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Turkiye’deki Dibekli Sicak Su Kaynagindan Termofilik Geobacillus sp.
DB2 Susunun Fizyo-Biyokimyasal Karakterizasyonu ve 16S rRNA
Sekanslamasi

Fatma MATPAN BEKLER!

OZET: Jeotermal kaynaklar termofillerin habitatlarindandir. Bu calismada aerobik, cubuk seklinde, hareketli
ve Gram-pozitif termofilik DB2 susu Tiirkiye’deki Diyadin ilgesi Dibekli sicak su kaynagindan izole edilerek
morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal testler ve 16S rRNA gen sekanslamayla tanimlandi. Optimal kiiltivasyon
pH 6.0-6.5’da, 60 °C’de elde edildi. DB2 susunun katalaz, nitrat rediikleme, Metil red testi ve nisasta hidrolizi
pozitif, oksidaz, ireaz aktivitesi, jelatin ve kazein hidrolizi negatif olarak belirlendi. 16S rRNA gen sekansina bagl
filogenetik analizler DB2 sugunun %98.97 sekans benzerligi ile Geobacillus subterraneus subsp. aromaticivorans
Gel(T)’e oldukca yakin oldugunu gostermektedir. Bu yeni tiir, biyoteknolojik uygulamalarda kullanilabilir
ozelliktedir.
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ABSTRACT: Geothermal sites are habitat for thermophilic microorganisms. In this study, a novel aerobic, rod
shaped, motile and Gram-positive thermophilic bacterium DB2 was isolated from the hot water in Dibekli in
the town of Diyadin in Turkey and it was identified by morphological, physiological, biochemical tests and 16S
rRNA gene sequencing. Optimal cultivation was obtained at pH 6.0-6.5 and 60 °C. Strain DB2 was positive for
catalase activity, nitrate reduction, Methyl red test and starch hydrolysis, while it was negative for oxidase, urease,
gelatine and casein hydrolysis. Phylogenetic analysis based on 16S rRNA gene sequences showed that isolate DB2
was most closely related to Geobacillus subterraneus subsp. aromaticivorans Gel(T) with a 98.97% sequence
similarity. This novel strain can be used in biotechnological application.
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GIRIS
Mikrobiyal yasam; sadece hava, toprak ve goller
degil, kutuplardaki buzullar, yanardag bacalari, tuz gol-

leri, sodali sular ve yiiksek asit ortamlarini igine alarak
yayilmis durumdadir (Ercan Akkaya ve Kivang, 2008).

Yiiksek
mikroorganizmalardir. Sicak su kaynaklar termofillerin

Termofiller, sicaklga dayanikli
izole edildigi temel alanlardan biridir (Rastogi et al.,
2010). Ayrica termofiller asir1 pH ve tuz konsantrasyo-
nu gibi zorlu ortam kosullarinda da yasayabilirler (Fut-
terer et al., 2004; Giaveno et al., 2013; Urbieta et al.,

2015).

“Beyaz Biyoteknoloji” enerji, kimyasallar, mater-
yallerin {iretimi ve endiistriyel islemler i¢in enzimlerin
ve mikroorganizmalarin kullanilmasi olarak tanimla-
nabilir. Termofillerin biyoteknolojik uygulamalarda
kullanimi tiim hiicrenin kullanilmasi yada hiicrenin
makromolekiillerinin veya metabolitlerinin kullanilma-
st olarak ikiye ayrilabilir. Ayrica termofiller, biyoenerji,
termozimler ve biyosiirkaftant iiretiminde potansiyel
olarak bilinmektedirler. Termofillerin biyoteknolojik
uygulamalarada kullanilmasinda gelismis iriin olu-
sumuna yol acan yiiksek metabolik aktiviteye sahip
olmalari, mezofiliklerin ortadan kaldirilmasiyla pa-
tojenik/kirleticilerinin inaktivasyonu, sicakliga daya-
nikli makromolekiil ve metabolitlerin tiretimi, 1sitma
adimlarindan sonra sogutma adimlariin gerekmemesi,
kimyasallarin ¢oziiniirliiliigliniin, iyonizasyonunun ve
diflizyonunun artisi, diisiik yogunluk, yiizey gerilimi ve
viskoziteyle reaksiyon oraninin artisi, termostabil en-
zimlerin ekspresyonu gibi bazi avantajlar1 bulunmak-
tadir.

Yiizyilin baglarinda basil seklindeki tiim organiz-
malar Bacillus olarak tamimlanirdi. Ancak ilerleyen
teknoloji ve molekiiler diizeydeki gelismis teknikler
sayesinde yeni tanimlamalar yapilmaktadir. Nazina et
al., (2001) 8 farkli Geobacillus tiirii tanimlamislardir ve
giiniimiize kadar toplam 24 farkli Geobacillus tiirii ile 4
farkli alt tiiri tanimlanmistir. Bunlar: Geobacillus stero-
thermophilus DSM 227, Geobacillus thermocatenulatus
DSM 7307, Geobacillus thermoleovorans DSM 53667,
Geobacillus thermoglucosidasius DSM 25427, Geo-
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bacillus thermodenitrificans DSM 4657, Geobacillus
subterranaus DSM 135527 Geobacillus subterraneus
subsp. subterraneus, Geobacillus kaustaphilus DSM
7263 ve Geobacillus uzensis DSM 13551 (Nazina et
al., 2001), Geobacillus caldoxylosilyticus DSM 120417
(Fortina et al., 2001), Geobacillus toebii DSM 13551
(Sung et al., 2002), Geobacillus gargensis DSM 15378
ve Geobacillus vulcani DSM 13174 (Nazina et al.,
2004), Geobacillus debilis DSM 16016 ve Geobacil-
lus palidus (Banat et al., 2004), Geobacillus lituanicus
DSM 153257 (Kuisiene et al., 2004), Geobacillus tepi-
damans (Schaffer et al., 2004), Geobacillus jurassicus
DSM 15726" (Nazina et al., 2005), Geobacillus zalihae
DSM 18318T (Abd Rahman et al., 2007), Geobacillus
thermodenitrificans subsp. calidus ve Geobacillus ther-
modenitrificans subsp. thermodenitrificans (Cihan et
al., 2011), Geobacillus kaue, Geobacillus anatolicus ve
Geobacillus bogazici (Caglayan and Bilgin 2011) Geo-
bacillus galactosidasius DSM 18751 (Poli et al., 2011),
Geobacillus thermoantarcticus DSM 95727 (Coorevits
et al., 2012), G. subterranaus subsp. aromaticivorans
(Poli et al., 2012), Geobacillus icigianus (Bryanskaya
et al., 2015) olarak databankta kayitlidur.

Bu calismada, Agn Ili, Diyadin Ilgesi’ne bagh
Dibekli Koyt sicak su kaynagindan termofilik mikro-
organizma izole edilerek morfolojik, fizyolojik, biyo-
kimyasal ve 16S rRNA analizlerine dayali tanimlama
yapilmasi amaglanmagtir.

MATERYAL VE YONTEM
Termofilik Bakterilerin izolasyonu

Termofilik bakterileri izole etmek amaciyla Agri ili,
Diyadin ilgesine 15 km uzakliktaki Dibekli Koyii’'nde
bulunan sicak su kaynagindan su 6rnegi alindi. Su sert
bir araziden akmaktadir. Alinan su drneginin pH metre
ile pH’s1 ve termometre ile suyun sicakligi dlciilerek su
ornekleri 50 mL’lik steril siselerde aseptik ortam kosul-
larinda saklanarak laboratuar ortamina tagindi.

Su 6rneklerinden 5 mL alinarak, 250 mL’ lik erlen-
lerde bulunan steril 45 mL Nutrient Broth (NB) (Sig-
ma—Aldrich, St Louis, USA) besi ortamina ekim yapild
ve termotolerant mikroorganizmalarin izolasyonu igin
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55 °C’de inkiibasyona birakildi. 48 saat inkiibasyondan
sonra gelisen kiiltiirlerden steril distile suda 10!, 1072,
103 ve 10*e seklinde seyreltmelerden 1 mL alind1 ve
kat1 NB besiyerine ekim yapildi. Petriler 55 °C de 24
saat inkiibe edildikten sonra gelisen karigik kiiltiirler-
den izolatlarin saf kiiltiirleri elde edildi. Elde edilen izo-
latlara kod verilerek gliserol igeren Cryotiiplerde Dicle
Universitesi Fen Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji Arastir-
ma Laboratuarindan -80 °C’de muhafaza edildi.

Morfolojik ve Fizyo-Biyokimyasal Karakteri-
zasyon

Secilen kolonilerin sekil, boyut, renk, yiizey,
yiikseklik, hiicre ceperi, 151k ve yogunluk temelinde-
ki fenotipik hiicre morfolojisi incelenerek karakterize
edildi. Hiicre morfolojisi ve hareketlilik incelemeleri

151k mikroskobu kullanilarak incelendi.

Gram boyama, 151k mikroskobu kullanilarak Dus-
sault’a (1955) gore gergeklestirildi. Sporlarin olusumu
malasit yesil boyama ile mikroskobik gozlemlerle test
edildi.

Secilen izolat, farkli sicaklik (20 ila 80 °C) ve farkli
pH (4.0-11.0)’da inkiibe edilerek optimum biiyiime
kosullar1 belirlendi. Ayrica % 0.5-5 NaCl (Merck, Dar-
mstadt, Germany) iceren besi ortamina izolattan in-
okiilasyon yapilarak NaCl’ nin bakteri gelisimine etkisi
incelendi.

Secilen izolatin biyokimyasal 6zellikleri katalaz,
indol, oksidaz, sitritaz ve tireaz aktivitesi, metil kirmizi
testi, Voges-Proskauer testi, jelatin, nisasta, kazein, kul-
lanimi ve farkli karbon kaynaklarinin (glikoz, galaktoz,
laktoz, fruktoz, maltoz, arabinoz) kullanilmasi test edil-
di. Biitiin fizyolojik, biyokimyasal testler ikili olarak ii¢
defa tekrar edildi.

DNA izolasyonu

Genomik DNA, Marmur’un (1961) fenol-kloro-
form yontemine gore izole edildi. Spektrofotometrede
DNA’nin miktar1 ve saflik derecesi dlgiilerek PCR re-
aksiyonu igin hazir hale getirildi. DNA’nin safliginin
kontrolii icin %]1’lik agaroz jel elektroforezinde
yiiriitiilerek analiz edildi.
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16S rRNA Geninin Amplifikasyonu

Genomik DNA izole edildikten sonra evrensel
primerler 16S-F (5’-GAG TTT GAT CCT GGC TCA
G-3’)- 16S-R (5’-CGG CTA CCT TGT TAC GAC
TT-3’) kullanilarak 16S rRNA geni PCR ile ¢cogaltildi.
16S rDNA geninin amplifikasyonu ve saflagtirma is-
lemleri Reiney et al., (1994)’e gore gergeklestirildi.
Tiim amplifikasyon kosullar1 94 °C’de 5 dakikalik 6n
denaturasyon, 94 °C’de 30 sn denaturasyon, 50 °C’de
30 sn baglanma ve 72 °C’de 10 sn uzamadan olusan 35
siklusluk amplifikasyon ve 72 °C’de 15 dakikalik final
uzamadan olusacak sekilde programlandi.

Biyoinformatik Analizi ve Filogenetik Aga¢ Ya-
pimi

Saflastirilmig PCR iirlinleri elektroforeze tabi tu-
tularak saflig1 kontrol edildi ve GATC Biotech (http://
www.gatc.biotech.com) tarafindan dizilendi. Elde edi-
len diziler bir BLAST arama araci [NCBI: Biyotekno-
loji Ulusal Merkezi (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)] ve-
ritaban1 kullanilarak karsilastirildi. Izole susunun 16S
rRNA dizi ¢oklu sekans hizalama programi kullanilarak
NCBI veritabanindan dizi homolojisi gosteren bir refe-
rans dizisi ile hizaland1. izolat 16S rRNA dizi verilerine
dayanarak EzTaxon sunucusu (http://www.ezbiocloud.
net/eztaxon; Kim ve ark., 2012) kullanilarak tanimlan-
di. Filogenetik agac¢ Felsenstein’a gore (1993) komsu
birlestirme yontemi (neighbour-joining method) kulla-
nilarak ¢izildi.

BULGULAR VE TARTISMA

Bu c¢aligmada Dibekli sicak su kaynagindan
dilisyon yontemiyle kiiltiirde baskin olan termofilik
bakteri izole edilerek karakterize edildi. Elde edilen
izolata DB2 kodu verilerek gliserol iceren cryotiiple-
rde -80 °C’de Dicle Universitesi Fen Fakiiltesi Prof. Dr.
Yavuz Ensari Molekiiler Biyoloji Arastirma Laboratu-
varinda muhafaza edildi. Secilen DB2 susu morfolojik,
fizyolojik, biyokimyasal ve 16S rRNA analizlerine gore
karakterize edildi.

DB2 susunun, koloni morfolojisi incelendiginde
kiigiik, yuvarlak, mat ve krem oldugu belirlendi. DB2
hiicreleri ¢ubuk seklinde, Gram pozitif, hareketli ve
sporludur (Sekil 1).
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Sekil 1: DB2 susunun hiicreleri ve vejetatif sporlari

Nazina et al. 2001 yilinda 8 farkli Geobacillus
tamimlamiglardir ve giiniimiize kadar toplam 24 fark-
l1 Geobacillus tiirii ve 4 farkl alt tiirii tanimlanmaistir.
Yapilan Geobacillus tanimlamalarinda; ¢ubuk se-
killi, Gram pozitif, hareketli ve sporlu olduklar1
ve genellikle pH 6.0-9.0 arasinda gelisen termofi-
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lik bakteriler olduklari belirtilmistir (Nazina et al.,
2001; Kuisiene et al., 2004; Banat et al., 2004). Elde
ettigimiz DB2 susu 36 saatte (Sekil 2a), 50-70 °C
arasinda (optimum 55-60 °C’de), ve pH 6.0-9.0
arasinda (optimum 7.0’de) gelisme gostermektedir
(Sekil 2b ve 2c¢).
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Sekil 2a: DB2
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Sekil 2b: pH’nin DB2 susunun iiremesine etkisi
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Sekil 2¢: Sicakligin DB2’nin iiremesine etkisi

Nazina et al., (2001)’1n yaptiklar1 ¢alismada izo-
le edilen G. thermodenitrificans DSM 465 ve G. sub-
terranaus DSM 135527 ayrica Coorevits et al., (2012)
"1n elde ettikleri G. thermoantarcticus DSM 9572 nin
optimum 55-60 °C arasinda gelisen termofilik bakteri-
ler olduklar1 belirtilmistir. Bu sonuglarla karsilastirili-
diginda DB2’nin termofilik 6zellikte oldugu belirlendi.

Yapilan biyokimyasal testlerin sonuglarina gore;

katalaz aktivitesi, nitrat rediiksiyonu, jelatin ve ni-
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sasta hidrolizi ile glukoz, galaktoz, maltoz ve ksiloz
gibi karbon kaynaklarin1 kullanimi pozitif iken, ok-
sidaz, iireaz, sitritaz aktivitesi, indol iiretimi, Voges
proskauer/Metil Red testi, kazein hidrolizi ile siikroz,
laktoz ve arabinoz gibi karbon kaynaklarini kulla-
nimi negatiftir. Bu sonuglar ayrintili sekilde diger
Geobacillus tirleriyle karsilastirmali olarak Tablo
1’de verildi. DB2 susunun biyokimyasal 6zellikleri-
ne bakildiginda diger Geobacillus tiirleriyle benzer
ozellikler gosterdigi goriilmektedir.
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Tablo1: DB2’nin diger Geobacillus tiirleriyle karsilagtiriimasi
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(+): pozitif, (-): negatif, d: degisken, w: zayif, ND: Not determined

1: G. sterothermophilus DSM 22T, 2: G. thermocatenulatus DSM 730T, 3: G. thermoleovorans DSM 5366T, 4: G. thermoglucosidasius DSM 2542T, 5: G.
thermodenitrificans DSM 465T, 6: G. subterranaus DSM 135527, 7: G. kaustaphilus DSM 7263T ve 8: G. uzensis DSM 13551 (Nazina et al., 2001), 9: G.
caldoxylosilyticus DSM 12041T (Fortina et al., 2001), 10: G. toebii DSM 13551 (Sung et al., 2002), 11: G. gargensis DSM 15378 ve 12: G. vulcani DSM
13174 (Nazina et al., 2004), 13: G. jurassicus DSM 15726T (Nazina et al., 2005), 14: G. debilis DSM 16016T ve 15: G. palidus (Banat et al., 2004), 16: G.
lituanicus DSM 15325T (Kuisiene et al., 2004), 17: G. tepidamans (Schaffer et al., 2004), 18: G. thermoantarcticus DSM 9572T (Coorevits et al., 2012), 19:
G. galactosidasius DSM 18751 (Poli et al., 2011), 20: G. icigianus (Bryanskaya et al., 2015)
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DB2 susunun yapilan kismi 16S rRNA sekans anali-
zlerine gore Geobacillus tirleri i¢inde %98.97 benzerlik
oraniyla G. subterraneus subsp. aromaticivorans Gel(T)
ile oldukga yakin benzerlik gosterdigi belirlendi. 16S

Geobacillus zalthae [AY166603)

Geobacillus bogazici (AY 323205)

Geobacillus vuleani DEM 13174T (AJ203803)

Geobacillus fcigianus (KF631430)

Geobacillus laue (AY608973)

Geobacillus thermoleovorans DSM 3366T (Z26923)

Geobacillus kbaustophilus DSM T263T ({60618)
Geobacillus sterothermophilus DEM 12T (AB021196)

Geobacillus denitrificans DSM 465T (Z26927)
Geobacillus subterraneus DSM 13332T (AF276306)
Geobacillus sp. strain DB2 (KX184730)

Geobacilllus thermemtarcticus DSM 9572T (FR749957)

Geobacillus toebii. DSM 14390T (AY603952)

Karakterizasyonu ve 16S rRNA Sekanslamasi

rRNA sekanslar1t GenBank’a eklendi (GenBank erigim nu-
marast: KX184730). DB2 susu ve diger Geobacillus tiir-

lerinin yakmhgim gosteren filogenetik agac yakin baglant:
(neighbor-joining) metodu kullanilarak ¢izildi (Sekil 3).

Geobacillus lituanicus DSM 15325T (AY044053)

{ Geobacillus jurassicus DSM 15726T (AY312404)
Geobacillus wzenensis. DSM 13351 (AF276304)

Geobacillus thermocatenulatus DSM T30T (Z26926)
Geobactllus gargensis DSM 15378 (AY193888)

Geobacillus subterraneus subsp. aromaticivorans (HEG13733)

Geobacillus anatolicus (AF411064)
Geobacillus debilis DEM 160167 (AT564616)
4|7 Geobacillus tepidamans (AY363003)

Geobacillus pallidus (Z260830)

Geobacillus thermoglucosidasius DSM 2342T (AY608981)
Geobacillus caldoxylolyticus DM 12041T (AF067631)

Geobacillus galactosidasius DSM 18751T (AMA40853%)

Bacillus subtilis DEM 10T (AB042061)

0.1

Sekil 3: Diyadin sicak su kaynagindan elde edilen termofilik DB2 susunun ve diger Geobacillus tiirlerinin 16S rRNA sekans analizlerine

dayal1 Yakin baglant1 (neighbor-joining) metodu kullanilarak ¢izilen filogenetik agag¢. Erisim numaralar parantez i¢inde verilmistir.

SONUC

Tiirkiye fiziksel ve kimyasal yapis1 farkli pekgok
jeotermal alana sahiptir ve bu durum ¢ok sayida yeni
termofilik mikroorganizmanin kesfi i¢in iyi bir firsat
sunmaktadir. Calisgmamiz ayrica termofilik mikroor-
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ganizmalarin biyogesitliligi bakimindan 6nemlilik
arz etmektedir. Elde edilen Geobacillus DB2 susu
ozellikleri bakimindan biyoteknolojik uygulamam-
larda kullanilabilir 6zelliktedir.
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