSOCCCR TR
Tttt retrerrerprernprprernr i nrrprernprptrernrarenn
EAR AT TATGCEC AT T AR T T O C AR ARG T T TACATCCTCEACRCTATTTTCGCARATCRARCT

CrT R I A T T T T A R R T O C AT R RO T CACARCCTCT TCOC T CRACC T TRCCCT
tTrrrrrrreretror e erreprptrnrrpirprernprirprntrnrrprernprprernrorenn
CTARCARCC IR AT I TCA R R A CCECTOGECATEARACETGACRGCTCTTCCTCAGCTTRSCT

ARG R AT TG T I AR AR T T AR RO TACAG OGO ECTETTRCRC TEECTETRAGE—R
Tttt r e re el rnpuni
A R AT T T R T TR A O T AC R OO C T T TRACRCTECOCE T RS S

TR CETATATC T TC A AR A TTCC T TEAT TCAGCCACCTETCTICTTAC o o O TR —
LI O I (|
I AT AT A T I T A S A A T T T T T T C RO CACCTETCTICITACTITITOCART

TCETCATITATGITIG AGCACTATTTATITIACTECTATCE T8
Tt rerererr rerrer rerrprprr o nrrernrnl
TOGTCAT TITA TG T I TGARGCACTETTTATTITTARCTGCTATCE 5048587

=]
5047THES
1z20
50427545
igo
5042005
Z4a0
5042085
300
50428125
3e0
50483185
220
50423245
4180
5048305
540
5042385
&00
5042425
855
5042485
718

5042545

Sekil 4.18. P1-4 plazmitinin tasidigZt DNA fragmaninin benzerlik gosterdigi gen
dizilimlerinin BLAST hizli tarama sonucu. Bacillus megaterium DSM319 tiim genom
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Bacillus megatenum YVWSH-002, complefe genome

Saquence ID: gh|CPO03017.1] Length: 4583975 Mumber of Matches: 1
Ramnge 1: 41256 o 42017 GenBank Graphics
Score Expect S Gap=  Strana

1249 bits{EFE) 0.0 T4/ TED[ D620 A FEZ (03] Pluss/Minus

Fealunes: Carthon stancaton peotein &-like peotein

Query 1 AR A CCEETAAT T T AR ACCCEECTTCTACCATCGEC T TCATTTTAATTTTARTCECOSTAT &0
111k IIIIIIIIIIIIII IIIIII L 1l IIIIII [ | [y Linni

Sbijct 42017 CTRCCETCEECTTCATTTTAATTTTARTCSCCOSTAT 415568

Query &1 TTACCCCTCCTTATATTCARGE. CCTTTAGE TTT. CCTRACATATTARALR 120
IIIIIII L | IIIIII IIIIII IIIIII IIIIII IIIIII IIIII

Shijct 41557 CEECCCTTATATTCRR BAR®  418SH

Query 121 CACTTITCAATTATTCITICCCCGT I TATCCATTITTITCSCACCCOCCITGCOCCTTTCOCTSS 180
IIIIIIIIIIIIIIIIIII [ [ | FTrrrel [Ny [ L1l

Sbijct 41837 CRO CARTTATTCTTCCCETTTATECATTTTTOSCASCEECCTTECCCETTTEECOTES 41838

Query 181 TITTAGCCACCTICERGRATTATITRAACCAGCTIITATGARARTTGETCICTITATCSCECTGER 240

Tttt rrrerer el rrrrprprrprprplrnr it nrnrnrrernnnl
Skict 41237 T I TR AR C T O CA AT T A T T AR C A G C T T TATGAR AR A TTEETSTCTTTATCGOEOTER 41778

Query =241 TIGTACECEICTTITICETARATCCACCARTTCCATITCCTECRACTTACTCEARTTITATTIC 300
frrprrrrraernrnrrenl [ | IIIIII [ [ [ Irrni

Skijct 41777 TIGTAGECETIETTITICETARATCCACGCAARTTCCATTITCCTECASTTACTEAARTTTATTC 41718

Query 301 ACECACECEECCCTATC T TRAGCRGEACCTEICTEECCOETTCATITCCATTRCEATCSCCT 360
L T T A O | Ll FTrrrnl [N Tl [y Lrrni

Skgct 41717 ACGCAGECCOSCCCIATITTIACCAGCCACCICICTCGOCCSTTCATTITCTATTACCATOSCCST 41658

Query 361 ECECCECTATT TCCEECTTCCATECATTTETTEETTCACSESACRACCCCTARCATECTOE 420
10T LTI ernr rrrepirerrrerprnrnrrnernirnrnrnl IIIIII IIIIII IIIII

Skejor 41657 GOGEETGECTIATITCIGECITCCATECATITETITECTTCASERRCRAC TRAGCART 415=8

Query 421 ACCETTEEAGTEGACATIAR R CTTETAGECTTCGEEECEATEITAGTCERATESCTTESTAS 480
1 lprtnrrrrernrrrrmel [ FLrrrel e Trrnnl [ 1L

Skegjor 41557 ATCETITEGERCTGACATIRARCTIGSTAGCECITCGECECEATCETITASTCCRARTSCTTRASTAS 415368

Query 481 ERATTATGECATTAATTGCCECARCAGCTTTACATCCTIEEGAGRACTATTTTECAATCARCT 540
frrprrrrreepirnrrronml [ Trrrel Tirrel [N ITrrnel LT

Skejor 41537 0 GRATTATCECECATTRAATTICCCECRACTGECITIRACATCCICSGRCACTATTTITECRATCARCT 41478

Query S41 CTACACCTEARGTETTTARR R CECTCEECATEARCETEACAGCTCTTCCTCASCTTAZCSS 600
IIIIIIIIIIIIIIIIII [ [ | I | IIIIII [Ny i

Sbijct 41477 ACACCTEARGTETTCRAR ACECTTEECATEARCESTARCAGCSTCTTCCTCASCTTASCS 41418

Duery 01 A CA T T T C I A A T T A R A SO T AC A OO C T T TACACTCCC TETAC R — ===
1110 IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Skict 41417 ARG A T T T A R T T A AR GO TACAGECEECECT T TRCAC TS C TG TRAG RS 41358

Query s80 TR T AT AR TC I TCACGEAR AR T TCC T TEAT I CACCCRCCTETCTICTITAT et et o CCAT Ti9S
L O O O A N
Skict 41357 T ETATA T T T TC AR R TTCC T TGS T I CACCCACCTETCTTICTTACTTITTITTICORART 41z=298

Query TZ0 — G TCATTITATCTITIGR—GCAGTATTITATTITI—ACTECTIATCE TE5E=
[ L T U
Skict 41257 TSI ITATITATCG I TIGAARCCAG TG ITTATTTTIEACTESCTITATCE 41256

Sekil 4.19. P1-4 plazmitinin tasidigi DNA fragmanmin benzerlik gosterdigi gen
dizilimlerinin BLAST hizli tarama sonucu. Bacillus megaterium WSH-002 tim genom

P2-2 rekombinant plazmitinin tasidig ilgili DNA fragmani1 473 niikleotitten
olusmaktadir (Cizelge 4.11). P2-2 plazmitinin tasidigt DNA fragmaninin benzerlik
gosterdigi gen dizilimlerinin BLAST hizli tarama sonucu Sekil 4.20-4.23'de verilmistir.

Cizelge 4.11. P2-2 plazmitinin tasidigr 473 niikleotitten olusan DNA fragmaninin
sekansi

TTGATTTTTATTGAGGCTAAGCTCAACAAGCATGTTCATTTTTTCTTCAAGC
TGTGATAAGCGATCTTGAAGAGTTTGATTTTCTTCTTTTAACTCGTCGTACT
CTTGAACGTTATCGTCTTCTGTTTCGCTACTAGAAGAATTTACGTTTTCTTCA
TCCTCTTTTGATTTATCTTTATCTTTTTTAAACAAGCTTCCCGCAGATGTTTT
CAGGCTGGCCACACTGCTTTTTGATTTTTCTTTTACCTTTGTTCCTAAATCCG
ATGCTTTGCTTTTTAATTCGTCTGTATCAATGCGGTCAAGAAGACTTTTTCG
ATTTTCAGGGGTAGATACATATCCAATCGTTGCACCGATGATACCTCCTGCT
ACCGCTCGTTTGATTGGCCCGCTGCTTGTTGTTTTGCTTGCTTTTGAACCGT
TATTTTCTTTTGAACCGTTTTCCGTATTTTTATTTTCCCGGTTTTTTGACTGTG
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Bacillus megaterium AraC (araC) gene *

Sequence ID: gb]AF053765 1|AF053765 Length: 3142 Number of Matches: 1

Range 1: 999 to 1471 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Stramnd

791 bits{428) 0.0 A58/4T (DT V) 0/473(0%) Plus/Plus

Cusery 1 TTrEATT T T TATTGAGGC TAAGC TCAACANAGCATGTTCATTTTTTCTTCAAGC TGTGEGAT AR &0
omsoe 995 ALARMLMALLLIU U D LU oo
Cuery a1l GCEATCTTEALMGAGTTTGATTTTCTTCTTTTAACTCEFTCETACTCTTEAACGTTATCETC 1z0

rrrrrrrrrrerrrrerrrrrrreerrrrerrrrrrerrrrrrrrrrrrrerrrr o rrerni
Shijct 1059 GOGATCT TGARGAGTTTGATTT TCT TCT T T TAAC TOGTOGTACTCTTGARLOGTOATCETS 1118

Cusery 121 TTCTGTTTCGCTACTAGRARGEATTTACGTT T TCTTCATCC TCTTTTGATTTATCTTTATS 180
trrrrrrrrrerrrerrerrrrerrrrrrrn el reer e o rrrrrrrrerrrerrne 1l
Skjct 1119 T TG T T IO TAC T AGA ARG R T T TACGT T T TCT TCATCATC TTTTGATTTATCTTCRTC 1178
Cuery 181 TTTTTTAALCAAGCTTCOCGCAGATCTTTTCAGSCTGGOCACRCTSotttttgattttto 240
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII Frrrrerrrerrrnerrnld
skbjct 1173 TALACAAGOT TCOCGCAGRTGTTTTCAGECTGEOCACGOTGO TTTTTGATTTTTS 1z38

cuasri 241 tgttocctasa. =
| | | | | | | | | RERRRRNRERN |
Skbjct 1z23=23 TTTTACCTTITSTTCCTARDTCRGRTE

tEtARTTCSTCTETATCAATGOGETS 300
rrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrerd
TTTAATTCETCTETATCRAATEOGETT 1z9o8

Cusri 201 ARG AR T T T T T AT T T T C A TACGATACATATCC AR TOSTTECACOEATCRATRCT 2&s0

T rrrrrrrrrrrerrrrrrrer o orrrerrrerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrree i
Ebj =t 1z=9 ALGEAGARCTTTTTCGATT T T CAGCGGAGTCGATACATATCCAATOCGTTGECACCGATGATGCC 1=58
Cusrie 2el TCCTGOTACCSCTCGETTTGATTIGECOCGCTGocttgttgttttgocttgottttgaac T
i frrrrrrrreerrrrrrrrrrrrenrrrerril trrrrrrrrrerrrrerrrertd
Skjct 12539 TCCTGOTACCSCTCETTTGATTGEOOCGOTEC GTTTTGCTTECTTTTEARCCETT 1412

© 4Z0
1

H—
H—
(=
H—
H—

LEECEROTETS 4732
L

Cuery 421 -
|
TTTTCTESCCTETS 1471

Skhijct 1413

Sekil 4.20. P2-2 plazmitinin tasidigt DNA fragmaninin benzerlik gosterdigi gen
dizilimlerinin BLAST hizli tarama sonucu. Bacillus megaterium AraC (araC) gene'
Bacillus megaterium AraC (araC) gene': Bacillus megaterium AraC (araC) gene, partial
cds; gas vesicle proteins GvpU (gvpU), GvpT (gvpT), GvpJ (gvpJ), GvpK (gvpK),
GvpS (gvpS), GvpL (gvpL), GvpG (gvpG), GvpF (gvpF), GvpN (gvpN), GvpR (gvpR),
GvpB (gvpB), GvpQ (gvpQ), GvpP (gvpP), and GvpA (gvpA) genes, complete cds; and
unknown gene.

Bacillus megaterium QM B1551, complete genome
Sequence ID: gb|CP001983.1]1 Length: 5097129 MNumber of Matches: 1

Range 1: 3217844 to 3218316 GenBank Graphics
Score Expect Identities Gaps Strand
802 bits(434) 0.0 450/473(97%) 0/473(0%:) Plus/Plus

Features: gas wvesicle protein GvpT

gusry 1 T TGATTTTTATTGAGECTARGCTCAACRAGCATGTTCATTTTTTCTTCARGCTETGRTAR 60
NN N N N N N N e

Skjct 3217844 TTEATTTTTATTGAGGCTARGCTCAACRAGCATGTTCATTTTTTCOTTCARGOTGTGATRAZ 3217303

guery 61 GOGATCTTGRRGAGTTTGATTTTCTTCTTTTARACTCGTCCTACTCTTGAACGTTATCOETC 120

trrerrrrrrrerrrerrrerrrrrrrrerrrrrrr et rerrrrrrrrrrrerrrrend
sbjct 3217904 GOGATCTTGRAGAGTTTGATTTTCOTTCTTTTARCTCGTCGTACTCTTGARCGTTATCGTS 3217963

gusry 121 T TCTGTTTCGCTACTAGAAGAATTTACGTTTTCTTCATCCTCTTTTGATTTATCTTTATC 180
frrrrrrrrrrerrrerrrrrrrerrrrerrrrrrrrer rrrrrrrrrrrrrrrrrenl
Skjct 3217264 TTCTGTTTCGCTACTAGRAGAATTTACGTTTTCTTCATCATCTTTTGATTTATCTTTATC 3218023

guery 181 TTTTTTRAARCRAGCTTCCCGCAGRTGTTTTCAGGOTGECCACACTEotttttgattttte 240
. frrrrrerrrrerrrerrrrrrrer ey rerrrrrrrr et e terrrrr el
Skbjct 3218024 TTTTTTARACRAGCTTCCCOGCAGATCTTTTCAGGCTGSCCACGOTGCTTTTTGATTTTTC 3218083

CELEAATTCEGTCTGTATCARTGCGETC 300

t gttt
| Pl IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Skjct 3218084 TTTTACCTTTGTTCOCTARATCAGATGCTTTGCTTTTTAATTCEGTCTGTAT CARTGOGETC 3218143

taaatcoga

Cuery 241 tttta
[RERN

Cuery 3201 AL GRAGRCTTTTTCEATT T T CAGEEETAGATACATATCCARTCGTTGCACCERATEATRCC 3&0

N N N N Ny
Skbjct 3218144 ARCGAGACTTITTTCCATTTTCAGCGACTCGATACATATCCRATCCTTGCACCGATGATGCC 32182032

420

Cuery 2el TCCoTECTACCECTCETTTGATTGECCCGCTEGottghtgt bt tgot t©

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII I
Skbjct 3218204 TCCTGCTACCGECTCETTTGATTGGECCCEGCTECTTGTTGTTTTGCTTGCTTTTGRACCGTT 3218263

att gYttttttGACTGTG 473
[IRREN Frrrr e rrni

Cuery 421 attt el
111 111 |11
CCGCATTTTTATTTTCCTTEGTTTTCTGCOTGTS 3218316

Lrrrrernnl iy
Sbjct 3218264 CTTTTCTTTTGRACCGTTTT

ttocogta
Lrrn

Sekil 4.21. P2-2 plazmitinin tasidigt DNA fragmaninin benzerlik gosterdigi gen
dizilimlerinin BLAST hizli tarama sonucu. Bacillus megaterium QM B1551 tiim genom
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Bacillus megaterium D5M318, complete genome
Sequence ID: gb|CP001982.1] Length: 5097447 MNumber of Matches: 1

Range 1: 3217081 to 2217559 GenBank Graphics
Score Expect Identities Gaps Strand
774 bits(419) 0.0 460/479(96%) 6/479(1%) Plus/Plus

Features: gas vesicle protein GvpT

Cusry 1 TTGATTTTTATTGAGECTAAGCTCARCARGCATGTTCATTTTTTCTTCARGCTETGATRAR &0

PEErrrerr e trerr e bt e et e e e e e
sbjct 3217081 TTGATTTTTATTGAGGTTARGCTCRACAAGCATGTTCATTTTTTCTTCAAGCTGTGATRR 3217140

Cusery 61 GCEATCTTGAAGAGTTTGATTTTCTTCTTTTAACTCETCGTACTC TTGARCGTTATCGTC 120

PRI e e et v e et e e e et b el
sbjct 3217141 GCGATCTTGAAGAGTTTGATTTTCTTCTTTTARCTCGTCGTACTCTTGAACGTTATCGTC 3217200

Cusry 121 TTCTGTTTCGCTACTAGRAGAATTTACGTTTTCTTCATCCTCTTTTGA—————— TTTATC 174

PEEETTEr e v ettt el RN
sbjct 3217201 TTCTGTTTCGCTACTAGRAGARTTTACGTTTTCTTCATCATCTTTTGATTTATCTTTATC 3217260

Cusery 175 TTTATCTTTTTTALACAAGCTTCOCGCAGATETTTITCAGECTGECCACRCTGottEttga 234

RN N N NN AN
sbjct 3217261 TTTATCTTTTTTARACARGCTTCCCGCAGATGTTTTCAGGCTGGCCACACTGCTTTTTGE 3217320

Cusry 235 tttttocttttacctttgttoctaaatcogatgotttgotttttAATTCGTCTGTATCRART 294
Prrrrrerrrrrrerrrrre et rrrr et vt el
Sbjct 3217321 TTTTTCTT T TAaCCTTTGTTCC TARATCAGATGCTTTGCTTTTTARTTCETCTEGTATCAAT 32173840

Cuesery 295 GCGETCARGARGACTTTTTCGATTTTCAGGEETAGATACATATCCRATCGTTEGCACCGRAT 254

Prrrrrerr reeerrerrerrrerr et re trerrr e e e e
sbjct 3217381 GCGGTCAAGGRAGACTTTTTCGATTTTCAGGAGTCGATACATATCCAATCGTTGCACCGAT 3217440

Cusry 355 GATACCTCCTECTACCGCTCGTTTGATTGGCOCGCTGottgttgttttgottgottttga 414

) PR P e et e b e e e et bl
Sbjct 3217441 GATGCCTCCTGCTACCGCTCGTTTGATTGGCCCGCTGCTTGTTGTTTTEGCTTGCTTTTGRE 3217500
Cusry 415 accgttattttocttttgaaccgttttocogtatttttattttoccocggtttttEGRACTGTE 473

FEEEE TR e bbb e e e il
sbjct 32217501 ACCATTCTTTTCTTTTGAACCGTTTTCCGTATTTTTATTTTCCTTGTTTTCTGCCTEGTE 3217559

Sekil 4.22. P2-2 plazmitinin tasidigt DNA fragmaninin benzerlik gosterdigi gen
dizilimlerinin BLAST hizli tarama sonucu. Bacillus megaterium DSM319 tim genom

Bacillus megaterium WSH-002, complete genome
Sequence ID: gb|CP003017.1] Length: 4983975 Number of Matches: 1

Range 1: 1824038 to 1824510 GenBank Graphics
Score Expect Identities Gaps Strand
785 bits(425) 0.0 457/473(97%0) 0/473(0%) Plus/Minus

Features: Gas veside protein GupT

Cuery 1 TTEATTTTTATTGAGGCTAARGCTCAARCARGCATGTTCATTTTTTCTTCARGOTGTGATAR ol

frrrrrrerrrerrreerrerrrrrrrrrrtrr et e et et el
sbjct 1824510 TTGATTTTTATTGAGGCTARGCTCRACRAGCATGTTCATTTTTTCTTCAAGCTGTGATAL 1524451

Cuery (=N GCGATCTTGAAGAGTTTGATTTTCTTCTTTTAARCTOGTCETACTCTTEGALRCEGTTATOGTC 120

trrrrrrerererrrerrrerrrerrr et et e e et e et
sbjct 1824450 GCGATCTTEAAGAGTTTGATTTTCTTCTTTTARCTCGTCETACTCTTGAACGTTATCGTC 1824391

Query 121 TTCTGTTTCGCTACTAGAAGAATTTACGTTTTCTTCATCCTCTTTTGATTTATCTTTATC 180
frrrrrrrrrrrrrrerrrerrrrrrrrrrrrrrrrrrr o rrrrrerrrrrrerrrneend
sbjct 18243%0 TTCTGTTTCGOTACTAGAAGRATTTACGTTTTCTTCATCATCTTTTGATTTATSTTTATC 1824331

Cuery 181 TTTTTTARLCARGCTTCOCGCAGATGTTTTCAGGCTEECCACACTScEEttbgatbbtto 240

FLLEEE T e b e b e bbb
sbjct 1824330 TTTTTTAARCAAGCTTCCCGCAGATGTTTTCAGGCTGGCCACACTGCTTTTTGATTTTTC 1824271

Cusry 241 ttttacctttgttocctaaatcocgatgotttgotttEEtRARTTCETCTGTATCRAATGOGETC 300

trrrrrrerererrreerrer o rerrrrrrrrerrrerrrer o rerrrrrrrer rretl
sbjct 1824270 TTTTACCTTTGTTCCTAARTCAGATGCTTTGCTTTTTAATTCATCTGTATCARTACGGTC 1824211

Cuery 3201 ARCGRAGARCTTTTTCCATTTTCAGCGGGTACATACATATCCAATCETTGCACCCATGRATACC 260
. N N N N N N N N e !
Sbjct 1824210 AAGGAGRCTTTTTCGATTTTCAGGAGTCGATACATATCCARATCGTTGCACCGATGATGCC 16824151

420

Cuery 361 TCCTGCTACCGCTCETTTGRTTGECCCGCTGottgttgttttgottgottttgaaco
frrrrrrrrrrrrrrerrrerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrernd

Skict 1824150 TCOTGCTACCGCTCGTTTGATTGECCCECTECTTETTGTTT TGO TTGCTTTTGRACCTGTT 1824091

Cuery 421 attttocttttgaacocgttttcogtatttttattttocoggtttttEGROTETG 473

FLLIE LEETEE el Frrrrrrernni frrrr e el
sbjct 1824090 CTTTTCCTTTGAACCGTTTTCCGCCTTTTTATTTTCCGTETTTTCTGCCTGTG 1824038

Sekil 4.23. P2-2 plazmitinin tasidigt DNA fragmaninin benzerlik gosterdigi gen
dizilimlerinin BLAST hizli tarama sonucu. Bacillus megaterium WSH-002 tiim genom
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P3-1 rekombinant plazmitinin tasidigr ilgili DNA fragmani 473 niikleotitten
olusmaktadir (Cizelge 4.12). P3-1 plazmitinin tasidigi DNA fragmanimin benzerlik
gosterdigi gen dizilimlerinin BLAST hizli tarama sonucu Sekil 4.24-4.27'de verilmistir.

Cizelge 4.12. P3-1 plazmitinin tasidigi 473 niikleotitten olusan DNA fragmaninin
sekansi

TTGATTTTTATTGAGGCTAAGCTCAACAAGCATGTTCATTTTTTCTTCAAGC
TGTGATAAGCGATCTTGAAGAGTTTGATTTTCTTCTTTTAACTCGTCGTACT
CTTGAACGTTATCGTCTTCTGTTTCGCTACTAGAAGAATTTACGTTTTCTTCA
TCCTCTTTTGATTTATCTTTATCTTTTTTAAACAAGCTTCCCGCAGATGTTTT
CAGGCTGGCCACACTGCTTTTTGATTTTTCTTTTACCTTTGTTCCTAAATCCG
ATGCTTTGCTTTTTAATTCGTCTGTATCAATGCGGTCAAGAAGACTTTTTCG
ATTTTCAGGGGTAGATACATATCCAATCGTTGCACCGATGATACCTCCTGCT
ACCGCTCGTTTGATTGGCCCGCTGCTTGTTGTTTTGCTTGCTTTTGAACCGT
TATTTTCTTTTGAACCGTTTTCCGTATTTTTATTTTCCCGGTTTTTTGACTGTG

Bacillus megaterium AraC (araC) gene2

Sequence ID: gblAFDS3765 1|AF053765 Length: 8142 Number of Matches: 1

Range 1: 999 to 1471 GenBank Graphics

Score Expect Identitias Caps Strand
791 bits(428) 0.0 “458/473(97%) 0/473(0%) Plus/Plus
Cusry 1 T rTEAT T T T AT T A T AN GO T AN A A A TETTCAT T TTTCT T CAAGCTETERT AL (=1a]
i trrrrrrrrrrrrrerrrrerrerrrrrrerrrerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrnd
Skjct 299 T TrTEATT T T AT T EAGEC T ARG TCANCAAGCATETTCATTTITTTCTTCAAGCTETEAT AR 1058
cusry [=pE CCCATC T TR CGACT T TGAT T T TC T T T T T T A AC T COCTOETACTCTTERACETTATCETC 1z0

trrrrrerrrrrrrrerrrrerrrerrrrrerrrrrreerrrrrrrrrrrrrrrrerr ot
sbjct 1059 GCGATCTTGAAGAGTTTGATTTTCTTIC TITTTAACTCGTCGTACTCTTGAACGTCATCGTC 1118

Cusry 121 TTCTGTTTCECTACTAGRAGAATTTACGTTTTCTTCATCCTCTTTTEGATTTATCTTTATS 180
. Lerrrrerrrrrrrerrrrerrrrrrrrrerrrerreerrrr o rrrrrrrrrrrrrrrnr rl
Sbhijct 11139 TTCTGTTTCGECTACTAGARGARTTTACGTTTTCTTCATCATCTTTTGATTTATCTTCATS 1178
Cuery 181 TTTTTTAAACAAGCTTCCCGCAGATETTTTCAGGCTGGCCACACTGo bttt bgattttto 240
trrrererrrrrrrrerrrrrerrrrrrrrrrrrerrerrrrrrel IIIIIIIIHIIIIIII
Skbjct 1179 TTTTTTAARCAAGCTTCCCGECAGATGT T T TCAGGCTGGCCACGCTGOTTTTTGATTTTTS 1238
Cuesry 241 ttttacctttgttoctaaatcogatgotttgottttt CAATTCGTCTGTATCARTGOGETS 300
PERTU TR 1 IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Shijct 1239 TTTTACCTTTETTCCTARRTCAGATEC TTTGCTTTTTAATTCETOTETATCARTECGETS 1298
Cuery 301 ALAGAAGROTT T T TCEATTTTCAGGGETAGATACATATCCARTCETTECACCERTGRTACS 260
L rrrrrrrrrrerrrrrrrrl e rrrrrrerrrrrrrrerrrrrrrerrenenr i
Sbjct 1299 AAGGAGACTTTTTCGATTTTCAGGAGTCGATACATATCCRAATCGTTGCACCGATGATGCOC 1358
Cuery 361 TCCTGCTACCGCTCSTTTGATTGGCOCGOTGot gt tgbbtbgot tgottbbgaacogtt 4z0
B N N N N R NN NN NN
Shjot 1359 TCCTGCTACCGCTCSTTTGATTGGCCCGCTGCTTETTGTTTTGCTTGOTTTTGRACCGTT 1418
Cuery 421 attttocttttgaaccgttttocogtatttttattttoc cggtttttt CGRCTGTG 473

Lrrrrrrrrrrtrrerrrerrrnl IIIIIIIIIIIII IIIII II Ll
Ssbjct 1419 CTTTTCTT T TGAACCSTTTTCCGCATT TTTATTTTCCTTGTTTTCTGCOCTGTG 1471

Sekil 4.24. P3-1 plazmitinin tasidigi DNA fragmaninin benzerlik gosterdigi gen
dizilimlerinin BLAST hizli tarama sonucu. Bacillus megaterium AraC (araC) gene?
Bacillus megaterium AraC (araC) gene®: Bacillus megaterium AraC (araC) gene, partial
cds; gas vesicle proteins GvpU (gvpU), GvpT (gvpT), GvpJ (gvpJ), GvpK (gvpK),
GvpS (gvpS), GvpL (gvpL), GvpG (gvpG), GvpF (gvpF), GvpN (gvpN), GvpR (gvpR),
GvpB (gvpB), GvpQ (gvpQ), GvpP (gvpP), and GvpA (gvpA) genes, complete cds; and
unknown gene.

84



Bacillus megaterium VWSH-002, complete genome
Sequence ID: gb|CP003017.1] Length: 4983975 Number of Matches: 1

Range 1: 18240328 to 1824510 GenBank Graphics
Score Expect Identities Gaps Strand
785 bits(425) 0.0 457/473(97%) 0/473(0%) Plus/Minus

Features: Gas veside protein GvpT

Cusry 1 TTGATTTTTATTGAGECTARGCTCARCARGCATGTTCATTTTTTCTTCARGCTETGATREE 60

RN N N N NN Ny
sbjct 1824510 TTGATTTTTATTGAGGCTARGCTCAACAAGCATGTTCATTTTTTCTTCARGCOTGTGATRL 1824451

Query &1 GCGATCTTGRAGAGTTTGATTTTCTTCTTTTAACTCGTCETACTCTTGRACGTTATCGTC 120
AR N Ry
Sbjct 1824450 GCGATCTTGRAGAGTTTGATTTITCTTCTTTTARCTCGTCGTACTCTTGRACGTTATCGTC 18243391

Cuesry 121 TTCTGTTTCGCTACTAGARGRATTTACGTTTTCTTCATCCTCTTTTGATTTATCTTTATC 180
PEEETTEr et ettt r e et et
sbjct 1824350 TTCTGTTTCGCTACTAGRAGRATTTACGTTTTCTTCATCATCTTTTGATTTATCTTTATC 1824331

Cusry 181 TTTTTTALACARGCTTCCOOGCAGATGTTTTCAGGCTSGCCRACACTGotttttgattttte 240

PR et r e e b e e e et e e e e et
sbjct 1824330 TTTTTTARACAAGCTTCCCGCAGATGTTTTCAGGCTGGCCACRCTGCTTTTTGATTTTTC 1824271

Cuery 241 ttttacctttgttoctasatcococgatgotttgotttEtARTTCGTCTGTATCRAATGOGGTC 300
frrrrrererrrrrrerr e teerr et r e rrrrrrrr rerrrrrrrrr 1
sbjct 1824270 TTTTACCTTT T TCCTAAL T CAGATGCTTTGCTTTTTRAATTCATCTGTATCARTRACEETC 1824211

Cuery 301 LALAGRALGARCTTTTTCGATTTTCAGEGETAGATACATATCCAATCGTTGCACCEGATGATRCC 360

NN N N N N e
sbjct 1824210 AAGGRGACTTTTTCGATTTTCAGGAGTCGATACATATCCRAATCEGTTGCACCGATGATGCC 1824151

Cuery 361 TCCTGCTRCCGOTCETTTGATTGECCCGCTGottgttgttttgottgettttgaaco 420

111
sbjct 1824150 TCCTGCTACCGCTCGTTTGATTGGCCCGCTGCTTETTGTTTTECTTECTTTTGRACCGTT 1824091

Cuery 421 attttcttttgaaccgttttococgtatttttattttocoggttttttGRACTGTG 473
FEEUD CEPTEE et Crre et e e il
sbjct 1824050 CTTTTCCTTTGRACCGTTTTCCECCTTTTTATTTTOCGTEGTTTTCTGCCTGTG 15824038

Sekil 4.25. P3-1 plazmitinin tasidigi DNA fragmanmin benzerlik gosterdigi gen
dizilimlerinin BLAST hizli tarama sonucu. Bacillus megaterium WSH-002 tiim genom

Bacillus megaterium QM B1551, complete genome
Sequence I1D: gb|CP001983.1] Length: 5097129 Number of Matches: 1

Range 1: 3217844 to 23218316 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
802 bits(434) 0.0 460/473(97%) 0/473(0%) Plus/Flus

Features: gas vesicle protein GvpT

Cuery 1 TTEATTT T TATTGAGECTALGCTCARCRAGCATETTCATTTTTITCTTCARGOTGTERATRER &0

. IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 3217844 TTEATTTTTATTGAGGCTAAGCTCAACARGCATGTTCATTTTTTCTTCARGOT 3217903
Cusry 61 GOGATCTTGAAGACTTTGATTTTCTTCTTTTARCTCCTCETACTCTTGARCGTTATCGTC 120

trrerrrrrrreerrerrrerrrrrrrrerrrr et rrrr et
sbjct 3217904 GCGATCTTGAAGAGTTTGATTTTCTTCTTTITAACTCGTCGTACTCTTGARCGTTATCGTC 3217263

Cuery 121 TTCTGTTTCGCTACTAGARGRATTTACGTTTTCTTCATCOTCTTTTGATTTATCTTTATC 180
frrrrrrrrrrrrrrerrrerrrrrrrrerrrrrrrerr o rrrrrrrrrrrrrrrrrrn
Sbjct 3217964 TTCTETTTCGCTACTAGAAGAATTTACGTTTTCTTCATCATCTTTTGATTTATCTTTATC 3218023

Cuery 181 TTTTTTAARACARGCTTCCOGCAGATETTTTCAGGCTGGUCACACTGoEEEEEgattttto 240

frrrrrrrrrrerrrertrrerrreerrrerrrrrrrerrrrr rerrrrrrrrrrrrenl
sbjct 3218024 TTTTTTAAACARGCOTTCCCGCAGATGTTTTCAGGCTGGCCACGCTGCTTTTTGATTTTTS 3218083

Cuesry 241 ttttacctttgttoctaaatocgatgotttgoetttttARTTCEGTCTGTATCRAATGCGETC 300
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIII IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
sbjct 3218084 TTTTACCTTTGTTCCTAAATCAGATGCTTTGCTTTTTARTTCGTCTGTATCAATGCEGGETC 2218143

Cuery 301 LAAGRAGARCTTTTTCGATTTTCAGESGTAGATACATATCCAATCGETTGCACCGATGATRCC 360

P et e rrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr il
sbjct 3218144 AAGEAGACTITITCGATTTTCAGGAGTCOGATACATATCCRAATCESTTGCACCGATGATGCS 3218203

Cuery 3261 TCOCTGCTACCGCTCGTTTGATTGGCCCGCTEocttgttgttttgottgottttgaacog 420
11

frrrrrerrrreerre et et et rr ettt rrrrrrrrrrend Il
Skijct 3218204 TG TACCECTCGTTITGATTGECCCGC T ECTTGTTGTTTTGCTTGCTTTTGAARCOGTT 3218263
Cuery 421 attttcocttttgaaccgttttoccgtatttttattttococggtttttEtGRACTETE 473

Lrrrrrrrrreerrerrrerrr el L rerni
sbjct 3218264 CTTTTCTTTTGAACCGTTTTCCGCATTTTTATTTTCCTTSTTTTCTGOCTGTS 3218316

Sekil 4.26. P3-1 plazmitinin tasidigi DNA fragmanmin benzerlik gosterdigi gen
dizilimlerinin BLAST hizli tarama sonucu. Bacillus megaterium QM B1551 tiim genom
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Bacillus megaterium DSM319, complete genome
Sequence ID: gb|CP001982.1] Length: 5097447 Number of Matches: 1

Range 1: 3217081 to 3217559 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
774 bits(419) 0.0 460/479(96%) 6/479(1%) Plus/Plus

Features: gas vesicle protein GvpT

Cuesry 1 TTEATTTTTATTCAGGCTARGCTCALCARGCATGTTCATTTTTTCTTCARGCTGTGATRE 60

creeerrerrrerrrr o rrrerr e e e e et e e e e e
Sbjct 3217081 TTGATTTTTATTGAGGTTARGCTCRACERGCATGTTCATTTTTTCTTCARGOTGTGATRR 3217140

Cuery 61 GCGATCTTGRAGARGTTTGATTTTCTTCTTTTARCTCGTCGTACTCTTEGARCGTTATCETC 120

CErerrrerr et rr et e et e et e e e ey
Sbjct 3217141 GCGATCTTGRAGRGTTTGATTTTCTTCTTTTARCTCGTCGTRCTCTTGARCGTTATCGTC 3217200

Cuery 121 TTCTGTTTCGCTACTAGAAGAATTTACGTTTTCTTCATCCTCTTTTGR—————— TTTATC 174

trrerrrerrrerrrerrrrerreerrrerrrrerrrrr et LT
Sbjct 3217201 TTCTGTTTCGCTACTAGAAGRATTTACGTTTTCTTCATCATCTTTTGATTTATCTTTATC 3217260

Cuery 173 TTTATCTTTTTTARACARGCTTCCCGCAGATGTTTTCAGECTEGCCACACTGcttEtttga 234

CEEEErrrrr et e e e e e e e et et r et
Sbjct 3217261 TTTATCTTTTTTRRACLAAGCTTCCCGCAGATGTTTTCAGGCTGGCCACACTGCTTTTTGE 3217320

Query 235 tttttcttttacctttgttcocctaaatcocgatgotttgotttttAATTCGTCTGTATCAAT 294

crreerrerrrerrrrrrrrerrrrrt rrererrrer e e e e e
Sbjct 3217321 TTTTTCTTTTACCTTTGTTCCTRARATCAGATGCTTTGCTTTTTARTTCGTCTGTATCAAT 3217380

Cuery 293 GOGETCARGRAGRCTTTTTCGATTTTCAGGEETAGATACATATCCARTCGTTGCACCGRAT 354

Creerreer reerererereererereer re rerrrere e e e e
sbjct 3217381 GCOGGTCARGGAGACTTTTTCGATTTTCAGGAGTCGATACATATCCRATCGTTGCACCGRAT 3217440

Query 355 GATACCTCCTGCTACCGCTCGTTITGATTGECOCGCTGottgttgttttgottgottttga 414

N N N N N N NN NN NN RNy
Sbjct 3217441 GATGCCTCCTGCTACCGCTOGTTTGATTGECCCGCTGCTTGTTGTTTTGOTTGCTTTTGE 3217500

Query 415 accgttattttcttttgaaccgttttcogtatttttattttcocoggttttttGACTGTG 473

PUE D FEEEEEE R R T L e e e et
sbjet 3217501 ACCATTCTTTTCTTTTGRACCGTTTTCCGTATTTTTATTTTCCTTGTITTCTGCCTGTG 3217559

Sekil 4.27. P3-1 plazmitinin tasidigi DNA fragmaninin benzerlik gosterdigi gen
dizilimlerinin BLAST hizli tarama sonucu. Bacillus megaterium DSM319 tim genom
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5. TARTISMA VE SONUC

Enzimler, canlilarin dogal iiriinleri olmasi nedeniyle, ¢evre ile uyumludur. Modern
endiistride doganin kendisine ait teknolojisinin kullanimi, geleneksel islemlere oranla
daha az miktarda atik olusturarak daha az cevre kirliligine yol a¢masi, uygun ve
ekonomik sartlarda gerceklestirilebilmesi, enzim kullanimin1 daha cazip hale
getirmektedir (Giimiisel 2002, Bull ve ark. 2000, Van Beilen ve Li 2002). Giiniimiizde
endiistride kullanilan enzimlerin yaklasik %901 mikroorganizmalardan iretilmektedir
(Wolfgang 2004). Bunun en 6nmeli nedeni nedeni mikrobiyal enzimlerin ekstrem
sicaklik ve pH degerlerinde, cok yiiksek diizeyde aktivite gostermeleridir. Ayrica
mikrobiyal kaynakli enzimlerin bitkisel ve hayvansal kaynakli enzimlere gore katalitik
aktivitelerinin ¢ok yiiksek olmasi, istenmeyen yan {iriin olusturmamalari, daha stabil ve
ucuz olmalari, fazla miktarda elde edilebilmeleri (Zeman ve McCrea 1985, Wiseman
1987), yenilenebilir kaynaklardan tiretilmeleri ve biyolojik olarak bozulabilmeleri de bu
nedenlerin arasindadir. Bununla birlikte mikroorganizmalar yalnizca enzim iiretme
yeteneklerine gore degil, mikroorganizmalarin toksik ve patojen olmamasina gore de

secilmistir (Demain ve Solomon 1981).

Diinyadaki tarim alanlarinin = %90'minda tahillar, baklagil ve yagli tohumlar
yetistirilmekte olup, bunlar hayvanlarin beslenmesinde en biiyiikk kaynagi
olusturmaktadirlar. Bu irlinlerin 6nemli bir igerigi fitik asit (myo-inositol
hexakisphosphate, tuz formu fitat)'tir. Hayvan beslenmesinde 6nemli bir yere sahip olan
fitatin iki olumsuz durumu bulunmaktadir. Fitat, besinlerdeki proteinler, amino asitler,
kalsiyum, magnezyum, demir ve ¢inko gibi metal iyonlar ile suda c¢oziinmez
kompleksler olusturur ve anti besinsel faktor olarak hareket eder. Fitat bagirsakta bazi
proteazlara baglanmakta ve olusturdugu kompleks ile protein ve amino asitlerin
sindirilebirliligini azaltmaktadir (Hartman 1979, Erdman 1979). Ayrica, yem
hammaddelerindeki fitin fosforundan monogastrik hayvanlar etkin bir sekilde
yararlanamadiklarindan fosfor giibre ile disariya atilmaktadir. Bu durum ise g¢evreyi
ozellikle yeralt1 ve iistii su kaynaklarin1 fosfor yoniinden tehlikeli bir duruma getirerek
cevresel fosfat kirlenmesine yol agmaktadir. Bu iki énemli durumdan dolay: fitatin

hidrolizi kesinlikle gereklidir.
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Fitat1 hidrolizlemek i¢in kimyasal ve fiziksel metodlar kullanilmasina ragmen, bunlar
pahalidir ve gidanin besin degerini diisiirmektedir. Bunlara alternatif olarak kullanilan
ve endiistride 6nemli bir pazar payina sahip olan fitaz enzimini iireten yeni bir Bacillus
susu aramak ve bu sustan fitaz geninin klonlama calismalar1 yapmak iizere, Tiirkiye
topraklarindan toplam 300 adet bakteri izole edilmistir. Bakterilerin Bacillus sp. olup
olmadig1 Bergey's Manual of Determinative Bacteriology'e gore morfolojik ve
biyokimyasal testler ile tespit edilmistir. Testler sonucunda 236 adet bakteri Bacillus sp.
olarak saptanmistir. Calismamizda bakterilerin fitaz {iretip liretmedigini belirlemek i¢in
fitat icerikli ortamda yayma metodu kullanilmistir. 236 bakteri igerisinde yiiksek fitaz
aktiviteli 19 adet Bacillus sp. secilmistir. Bu suslardan 11 mm c¢evresel hidrolitik zon
capina sahip olan Bacillus sp. EBD 9-1 olarak olarak adlandirilmistir. Daha sonra en
yiiksek fitaz aktivitesi goriilen Bacillus sp. EBD 9-1'in 16S rRNA analizi yapilmis ve
tir Bacillus megaterium olarak tespit edilmis ve yeni izolat Bacillus megaterium EBD

9-1 olarak adlandirilmustur.

Mikrobiyal yolla enzim iiretiminin ilk asamasi uygun mikroorganizmanin sec¢imidir.
Bununla birlikte kiiltiir ortami ve fermantasyon kosullar1 da enzim iretimini
etkilemektedir. Uretimi arttirmak igin kiiltiir ortami ve fermantasyon kosullarmin
optimize edilmesinin yaninda modifiye edilmis mikroorganizmalar da kullanilmasi
yoluna gidilmistir. Bu amacla rekombinant suslar gelistirilmistir ve enzim iiretiminde
kullanilmaya baslanmistir. Bu sekilde fitaz enzimini iireten mikroorganizmalardan da
fitaz geni klonlanarak ifade edilmis ve iiretim kosullar1 optimize edilmistir. Bacillus sp.
fitaz1 E.coli'de (Kim ve ark. 1998b), B. amyloliquefaciens fitaz1 B. subtilis'de (Kim ve
ark. 1999), Schwanniomyces occidentalis fitaz1 Candida boidinii'de (Nakamura ve ark.
1999), A. ficuum fitaz1 Nicotiana tabacum'da (Ullah ve ark. 1999), A.niger fitazi
E.coli'de (Phillippy ve Mullaney 1997) klonlanmis ve ifade edilmistir. Calismamizda da
yeni izolat Bacillus megaterium EBD 9-1'e ait kromozomal DNA iizerinde kodlanmig
olan fitaz enziminin {iretiminden sorumlu olan PhyC gen bdlgesi Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PZR) ile ¢ogaltilmaya calismistir. Fakat Bacillus megaterium EBD 9-1'e
ait 3 farkli susun (Bacillus megaterium DSM319, Bacillus megaterium QM B1551 ve
Bacillus megaterium WSH-002) biitin genom sekansi NCBI veri bankasinda

bulunmasina ragmen bu sekanslar arasinda fitaza ait bir sekans bulunamamistir.
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Dolayisi ile izole ettigimiz Bacillus megaterium EBD 9-1 fitaz aktivitesi gosteren bir
bir organizma olup, literatiirde bu tiire ait fitaz enzimi sekansina rastlanmamistir. Bu
sebeple farklt Bacillus tiirlerinden elde edilen sekanslar hizalanarak bir korunmus bolge
yakalanmaya ve cogaltilmaya calisilmistir. Klonlamanin yapilabilmesi i¢in bir ¢ifti
dejenere olmak tizere 2 primer ¢ifti hazirlanmistir. Bu primer ciftleri ileri (forward)
primer-a, geri (reverse) primer-a ve ileri (forward) primer-dejenere, geri (reverse)
primer-dejenere olarak isimlendirilmistir. Ileri (forward) primer-a ve geri (reverse)
primer-a primer ¢ifti kullanilarak yapilan Polimeraz Zincir Rekasiyonu (PZR)
sonucunda herhangibi bir bant olusumu gozlenmemistir. leri (forward) primer-dejenere
ve geri (reverse) primer-dejenere  primer ¢iftinin kullanildigi Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PZR) sonucunda  amplifikasyon ger¢eklesmis olup, ~900 bp
biiyiikliigiinde bir bant ve ~500 bp biiyiikliigiinde iki bant goriilmiistiir. Polimeraz Zincir
Reaksiyonu, Taqg DNA polimeraz enzimi kullanilarak gergeklestirilmis ve cogaltilan
DNA fragmentleri piirifikasyon amaci ile agaroz jelde 8 ¢ukurda kosulmus ve ethidium
bromide ile boyama gerceklestirilmigtir. Ardindan UV 151k altinda DNA bantlar1

cikarilmistir.

Cogaltilan bu DNA fragmanlart pGEM®-T Easy vektoriine ligasyon ile aktarilarak,
rekombinant plazmidler elde edilmistir. Olusturulan ve L1, L2, L3 olarak isimlendirilen
rekombinant plazmidlerin CaCl, yontemi kullanilarak konukgu bakteri E.coli DHS5a
susuna transformasyonu saglanmistir. Transformasyon sonrasinda bir ¢ok koloni
olugsmus ve insert igeren kolonilerin ayrimi pGEM®-T Easy vektoriiniin hem ampisillin
antibiyotigine diren¢ geni hem de B-galaktosidazin a-peptidini kodlayan dizilime sahip
olmasi sayesinde saglanmistir. Bu dizilim ampisilin ve IPTG igeren kat1 besi yerlerinde
mavi koloniler (rekombinant plazmit igermeyen koloniler) ve beyaz koloniler
(rekombinant plazmit iceren koloniler) olusturmakta ve rekombinant plazmitlerin
secimini  kolaylastirmaktadir.  Transformasyonun  gerceklestirildigi  bakterilerin
boliinmesiyle rekombinant DNA'da replike olan klonlar elde edilmistir. Rekombinant
plazmidi iceren E.coli DHS5a susunun olusturdugu saf kolonilerden plazmid izole
edilmistir. Klonlamanin dogrulamasini kesinlestirmek i¢in rekombinant plazmitler izole
edilerek EcoRI restriksiyon endoniikleaz enzimi ile kesilmistir. ilgili plazmidler agaroz

jelde yiirtitiilmiis ve ethidium bromide ile boyama gerceklestirilmistir. Ardindan UV
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151k altinda ~900 bp biiyiikliigiinde bir bant ve ~500 bp biiyiikliigliinde iki bant
goriilmiistlir. Dolayisi ile plazmitlerin EcoRI restriksiyon endoniikleaz enzimi kesimine

ugratilmasi sonucu beklenen biiyiikliikte bantlar elde edilmistir.

Daha sonra pGEM®-T Easy vektoriine klonlanmis gen pargalart hizmet alimi ile
sekanslatilmis ve okuma iglemi T7 primerleri ile yapilmistir. Klonlanan 3 gen pargasinin
okunan niikleotit dizisi BLAST hizli tarama programi kullanilarak NCBI veri
tabanlarindaki bilinen diger gen dizilimleri ile karsilastirilmigtir. BLAST veri tabaninda
yapilan karsilastirma sonuclarina gére her 3 gen parcasinin niikleotit dizisinin fitaz
enzimi sekansi ile benzerlik gostermedigi belirlenmistir. Sonu¢ olarak, dejenere
primerler ile amplifikasyon sonucunda fitaz geni ¢cogaltilamamustir. Ancak bu yeni izolat
fitaz aktivitesine sahip oldugundan dolay1 (Demirkan ve ark. 2014) literatiirde onemli
bir durum olusturmaktadir. Yapilan literatlir ¢aligmasinda baska Bacillus megaterium'a
ait fitaz iiretimini gosteren herhangi bir ¢alisma mevcut olmadigindan, bu ¢alismada
fitaz iretimine sahip yeni izolat olan Bacillus megaterium EBD 9-1 susu ilk olarak

literatiire rapor edilmistir.
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