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Abstract: In this study, the 165 rDNA gene regions’ phylogenetic positions based on the sequence analysis were determined by
examining some hydrolytic extracellular enzyme activities of the Acidithiobacillus bacteria isolated from the water and mud
samples obtained from the Awasspi River in Sulaymaniyah province, northern Iraq and from the Darzilais sulphur cave in
Sangaw district. While the catalase activity of the isolates was positive; lipase, protease, xylanase, and amylase activities were
found to be negative.

Genomic DNAs of the isolates were isolated and 165 rDNA gene region was realized with PCR amplification. To determine the
distance between the species, Maximum Likelihood algorithm was used to form a phylogenetic tree. It was observed that gene
strands belonging to Acidithiobacillus species acquired from NCBI and 2 isolates we used in our study clustered with a strong
homology and their genetic positions were revealed.

Keywords: Acidithiobacillus, Sulaymaniyah, Enzyme, 165 rDNA

Awa Sppi Nehri’'nden (Siileymaniye-Irak) izole Edilen Acidithiobacillus Cinsi Bakterilerin
Ektraseliiler Hidrolitik Enzim Uretme Kabiliyetlerinin Belirlenmesi ve 16S rDNA Analizi

Ozet: Bu arastirmada, Kuzey Irak'in Siileymaniye sehrinde bulunan Awasppi nehrinden ve Sangaw'daki Darzilais siilfir
kaynakli magaradan alman su ve ¢camur 6rneklerinden izole edilen Acidithiobacillus bakterilerinin bazi hidrolitik ektraseliiler
enzim aktiviteleri incelenerek, 16S rDNA gen bolgelerinin sekans analizi temeline dayali filogenetik pozisyonlar: belirlenmistir.
Izolatlarin katalaz aktivitesi pozitif iken, lipaz, proteaz, ksilanaz ve amilaz aktivitesi negatif olarak belirlenmistir.

Izolatlarin Genomik DNA’lar1 izole edilerek 165 rDNA gen bolgesi PZR amplifikasyonu ile gerceklestirilmistir. Tiirler
arasindaki uzaklig: belirlemek icin Maximum Likelihood algoritmasi kullanilarak olusturulan filogenetik aga¢ NCBI'dan elde
edilmis Acidithiobacillus tiirlerine ait gen dizileri ve ¢alismamizda kullandigimiz 2 izolat giiclii bir homoloji ile kiimelendigi
gozlemlenerek genetik pozisyonlar1 ortaya konmustur. Karsilastirmali 165 rDNA gen dizisi analizi sonucunda, G1 izolatimin
Acidithiobacillus thiooxidans'a % 99 benzerlik gosterdigi ve G2 izolatinin Acidithiobacillus ferrooxidans’a % 99 benzerlik gosterdigi
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belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Acidithiobacillus, Stileymaniye, Enzim, 165 rDNA

1.Giris

Asidofilik mikroorganizmalar, yer kabugunda bulunan
degerli metallerin depolanmasinda ve ayristirilmasinda
onemli bir role sahip olduklarindan, endiistriyel agidan
6nem tasimaktadirlar (Valenzuela et al, 2006). Antik
caglardan beri mikroorganizmalar agir metallerin yer
kabugu {izerinde depolanmasinda ve c¢oziinmesinde
o6nemli bir role sahiptir. Bu aktivitenin 6nemli bir kismi
demir ve siilftir dongiisii ile ilgilidir. Anaerobik stilfat
indirgeyici bakteriler gesitli metallerle reaksiyona girerek
¢ozlinmeyen stilftirlti minerallerin (FexS;, ZnS, CuFeS;
gibi) ve cevher yataklarmin olusmasin saglarlar. Tersi bir
reaksiyonda bu silftirltt mineraller, aerobik stlfiir
oksitleyici mikroorganizmalar i¢in elektron vericisi olarak
gorev yapar ve metal siilfatlara dontsiirler. Metal
siilfatlarin cogunun ¢oztinurliigu yiiksek oldugu icin bu
reaksiyon, maden ve mineral kaynaklarindan metallerin
kazanmiminda/uzaklastirilmasinda kullanilir (Rawlings,
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2005). Cesitli mikroorganizmalarin madenlerdeki agir
metalleri ¢6ziinebilir hale getirebilme o6zellikleri biyo-
madencilik  endistrisinin ~ gelisimine yol agmustir
(Rawlings, 1997).

Acidithiobacillus cinsi bakteriler, degerli metallerin
siilfiirliic minerallerden ¢ikarilmasindaki etkili rolleri
sebebiyle “biyomadencilik” alaninda kullamilirlar. Bu
bakteriler asidofilik, gram-negatif ve cubuk sekillidirler.
Hem mezofilik hem de termofilik olabilirler (Bellenberg
et al., 2015). CO» fiksasyonu yapabildikleri i¢in, organik
karbon kaynagindan bagimsiz  gelisebilirler. Bu
ozelliklerinden dolay1 organik karbon
konsantrasyonunun ¢ok diisiik oldugu maden atiklar
ekosisteminde bile hayatta kalabilirler. Giintimiizde
bilinen 6 cesit Acidithiobacillus cinsi bakteri sirasiyla A.
thiooxidans, A. albertensis, A. caldus, A. ferrooxidans, A.
ferrivorans ve A. ferridurans olarak sayilabilir (Hedrich &
Johnson, 2013). Tum tiirleri inorganik stilftir bilesiklerini
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elektron donorti olarak kullanirlar. Bu yiizden, tim
diinyada metal silfit yataklarinda (Karavaiko et al.,
2003), siilfit yataklarla birlesmis su kaynaklarinda
(Gonzalez-Toril, Llobet-Brossa, Casamayor, Amann, &
Amils, 2003) ve deniz suyunda bulunurlar (Kamimura,
Higashino, Moriya, & Sugio, 2003).

Gilintimiize kadar yapilan calismalarda genelde,
siilftirlt minerallerin kimyasal li¢ sirasindaki ¢dziinme
mekanizmalar1 ve kinetikleri incelenmistir. Asidofilik
bakterilerin enzim aktiviteleri ile mevcut c¢alismalar
oldukca azdir. Bu ¢alismada Kuzey Irak’in Siileymaniye
sehrinde bulunan Darzilais magaras1 ve Awaseppi suilfiir
kaynaklarinda  asidofilik  bakterilerin  izolasyonu,
extraseliiler hidrolitik enzim aktivitelerinin belirlenmesi
ve 16S rDNA gen bolgesi ile teshislerinin yapilmasi
amaclanmustir.

2. Materyal ve Yontem
2.1. Materyal

Bu calismada Irak-Siileymaniye sehrinde bulunan
Awasppi nehrinden alman su numunelerinden ve
Sangaw  Darzilais'teki  siilfiir ~ kaynakli magara
topraklarindan izole edilen Acidithiobacillus  cinsi
bakteriler materyal olarak kullanilmistir.

2.2. Yontem
2.2.1. Bakteri izolasyonu ve Saflagtirilmasi

Bakterilerin izolasyonu sivi Starkey mineral basal salt
medium besi ortaminda 30 °C’'de 2 giin calkalamal
inkiibatorde bekletilerek gerceklestirilmistir. Saflagtirma
islemi Thiobacillus Agar M788 medium ortaminda
gerceklestirilmis ve 30 °C'de 5 giin inkiibasyona
birakilmustir.

2.2.2. Morfolojik Karakterizasyon

Acidithiobacillus cinsinin morfolojik 6zellikleri sulfur-
oxidizer medium agar besi ortaminda 7 giin inkiibasyon
sonrast  stereo  mikroskop altinda  gozlemlenip
fotograflanmistir. Daha sonra gram boyama yapilarak
bakterilerin hticre duvari tipi belirlenmistir.

2.2.3. Biyokimyasal Testler

Acidithiobacillus cinsinin biyokimyasal karakterizasyon
testleri, 48 saatlik kiilttir kullanilarak gergeklestirilmistir.
izolatlarin ekstraseliiler hidrolitik enzimler olan amilaz,
ksilanaz, lipaz, proteaz ve katalaz aktivitesine bakilmistir.
Bakteriyel tanimlama islemi icin morfolojik ve boyanma
sonuglart ile birlikte biyokimyasal test sonuglar1 da
anahtardir.  Bergey's Manual of Determinative
Bacteriology, Acidithiobacillus bakterilerinin
smiflandirilmast ve tamimlanmasi igin referans olarak
kullanilmustir (Holt, Krieg, Sneath, Staley, & Williams,
1994).

Amilaz

Izolatlarm tiimiine Amilaz enzimi retimi icin
Thiobacillus Agar M788 medium hazirland1 ve icerisine
%2'lik nisasta ilave edildi. 28 °C'de 4 giin inkiibe edildi.
Besi yeri tizerine ltigol damlatilarak etrafinda acik renk
zon olusumu pozitif sonug olarak degerlendirilmistir.

Ksilinaz
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Izolatlarmn  tiimiine ksilinaz enzimi iiretimi icin
Thiobacillus Agar M788 medium hazirland1 ve icerisine
%1 'lik ksilan ilave edildi. 28 °C'de 4 giin inkiibe edildi.
Koloni etrafinda agik renk zon olusumu pozitif sonug
olarak degerlendirilmistir.

Proteaz

Izolatlarm tiimiine Proteaz enzimi iretimi icin
Thiobacillus Agar M788 medium hazirland1 ve igerisine
%1'lik yagsiz siit tozu (Skim milk powder) ilave edildi. 28
°C'de 4 giin inkiibe edildi. Besi yeri tizerinde etrafinda

actk renk zon olusumu pozitif sonu¢ olarak
degerlendirilmistir.
Lipaz

izolatlarin tiimiine lipaz enzimi tiretimi igin Thiobacillus
Agar M788 medium hazirland1 ve igerisine %2lik Tween
80 ilave edildi. 28 °C'de 4 giin inkiibe edildi. Besi yeri
tizerine %0,001'lik rodamin B ilave edildi. Koloniler
etrafinda acik renk zon olusumu pozitif sonug olarak
degerlendirilmistir.

2.24. Genomik DNA izolasyonu ve 16S rDNA Gen
Bolgesinin Amplifikasyonu

Genomik DNA izolasyonu Ausubel et al. (1994)
tarafindan modifiye edilen metot ile gerceklestirilmistir.
165 rDNA polimeraz zincir reaksiyonu Thermal
Cycler'da (MyGenie 96 Gradient Thermal Cycler, Kore)
0.2 ml PCR tiiplerinde gergeklestirilmistir. 165 rDNA gen
bolgesi igin evrensel primer olan 27f (5'-AGAGTT
TGATCMTGGCTCAG-3") ve 1492R 6
TACGGYTACCTTGTTACGACTT) kullarularak PZR
amplifikasyonu gerceklestirilmistir (Lane, Stahl, Olsen,
Heller, & Pace, 1985).

2.2.5.16S rDNA Gen Bolgesinin Analizi

165 rDNA bolgesi dizileme sonuglari Codon Code
Aligner V.6.0.2 programu ile her sus icin kromatogramlar
tek tek incelenmis ve zayif nitelikli baz dizilerinin
(belirsiz yani ‘N” kodlu birka¢ baz) genellikle sekans
baglart  ve sonlarindaki  bolgelerinde  kesilerek
uzaklastirilmis ve contiqler olusturulmustur. NCBI'da
blast yapilarak her susa yakin tiirlerin access kodlari
almarak, hem veri tabanindaki yakin tiirlerle hem de
kendi aralarinda analiz edilmistir. Daha sonra ClustalW
programu ile korunmus bolgeler kiyaslanarak, Mega7
programinda Maximum Likelihood algaritmasinda
Jukes-Cantor metodu segilmis, Maksimum Likelihood
filogenetik agac¢i olusturulmus ve izolatlarin evrimsel
acidan filogenetik pozisyonlar1 belirlenmistir.

3. Bulgular

izole edilen 2 Acidithiobacillus bakterisi Thiobacillus Agar
M788 besiyerinde kiigtik, kremsi veya soluk sar1 renginde
dairesel koloni olusturmusturlar. Izolatlara uygulanan
gram boyama ile izolatlarin gram negatif hiicre duvar
tipine sahip olduklar: belirlenmistir.

Acidithiobacillus cinsinin biyokimyasal
karakterizasyon testleri, 48 saatlik kiiltiir kullanilarak
gerceklestirilmistir. Izolatlarin ekstraseliiler hidrolitik
enzimler olan amilaz, ksilanaz, lipaz, proteaz ve katalaz
aktivitesine bakilmistir. izolatlar amilaz, ksilanaz, proteaz
aktivitesi gostermezken yalmizca katalaz aktivitesi
gostermistir.
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Sekil 1: Acidithiobacillus cinsi bakterilerin koloni yapilari (1-2) ve gram boyama (3) sonucunu gosteren goriintiiler.

Bu 2 izolatin 16S rDNA dizisinin tanimlanmasi
amactyla PCR amplifikasyonu 27F ve 1492R evrensel
primerler gerceklestirilmistir. Codon Code Aligner
V.6.0.2 programimi kullanarak, dizi cihazindan alman
ham veriler diizenlenmis ve birlestirilerek bir konsensus
sekansi olusturulmustur. Benzerlik arastirmasi NCBI veri
tabanlarinda bulunan Basic Local Alignment Search Tools
(BLAST) programini kullanarak yapilmistir.

izolatlarin filogenetik konumunu belirlemek igin,
Sekil 2'deki referans Acidithiobacillus tiirlerinin 16S rDNA
dizileri ile karsilagtirmali olarak verilen filogenetik agac,
Jukes-Cantor yontemi ile Maksimum Olabilirlik
algoritmas1 ve Mega 7 paket programu kullanilarak
olusturulmustur. Karsilastirmali 165 rDNA gen dizisi
analizi sonucunda, G1 izolattmin Acidithiobacillus
thiooxidans'a % 99 benzerlik gosterdigi ve G2 izolatimin
Acidithiobacillus ferrooxidans’a % 99 benzerlik gosterdigi
belirlenmistir. Dis grup olarak Thermithiobacillus tepidarius

secilmistir. Filogenetik agagta Acidithiobacillus cinsi
bakteriler giiclii bir homoloji ile kiimelenmistir.
G1(MH017545)
Y11596
KX100033
DQ423683
1 J FJ194541
G2 (MH017588)
4‘”{ 4 J FJ194545
y tepidarius AJ459801

——t
@0100

Sekil 2: 165 rDNA analizi i¢cin Maksimum Likelihood
algoritmasi ile olusturula filogenetik aga¢ (GI ve G2

izolatinin NCBI erisim numarast parantez iginde
verilmistir).

4. Tartisma ve Sonug

Acidithiobacillus, — ozellikle pH'min disik oldugu,

madencilik alanlari, sicak kiikiirt kaynaklar1 ve biyolicing
islemleri gibi genis bir ortam yelpazesinde mevcut gibi
gorinmektedir (Khan, Haq, Hasan, Saeed, & Ullah, 2012).
Tiyobasil tiirlerini tahmin edebilmek icin, sivi ortamh
MPN (The Most Probable Number) teknigi yaygin olarak
kullanilmaktadir ve yaygm olarak uygulanmaktadir.
Yayma plak yontemi ile Thiobacillus tiirlerinin izolasyonu
ve yetistirilmesi i¢in onerilen Thiobacillus agar, diger
yontemlere kiyasla benzer veya daha yiiksek sayilarla
sonuglanan  biiyiiyen  kolonilerin ~ keskin  bir
¢ozlintrliguni elde etmek icin bromokresol yesil (BCG)
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eklenerek modifiye edilmistir (Starosvetsky, Zukerman,
& Armon, 2012).

Calismamuz Irak'taki Siileymaniye sehrinde bulunan
Awasppi nehrinden ve Sangaw bolgesinde bulunan
Darzilais'teki siilfiir kaynakli magaradan toplanmus
orneklerle gerceklestirilmistir. izolasyon islemi Starkey
ortaminda gerceklestirilmis olup olduk¢a hassastir. Daha
sonra Thiobacillus Agar M788 besiyerinde kolonilerin
morfolojilerine bakilarak saflagstirma iglemi
gerceklestirilmistir. Kolonilerin kiigiik ve benzer olmast
bu durumu oldukga zor hale getirmektedir.

Mezofilik organizmalardan izole edilen enzimler,
esasen dar bir pH, sicaklik ve iyonik gii¢ araliginda islev
gortir ve bu da endiistriyel kosullar: zorlayan teknolojik
uygulamalarini zorlagtirir. Bu nedenle, asidite, alkalinite,
tuzluluk, sicaklik veya basing asiriliklart gibi zorlu
cevresel kosullarda basarili olabilen mikroorganizma
aramak icin kayda deger c¢abalar sarf edilmistir.
Ekstremofiller olarak adlandirilan bu mikroorganizmalar,
asir1 kosullar altinda islev géren ve bu nedenle de biiyiik
bir biyoteknolojik vaatte bulunan yeni enzimlerin degerli
bir kaynagidir (Van den Burg, 2003). Pakistan’in Tarbela
bolgesinden alinan toprak ve su orneklerinden izole
edilen Acidithiobacillus thiooxidans bakterisine yonelik
yapilan ekstraseliiler hidrolitik enzim ¢alismalarinda
nisasta hidroliz testi negatif olup katalaz testi pozitif
sonu¢ gostermistir (Khan et al., 2012). Saflastirilan
Acidithiobacillus bakterilerinin baz1 ekstraseliiler hidrolitik
enzim aktiviteleri belirlenmistir. izolatlarm katalaz
aktivitesi pozitifken, lipaz, proteaz, ksilanaz ve amilaz
aktivitesi negatif olarak tespit edilmistir. Bu arastirmada
tanimlanan iki farkli izolatin morfolojik, fizyolojik
ozellikleri konu ile ilgili bilimsel literatiirlerle uyum
icerisindedir.

165 rRNA gen dizileme bakteriler arasindaki
filogenetik iliskilerin ag¢iklanmasinda, herhangi bir
ortamdan izole edilen bakterilerin tanimlanmasinda
1980'lerden beri kullanilan gticlii bir tekniktir (Busse,
Denner, & Lubitz, 1996). 165 rRNA gen bolgesinin
bakteriler arasinda evrensel ve islevinin sabit olmasi,
korunakli bolgelerin yaninda tiire 6zgti degisiklik
gosteren bolgelerin varligi, bakterileri cins veya tiir
seviyesinde tiim arastirmacilara agik veritabanlarin
kullanarak  tamimlanmasma imkan saglamaktadir
(Vandamme et al, 1996; Cavalier-Smith, 2002).
Karsilastirmali 165 rRNA gen dizi analizleri modern
taksonominin  vazgecilmezleri arasindadir.  2000'1i
yillardan itibaren PCR kullaniminin ve DNA dizilemenin
yayginlasmasinin  sonucu olarak 16S rRNA gen



Sharef et al. (2018)

bolgesinin dizilenmesi klinik mikrobiyoloji
laboratuarlarinda bakteriyal izolatlarin dogru sekilde
tanimlanmasinda ve yeni bakteriyal izolatlarin literatiire
kazandirilmasinda kilit nokta olmustur. Acidithiobacillus
cinsine ait 2 izolatin 165 rDNA gen bolgesi filogenetik
analizinde 1185 nt'lik bir bolgede kiyaslanan G1
izolatnin, 10 niikleotid fark ve % 99.1 benzerlik ile
Asidithiobacillus  thiooxidans Y11596'yva benzedigi tespit
edilmistir;, G2 izolat 1185 nt'lik bir bolgede
karsilastirildiginda, 2 niikleotid fark: ve % 99.7 benzerlik
gosteren Acidithiobacillus ferrooxidans FJ194545'e benzedigi
tespit edilmistir.

Bu filogenetik agac icerisinde Acidithiobacillus tiirleri
guiclti bir homoloji ile kiimelenmis olup dis grup olarak
secilen Thermithiobacillus tepidarius tiirii ile ayr1 bir kladda
yer almasi ve kendi aralarinda giiclii bir homoloji
olusturmast bu ¢alismanin  giivenilir  oldugunu
desteklemektedir. Calismamizda G1 susu Asidithiobacillus
thiooxidans ve G2 susu Acidithiobacillus ferrooxidans olarak
teshis edilip bazi ektraseliiller hidrolitik enzim
kabiliyetleri ortaya ¢ikarilmaistir.
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