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ANTI-FOULING BOYALARIN DENiZDEKI BAKTERIYAL BiYOFIiLM
GELISiMI UZERINE ETKIiSi

0z

Biyofilm bakterileri sualti yapilarda ciddi sorunlara neden olabilmektedir. Bu
calismanin amaci, sabit plakalar yiizeyinde hiicre dis1 polimerik maddeler (EPS)
tireten biyofilm bakterilerinin tanilanmalar1 ve ¢esitli antifouling ajanlarin biyofilm
bakterilerinin gelisimini engelleyen minimum inhibisyon konsantrasyonlarinin
(MICs) tespitidir. Boyalardaki antifouling ajanlar olarak, ¢inko oksit, bakir oksit,
tribiitiltin, florin, triazine diamin gibi katkilar kullanilmis boyalar ve bir de sadece
antipas boya uygulanmustir. Ornekleme siirecince, izmir civarinda yer alan iki yat
limaninda bulunan test plakalarinin tiimiinde bakteriyal biiylime gozlenmistir.
Calisma siiresince plakalarin yiizeyinden yiiz yirmi irk kiiltliire edilmis, bunlardan
yirmi tanesi ileri biyokimyasal ve molekiiler analizlerle karakterizasyon igin
secilmigtir. Ribozamal DNA dizileri kullanilarak yapilan filogenetik analizler
sonucunda, yirmi 1rkin y-Proteobacteria ve Firmicutes (Pseudoalteromonas,
Alteromonas, Klebsiella, Vibrio ve Exiguobacterium) alt siniflarina dahil olduklari
belirlenmistir. Sekiz irk, EPS iiretme yetenekleri a¢isindan ve EPS’lerindeki seker ile
protein igeriklerinin belirlenmesi acisindan ileri testler i¢in se¢ilmislerdir. Calismada,
hiicre biiytimesi ile EPS verimliligi ag¢isindan negatif bir iliski oldugu belirlenmistir.
EPS’lerdeki seker igerikleri ince tabaka kromatografisi (TLC) ile belirlenmistir. EPS
yapisinda sekerler olarak glukoz, galaktoz, fruktoz ve ramnoz tespit edilmistir.
Minimum inhibisyon konsantrasyonu analizlerinde triazine diamin ve bakir oksit
iceren boyanin bireysel irklara karsi en giiglii antibakteriyal etkiyi gosterdigi tespit
edilmistir. Sonug¢ olarak, bireysel biyofilm bakterileri, antifouling boyalara karsi
oldukga duyarli iken biyofilmin gelismesini takiben diren¢ kazanmaktadirlar. Ayrica,
caligma siireci boyunca, toplam canli bakteri yogunlugu ile deniz suyunun fiziko-
kimyasal degiskenleri arasinda iligki goriiliirken, toplam canli bakteri yogunlugu ile

besin elementleri arasinda giiclii bir korelasyon bulunamamastir.

Anahtar Kelimeler: Biyofilm bakterileri, Hiicre disi polimerik maddeler, Yat

limani, Anti-fouling boyalar
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EFFECTS OF ANTI-FOULING PAINTS ON MARINE BACTERIAL
BIOFILM DEVELOPMENT

ABSTRACT

Biofilm bacteria can cause several problems in marine infrastructures. The goal of
the research was to isolate and identify biofilm bacteria that produce extracellular
polymeric substance (EPS) on static panels and to determine minimum inhibitory
concentrations (MICs) of the antifouling agents preventing the growth of biofilm
bacteria. Zinc oxide, copper oxide, tributyltin, fluorine, triazine diamine based
additives and one type rustproof paint were used as the antifouling agents in the
paints. Bacterial growth was detected on all test panels coated by each of the
antifouling paints during the sampling period in the two marinas located at the Izmir
region. One hundered twenty strains isolated from the test panels were cultured, and
a total of twenty unique strains were selected for further characterization using
biochemical and molecular methods. Phylogenetic analysis using rDNA sequences
indicated that the twenty strains belonged to the y-Proteobacteria subclass and
Firmicutes subclass (Pseudoalteromonas, Alteromonas, Klebsiella, Vibrio, and
Exiguobacterium). Eight isolates were selected for further study based on their EPS-
producing ability and sugar and protein contents of the EPS. Cell growth and EPS
productivity were found to be negatively correlated. Sugar composition of EPS were
determined by thin layer choromatography (TLC). It was observed that of these
polysaccharides contained glucose, galactose, fructose and rhamnose. The paint,
which contains triazine diamine and copper oxide, showed strong antibacterial
activity against each individual strains in the MIC test. It was observed that while
biofilm bacteria were very sensitive to antifouling paints, they were able to gain
resistance following the development of biofilm. Additionally, physico-chemical
parameters of seawater and viable bacteria counts displayed relations during the
study period. However, it was not found any strong correlation between viable
bacteria density and nutrient concentrations.

Keywords: Biofilm bacteria, Extracellular polymeric substances, Marina, Anti-

fouling paints
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BOLUM BiR
GIRIS

1.1 Mikrobiyal Biyofilmler

Dogal cevrelerdeki bakterilerin ¢ogu, sivi-katt ve sivi-hava yiizeyleri igeren
ortamlarda, biyofilm olusturacak sekilde gelisim gosterirler. Mikroorganizmalarin,
cesitli yiizeyler tizerinde tutunarak salgiladiklari, ekstraseliiler (hiicre dis1) polimerik
crvik matris i¢inde olusturduklari yigina, biyofilm denmektedir (Tang ve Cooney,
1998). Ozellikle, 1slak yiizeylerde olusan biyofilm bakterilerinin, fenotipik olarak
planktonik hallerinden farkli olduklar1 bildirilmistir. Bu farkliliktan yola ¢ikarak,
civik yapidaki topluluklara, ingilizce “canli tabakalar” anlamina gelen biyofilm
isimlendirmesi uygun gorilmiistiir (Ceyhan, 2008; Madigan, Martinko ve Parker,
2003). Cesitli yiizeyler mikroorganizmalar i¢in onemli yerlesim alanlandir, ¢iinkii
ylizeyler besin maddelerini tutarak biriktirirler. Besin maddeleri, sividaki
hacimlerinden daha fazla miktarlarda, bu ylizeylerde bulunabilir. Sonu¢ olarak,
mikrobiyal say1 ve aktivite, ylizeylerde sudakinden ¢ok daha fazladir (Madigan ve
ark., 2003). Mikrobiyal biyofilmlerin temel yapisal bileseni EPS (hiicre disi
polimerik maddeler)’dir. Biyofilmin, ana iskelet olarak mikrobiyal hiicreler ile
EPS’den olustugu ve EPS’nin toplam organik karbonun %50-90’11 barindiran bir
matris olusturdugu kabul edilmistir (Donlan, 2002; Lazarova ve Manem, 1995;
Sutherland, 2001a). EPS, terminolojide hiicre dis1 polimerik maddeler,
ekzopolisakkaritler ya da ekzopolimerler terimlerinin  karsiligi  olarak
kullanilmaktadir. Biyofilm tabakasinda, bakterilerin hiicre digina salgiladiklar
maddelerdir ve bakterileri bir arada tutan ¢imento gibi diistiniilmektedir (Sekil 1.1)

(Zhang, Bishop ve Kinkle, 1999).

Biyofilm yapisi, hem bulundugu yiizeyin 6zellikleriyle, hem de ¢evresel faktorler
ile yakindan iligkilidir. Bu yapi, besin miktarlarindaki degisimlerin etkileri ile
cevresel stresten korunmayi saglayan ve biyositlere karsi direnci arttiran bir
diizendedir (Chambers, Stokes, Walsh ve Wood, 2006). Bir ¢ok 1rk, irka 6zgii tek bir

EPS’den ziyade, yasamlar1 boyunca olusumlarinda degisimlere ugrayabilen farkli



EPS’ler de iiretebilmektedir. EPS’ler, farkli biyofilm topluluklarinda yap1 ve
fonksiyon bakimindan degisik rollere sahiptir. Biyofilmlerin yeryliziindeki en eski
yasam formlarindan birini temsil etmeleri ve simirli g¢evrelerde dahi
bulunabilmelerinin, mikrobiyal hiicreler acisindan Onemli avantajlar sagladiginin
isaretleri oldugu distintilmektedir (Allison, 2003; Ceyhan, 2008; Donlan ve
Costerton, 2002; Fang, Xu ve Chan, 2002; Jefferson, 2004; Madigan ve ark., 2003;
Sutherland, 2001b).

Sekil 1.1 Endiistriyel su sisteminde, metal yiizey iizerinde olusan biyofilmin scanning elektron

mikroskobundaki goriintiisii (Donlan ve Costerton, 2002).

EPS, hiicre icin gerekli besin maddelerini, organik molekiilleri, iyonlari
baglayabilir. Besin kithigt durumunda ise, bakterilerin kendilerinin ya da diger
tirlerin drettigi EPS tabakasini yikima ugratarak, beslenme amaciyla tiikettikleride
bilinmektedir (Christensen ve Characklis, 1989). Ayrica, polisakkarit varligindan
dolay1 kurakliga, par¢alanmaya, pH dalgalanmalarina, antibiyotikler, biyositler, agir
metaller gibi toksik bilesiklere karsi, hiicreleri fiziksel olarak da korumaktadir.
Ormnegin, U.V. radyasyon ve diger DNA’y1 tahrip edici bazi ajanlarin, bir EPS olan

aljinat ile sabitlenmesiyle Vibrio fischeri’nin, bu hasardan korundugu tepit edilmistir.



Yine EPS iiretiminin, Klebsiella aerogenes’i bakir ve kadmiyum iyonlarinin toksik
etkisinden korudugu gozlenmistir. Ayrica, EPS olusumuyla genetik materyalin,
hiicreler arasi1 transferi de kolaylagsmaktadir. Yeni gozlenen bazi plazmitlerin
(kromozomdan bagimsiz, dairesel DNA dizisi), denizel ¢evrelerdeki biyofilmlerden
izole edildigi bildirilmistir. Bir Pseudomonas putida irkinin, civa direncini, biyofilm
ortamindan temin ettigi plazmitlerden sagladigi belirlenmistir (Ceyhan, 2008;

Dahlberg, Lindberg, Torsvik ve Hermansson, 1997; Davey ve Otoole, 2000).

Patojenik bazi durumlarda ise, konak canlinin makrofajlarinin baglanmasina ve
antikorlarin niifuz etmesine kars1 hiicreleri korumaktadir. Bir ¢ok potansiyel
patojenin (Legionella pneumophila, Cryptosporidium spp., Mycobacterium spp.,
Pseudomonas spp., Klebsiella spp., E. coli, Staphylococcus spp., Helicobacter pylori,
Rotavirus, Giardia, enteroviruslar, mikoplazmalar, amip gibi protozoonlar, Candida
spp. vb.) biyofilmlerle iliskili oldugu saptanmistir (Ceyhan, 2008; Donlan, 2002;
Douglas, 2003; Watnick ve Kolter, 2000).

1.1.1 Biyofilm Yapust

Sucul ortamda gelisen biyofilm toplulugu; bakterileri, mantarlari, algleri,
protozoonlari, hatta nematodlari, rotiferleri ve ¢esitli larvalan igerebilir (Sekil 1.2)
(Donlan, 2002; Webster ve ark., 2004). Biyofilm yapisi, kararli ancak cevresel
degisiklere cevap veren, son derece dinamik bir sistemdir. Biyofilm yapis1 i¢inde
tiretilen EPS iizerinde, biiyiime ortammin direkt bir etkisi vardir. Ornegin; kati
ylzeyde bliyiitiilen bakterilerin, S1V1 besiyerinde yetistirilenlerle
karsilastirildiklarinda ¢ok daha biiylik miktarda EPS iirettikleri saptanmistir. Bununla
beraber, biliylime orani ve besin azlig1 gibi diger ¢evresel faktorler de bu yanitin
olugmasina katkida bulunur; ayrica kat1 yilizeyde biiyiiyen hiicreler, diisiik biiyiime
oraninda bile planktonik olanlardan ¢ok daha fazla miktarda EPS iiretirler (Ceyhan,

2008; Shankar, Ye, Schlictman ve Chakrabarty, 1995;).

Bakteriyal EPS’lerin  ¢ogunlugu, diizenli oligosakkaritlerin  tekrarlanan
birimlerinden olusmus heteropolisakkarit yapida, bazi bakteriyal EPS’ler ise tek tip

sekerden meydana gelen bir homopolisakkarit yapidadir. Heteropolisakkaritler, hiicre



i¢inde sentezlenirler ve daha sonra hiicre disina ¢ikarilarak hiicrenin etrafini sararlar.
Bu islemler i¢in, bir ¢ok enzimin varligina ihtiya¢ duyulur. Genelde % 10-95’1
polisakkarit, %1-60 protein, %1-10 niikleik asitler, %1-40 yaglar ve iironik asitler
gibi cesitli bilesenlerden olusan yapi, besin elementleri ile oksijenin alimina ve
metabolik yan {iriinlerin uzaklagtirllmasina izin verecek diizendedir (Lee, Kwon,

Cho, Kim, Park ve Lee, 2003; Sutherland, 1990).

2 Hafahk Ghnlnsl

Sekil 1.2 Diyatomlarin ve larvalarin olusturdugu biyofilmin, scanning elektron

mikroskobundaki goriintiisii. (Webster ve ark., 2004).

Bakteriler, cesitli ylizeylere bir c¢ok farkli yolla tutunma ve yapisma
yetenegindedirler. Bir ¢ok bakteri, ¢esitli maddelere karsi1 ¢ekicilik gosterir, 6rnegin
sentetik polimerler gibi (Pashmore ve ark., 2001). Tutunmada gorev alan

tekniklerden biri, membran bagl proteinlerdir. Bunlar, belli yiizeylerle yiliksek ¢ekim



egilimi gosterir. Ornegin, Thiobacillus ferroxidans pirit ig¢in aporustisiyanin
proteinini, Staphylococcus aureus ise Okaryotik hiicrelere tutunmak i¢in kollajen
bagli proteinleri ve fibronektini kullanmaktadir (Blake ve Ohmura, 1998; Foster ve
Hook, 1998). Diger bir yontem, bazi tiirlerin yilizeye tutunmak i¢in EPS’leri
tiretmesidir. Proteinlerden daha az spesifik olmalarina ragmen sekerler, itici
elektrostatik ylizey giiclerinin iistesinden gelmede daha basarihidirlar. Ayrica,
salgilanan bu polimerler, bir ¢ok kimyasal fonksiyonel gruba sahiptir. Kovalent
baglar, hidrojen baglar1 vb. tutunmaya yardimci etkenlerdir (Chen ve Stewart, 2002;
Pashmore ve Costerton, 2003).

Hareketli bakteriler, ek tutunma teknikleri gelistirmislerdir. Flajelli bakteriler (Or;
Pseudomonas), sapl bakteriler (Or; Caulobacter) gibi. En etkili strateji ise, tip IV
pilinin kullanimidir. Bakteriler, hiicre duvarindan yiizeye dogru pilusu firlatirlar.
Pilus, hiicre icinden firlatildiktan sonra, hiicreyi yiizeye dogru ¢eker (O’Toole ve

Kolter, 1998).

Coziinmiis molekiiller, cesitli yilizeylere dogal yollarla hizlica tutunurlar. Yapay
bir yiizey, suya daldirildiktan sonra 30dk. i¢inde, yiizey hizla molekiiler kaplanmayla
kars1 karsiya kalir (Characklis ve Marshall, 1990; Pashmore ve ark., 2001). Bu
molekiiler tabaka, bakteri hiicrelerinin ¢ekimi ve tutunmasi i¢in kimyasal gruplari
saglar ve ylizeydeki itici kuvvetlerin etkisini azaltir. Ayn1 zamanda, bu tabakadaki
organik molekiiller, yiizey iliskili bakteriler i¢in besin kaynagimi da olusturur

(Pashmore ve Costerton, 2003).

Biyofilm olusturan bakteriler, yiizeye tutunma siirecine hizli yanit verme
yetenegindedirler. Ornegin, tutunmadan 45dk. sonra, bakteriler hiicre dis1 polimerik
maddeleri liretmeye baslarlar. Bunun yaninda, biyofilm olusumu hemen
gerceklesmez. Yiizeyi tanima, kabullenme hizli gergeklesirken, olgun biyofilm
olusumu 12 saat ile haftalar arasinda yapilanir (Characklis ve Marshall, 1990).
Biyofilm gelisimi, basamak basamak olmaktadir. Yiizeyde hareketli bakterilerin bir
cogu, kiimeler halinde hareket ederek yiizmeye ve segirme, sigrama (twitching)

hareketlerine devam ederler. Bu kapip c¢ekme, sigrama, kayma hareketleri,



bakterilerin yiizey ve mikrokolonilerden olusan yiginlarin i¢inden hareket etmelerine
ve biyofilm olusum asamasinda, bos ylizey alanlarinda da hizla ¢ogalmalarina izin
vermektedir. Bunun yaninda, biyofilm yapisi yiizeyde olusmaya basladiktan ve
bakteriler ylizeye baglandiktan sonra, hareket neredeyse durma noktasina
gelmektedir (O’ Toole ve Kolter, 1998). Uretilen EPS oldukc¢a esnek, uzun molekiillii
polimerik maddelerdir. Bu molekiiller, yiizeyle ilgili yapisma mekanizmasin1 ve
hiicreler aras1 tutunma kararliligin1 saglamaktadir (Mayer ve ark., 1999). Yiizeyi
kaplama siireci, iki farkli yol ile olmaktadir. ilki, bireysel hiicrelerden, segirme,
sicrama hareketleri ile hiicresel yiginlarin olugsmasiyla, yapinin gelismesi (Tolker-
Nielsen ve ark., 2000). Ikinci yol ise, hiicrelerin boliinerek ¢ogalmaya devam etmesi
suretiyle, biyofilmin yiizeyden disa dogru genislemeye devam etmesidir (Characklis
ve Marshall, 1990). Biyofilmin genislemesi ve biiyiimesi, bakteri sayisindaki artigla
birlikte, ayn1 derecede ihtiya¢ duyulan besin elementlerinin miktarinda da artiga yol
acar. Bir c¢ok sistem de, bunun anlami, kati yiizeye en yakin hiicrelerce besin
elementlerinin hizli bir sekilde kapilmasidir. Biyofilmdeki hiicreler, besin
elementlerinin tliketilmesi ile, besin elementlerinin ¢ogunu almak icin en yakin
hiicrelerce ¢evrenin sarilmasini saglayan sistemi de c¢alistirmaktadir. Biyofilm
bakterileri bunun igin 3 yol kullamir. Ilki, biyofilm kolonilerinin (besin
elementlerinden en uzaktakiler) en altinda ya da merkezindeki hiicrelerin, duragan
fazdaki gibi davranarak yasam i¢in gerekli besin elementlerinin oranini azaltmasidir.
Ikincisi, biyofilmlerin yapilarinda akis kanallarini (flow channels) siirdiirerek ve hem
biyofilm ylizey alanini, hem de besin alimini arttirmalaridir. Biyofilm modellerindeki
Olctimler gostermistir ki, kanal yapisi, biyofilm boyunca besin elementi seviyesinde
onemli artislar1 saglamaktadir. Ugiinciisii ise, biyofilm bakterilerinin, kii¢iik biyofilm
yigmlarii kopararak ¢oziinen besin elementlerini hizlica kullanmasidir (Pasmore ve

Costerton, 2003).

Bakterilerin planktonik hiicre halinden, biyofilm {iiyesi olduklar1 duruma
geciglerinde protein ifadelerinde de degisiklikler gozlenir. Sauer, Camper, Ehrlich,
Costerton ve Davies’in (2002) raporuna gore, P. aeruginosa’nin planktonik hali ve
biyofilm formu karsilagtirildiginda, yapisinda %70’lik bir farklilik goriilmiistiir. Bu

farklilik, tiirler arasinda biiyiik cesitlilik gosterir. Ornek genuslar P. aeruginosa, P.



putida’dir. Diger aragtirmalar da, RNA diizeyindeki degisimler ile, en az 73 ek genin,
biyofilm yapisinda bulundugunu gostermistir. Bu bilgi, biyofilmin spesifik kontrol
stratejilerinin gelistirilmesini de olast kilmaktadir (Pasmore ve Costerton, 2003;

Whiteley ve ark., 2001).

1.1.2 Biyofilm Olusumu

Biyofilm olugumu, birbirini izleyen fiziksel, kimyasal ve biyolojik siireclerin bir
sonucu olarak meydana gelmektedir (Sekil 1.3).
Temel olarak biyofilmin gelisim asamalar1 sirasiyla sunlardir:
-Yiizey lizerinde, siv1 ortamdan gelen organik/inorganik molekiillerin baslangi¢ filmi
olusturmalari.
-S1v1 ortamdan yiizeye, planktonik hiicrelerin taginimi ve hiicrelerin kisa bir siire
igersinde yiizeye geri-doniistimlii tutunmasi.
-Sivinin akis hizi ve kesici kuvvetlerin etkisiyle, yiizeye gecici tutunan hiicrelerin
ylizeyden ayrilmasi.
-Kalan hiicrelerin yiizeye geri-doniigiimsiiz tutunmasi.
-Hiicre biiyiimesi, boliinmesi ve EPS matris liretimi ile yeni hiicrelerin, baglanmasi
ve birikimi.
-Cesitli kuvvetlerin etkisiyle, biyofilm materyalinin yiizeyden kopup ayrilmasi

(Ceyhan, 2008; Singh, Paul ve Jain, 2006).



BIYOFILM OLUSUMU
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Sekil 1.3 Biyofilm yapisi http://www.msu.edu (Copyright Center for Biofilm Engineering, Montana

State University, Bozeman, Mont.)

1.1.2.1 Biyofilm Olusumunun Diizenlenmesi ve Bakteriyal Sinyaller

EPS’deki yapisal ve diizenleyici genlerin liretimi, kromozomal veya plazmit DNA
temelli olabilir. EPS iiretiminin diizenlenmesi olduk¢a komplekstir ve bir ¢ok

diizenleyici genin varligina ihtiya¢ duyulmaktadir (Shankar ve ark., 1995).

Bakterilerin bir ¢ogu, bireysel canlilar olarak degil topluluklarda yasam birlikleri
olusturarak bulunmaktadir. Bu topluluklarda, ¢esitli kimyasal sinyaller {ireterek ve bu
sinyallere yanit vererek iletisim kurmaktadirlar. Bakteriler arasi, sinyal molekiilleri
yoluyla yapilan iletisime “Quorum Sensing” (QS) adi verilmektedir. Hiicre
yogunluguna bagl bir toplu davranig sistemi olarakta tanimlanabilir. Bu siireg ile
bakteriler kendi ¢evresini izlemekte, populasyon yogunlugu hakkinda bilgi almakta
ve bu bilgileri yeri gelince gen ifadesinin diizenlenmesinde kullanmaktadir. Sonugta,
populasyonun fizyolojisi ve davranislarinda bir ¢ok degisiklik yapilabilmektedir. Bu
durum, gectigimiz 10-15 yillik periyodda sansasyon yaratmistir. Quorum sensing
aslinda global bir genetik diizenleme mekanizmasi olup, bilinen ilk Ornegi

biyoliiminesens (bakterilerde 151tk olusumu) olayidir (Karaboz ve Sukatar, 2004).


http://www.msu.edu/

Nealson ve Hastings (1979), derin deniz canlilarindaki biyolojik 1s1maya neden olan
sistemi calisirken kesfetmislerdir. Isildak baligimin (flashlight fish), organelleri
tizerinde calisirken, 151k iiretiminin Vibrio fischeri bakterisinin, bu organellerde
kolonize olmasi sonucu olustugunu tespit etmislerdir. Calismalar, bakterinin
“otoindiikleyici”(kendi kendini tetikleyen) adi verilen bir kimyasali iirettigini ve
bunun bakterinin genetik ifadesinde degisime neden oldugunu agiga c¢ikarmustir.
Ancak, yeterli miktarda otoindiikleyici mevcut oldugunda V. fischeri lusiferaz (lux)
genlerini agmakta ve 151k iiretimi kontrol edilmektedir. Yani liimindz bakteriler,
miktarlar1 belli bir diizeye ulastiginda, liisiferaz enziminin olusumunu tesvik eden
otoindiikleyici denen 06zel bir madde iiretmektedir (Nealson ve Hastings, 1979;
Pasmore ve Costerton, 2003). Bakterilerdeki iletisim mekanizmalari, sinyallesme
molekiillerinin tiir i¢i ve tiirler arasindaki farkliliklarina gore ikiye ayrilmaktadir.

Tiire 6zgi (tlr ici) iletisim sistemleri;

-Gram negatif bakterilerdeki: LuxI/LuxR tipindeki QS sistemi,

-Gram pozitif bakterilerdeki: Oligopeptit/Iki bilesenli tipteki QS sistemi.

Tiirler arasi iletisim sistemleri;

-LuxS/Al-2 tipi QS sistemi.

Gram negatiflerde, Lux-I benzeri proteinler, spesifik Acil-Homoserin Lakton
(AHL veya HSL) gibi otoindiikleyicilerinin {iretiminden sorumlu enzimlerdir. Her
bir gram negatif bakteri, tek tip AHL iiretmektedir (Sekil 1.4). Hidroksil palmitik asit
metil ester, furanozil borat, metil dodesenoik asit diger baslica enzimlerdir. Sonug
olarak, sadece aym tiirlerin iiyeleri bunu tanimakta ve cevap vermektedir (Karaboz
ve Sukatar, 2004). Ornegin, 2-genli diizenleyici sistemde, [lux genleri
tesviklendiginde ifade edilmektedir. /ux/ geni, ¢evreye yayilan sinyal molekiilii, agil-
homoserin laktonu tiretmektedir (Eberhard ve ark., 1981). Ancak sistemin ¢aligmasi
i¢cin sinyal molekiilii sentezinin belli bir seviyeye ulagmasi gerekmektedir. Normal
kosullar altinda, Vibrio homoserin laktonlarin diisiikk seviyesini iiretmektedir.
Tetiklemede gerekli konsantrasyona ulasmak icin, yeterli hiicresel yogunluk elde
edilmelidir. LuxR proteini, bir kere tetiklendimi, /ux genlerinin ifadesinin
aktivasyonunu saglar ve Vibrio’da, lusiferaz genlerinin ifadesi ile de 1s1k liretimi

gercgeklestirilir (Pasmore ve Costerton, 2003).
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Quorum Sensing

Sekil 1.4 Quorum sensing mekanizmast http://www.msu.edu (Copyright Center for Biofilm

Engineering, Montana State University, Bozeman, Mont. )

Gram pozitif bakteriler, AHL aracili quorum sensingi kullanmamaktadir. Bunun
yerine, oligopeptid yapidaki tetikleyicileri olusturmakta ve ¢evrelerine
iletmektedirler. Biyokimyasal ve genetik ¢alismalar, Al-1’in tiir i¢i iletisimde, Al-

2’nin ise tiirler arasi iletisimde arabuluculuk yaptigini géstermektedir.

Al-2 (otoindiikleyici-2) olarak adlandirilan sinyal, tiirler arasi etkilesimi
kolaylastirmaktadir ve evrensel bir sinyal olarak ortaya ¢ikmaktadir. Enfeksiyona
neden olma, biyofilm olusumu ve hareketlilikle ilgili bir ¢ok siire¢ AI-2 tarafindan
kontrol edilmektedir. AI-2 bu ac¢idan 6nemlidir, ¢ilinkii bakteriyal alemde yaygin
kullanilan bir sinyaldir. Quorum sensing, sinyal molekiillerinin konsantrasyonlarini
Olcerek, bakterilerde hiicre populasyon miktarini belirleyen bir siirectir. Bakteri
populasyonu yogunlugu arttik¢a, bireysel hiicreler otoindiikleyicilerini iiretmekte ve
hiicre dis1 cevreye salgilamaktadir. Boylece, hiicre yogunlugu ile otoindiikleyici
konsantrasyonu arasinda bir iligki kurulmaktadir. Biyoteknolojik olarak, yeni
antimikrobiyalleri gelistirmek amaciyla bakterilerdeki iletisimi zorlastiracak
stratejiler arastirilmaktadir. Hiicreler arasi evrensel sinyal molekiillerine ilave olarak
tir spesifik sinyal molekiillerinin de kesfi, bakterilerin karmasik iletisim

mekanizmalarim1  kullanarak bir digerini etkiledigini gozler Oniine sermektedir.


http://www.msu.edu/
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Biyofilmdeki hiicrelerin birbirine yakinligi ile besin sentezi, gen degisimi ve QS igin
ideal ortami olusturmaktadir. Biyofilmin, plazmitler, konjugasyon (genetik bilginin,
konjugasyon koriileri (seks pilusu) yoluyla bir bakteriden digerine aktarimi),
transformasyon (hiicre disindan kii¢lik bir DNA parc¢asinin bakteri hiicresi tarafindan
almimi), transdiiksiyon (genetik bilginin, bakteri virlisleri (bakteriyofaj) yoluyla
birinden digerine aktarimi), gibi ekstrakromozomal DNA degisimi icin ideal yap1
oldugu ortaya konulmustur ve konjugasyonun biyofilm hiicrelerinde, planktonik
yapidakinden daha fazla gorildigi belirtilmistir. Quorum sensing, gen
diizenlenmesinde Onemli rol oynamaktadir ve bir ¢ok patojenin enfeksiyon
gelistirmesinde de 6nemli bir unsur olarak ortaya ¢ikmaktadir. Mekanizmadaki dogal
stratejilerin tanimlanmasi, bakteriyel hastaliklar icin yeni tedavi ydntemlerinin
gelistirilmesi agisindan imkan saglayacagi gibi biyofouling gibi ekonomik zarar1 olan
stireglerinde Oniline gecilmesini saglayacaktir (Ersoy, 2005; Pasmore ve Costerton,

2003;).

1.1.2.1.1 Biyofilmdeki Bakteriyal Sinyaller. Dogal biyofilmde, mevcut olan
sinyalin alinmasina ihtiya¢ duyulmaktadir. Daha 6nce /ux sisteminde anlatildig: gibi,
bakteriye bagl olarak iiretilen, yayilabilen ve hiicre disina tasinabilen sinyal ya da

otoindiikleyici denen kii¢iik molekiilleri tiretirler (Kjelleberg ve Molin, 2002).

Bir ¢ok ortamda, molekiiller hiicreden salindiktan sonra c¢evrede birikmez,
azalarak yar1 Omiirlerini bitirirler. Ancak, bakteriyal konsantrasyon yiiksek seviyeye
ulastiginda, bu sinyal molekiilleri de esik degere ulasir ve reseptor (alici) proteine
etkili bir sekilde baglanmaya baslar. Inducer yani tesvikleyici aktif forma
doniistiigiinde, promotor (RNA polimerazin sigma alt biriminin tanidig1 6zgiil DNA
dizisi), genlerin ifadesine izin verir. Bu olay, biyofilmde yiiksek hiicre yogunlugu ve
disiik yayillma orami kosullarinda gergeklesir. P. aeruginosa’nin olusturdugu
biyofilm c¢alismalarinda, las ve rhl sistemleri ¢alisilmistir. /as sisteminin baskin
oldugu, kismi olarakta rA4/ sisteminin diizenleyici oldugu goriilmiistiir. Bir cok
arastirma gostermistir ki, sinyal-eksik, hatali mutantlar, ebeveyn irklardan farkli
biyofilm yapisina sahiptir (Davies ve ark., 1998). Cesitli hipotezlerde, biyofilm
yapisinin baglamasi i¢in, sinyallere ihtiya¢ oldugu ve sinyalleri diizenleyici genlerin

tesviklenmesi gerektigi belirtilmektedir. Bakteriyal sinyaller ve diger genler
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arasindaki iliski ¢ok komplekstir. /as sistemin elastaz (las B), toksin A (fox A) ve rhl
genlerini (ve diger bazi las A, las R, las 1, xcp P, wxp R ve apr) kontrol ettigi
bilinirken, A/ sistem ise ramnolipitlerin ifadesini (rA4/ I, vhl A B, rpo S) kontrol
etmektedir. Bu genlerin ¢ogu, virulens faktordiir ve enfeksiyonlarda sinyal rolu
oynarlar. Genlerin biiyilk ¢ogunlugunu, bu sinyal genleri diizenlerken, sinyal
genlerinin diizenlenmesinde ise Mn, Fe, karbon (glukoz ve diger sekerler) ve oksijen

konsantrasyonu etkendir (Pasmore ve Costerton, 2003).

1.1.3 Biyofilm Direnci

Biyofilmlerin en Onemli o6zelligi yapisindaki bakterilere, antibiyotikler,
antimikrobiyaller ve dezenfektanlar gibi bir ¢ok isleme kars1 diren¢ kazandirmasidir.
Biyofilm yapisindaki bakterilerin, planktonik es benzerlerine nazaran 1,000 kat daha
fazla minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIC) degerinde canli kaldigi
belirlenmigtir. Biyofilm direnci, planktonik hiicrelerden 3 temel farklilik gosterir;

yayilma sinirlamalari, lokal ¢evre ve fenotip (Pashmore ve Costerton, 2003).

Biyofilm bakterileri, kiigiik partikiillerin hizli yayilimina izin veren ve %99’u su
olan matris materyaline gomiilmiislerdir. Bunun yaninda, biyofilm jel benzeri dogasi
nedeniyle, biiyiik partikiillerin gecisini engeller ya da smirlar. Matris, hiicrelerin
ylizeye ve diger hiicrelere baglanmasi gibi hem yapisal Ozelliklerini hem de
tutunma/yapisma gibi 6zelliklerini belirler. Hiicre dis1 polimerik maddelerin yapiskan
yapisi, matrisde tutunma farkliliklarina neden olmakta; dahasi yayilimi
yavaslatmaktadir. ~ Yayilim  oranlari,  reaktif  kimyasallarin  varligiyla
sinirlandirilmaktadir. Buna en iyi 6rnek, organik molekiillerle hizla reaksiyona giren
hipoklorit gibi oksidize edicilerdir. Bu reaksiyonlar, yayilim oranlarini biiyiik 6l¢iide
azaltmaktadir ve diger reaktif dezenfektanlar, planktonik hiicrelerde oldugu sekilde

biyofilmlerde etkili olamamaktadir (Grobe, Zahller ve Stewart, 2002).

Biyofilmler; pH ve ¢6zlinmiis oksijen konsantrasyonunun, degiskenlik gosterdigi
bolgesel alanlarda, yasamsal anlamda degisiklikler gdsterebilirler. Bu degisiklikler,

bazi uygulamalarin etkinligini azaltabilir (Lee ve DeBeer, 1995). Ornegin, baz1 agiz
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ici biyofilmlerde pH 4,9’dan kiiciiktiir (Hojo, Komatsu, Okuda, Takahashi ve
Yamada, 1994). Bir ¢ok antibiyotik sadece sinirli pH araliginda etkilidir ve diisiik
pH’lardaki gelisen biyofilmlerin coguna antibiyotikler etkisiz kalabilir (Perea, 2001).
Ikinci ©6rnek, dismutaz ve katalaz enzimlerinin kullanimiyla, reaktif oksijen
gruplarinin neden oldugu hasarin azaltilmasidir. Biyofilm bakterileri, hidrojen
peroksit reaksiyonu gosterme yetenegindeki katalitik enzimleri iiretmektedirler
(Elkins, Hassett, Stewart, Schweizer ve McDermott, 1999). Siiperoksidatif yanma
planktonik hiicrede meydana gelirse, reaktif oksijen molekiilleri hizlica hiicrenin
yapisini bozabilir. Buna karsin, biyofilm bakterileri, katalaz iiretmelerinin yaninda,
planktonik hiicrelerle karsilastirildiginda, 14 kat fazla dirence sahiptirler. Bu olayda,
oksijen gruplart hem biyokiitle hem de katalazin etkisiyle yikima ugratilmaktadir

(Pashmore ve Costerton, 2003).

Sonug olarak, fenotipik degisim gergeklesir ve bakteriler, durgunluk fazinda
gosterdikleri davraniglara benzer davranislar sergilerler. Dezenfektanlara da direng
gosterirler. Bunun yaninda, biyofilm hiicrelerinde protein ifadelerinde degisiklikler
olusur ve bakteriyal hayatta tamamen farkli moda gegerler (Pasmore ve Costerton,

2003).

1.1.4 Biyofilmden Yararlanilan Alanlar

Mikrobiyal EPS’ler; ila¢ kaplama materyali olarak, biyoteknolojik asilarda
(Streptococcus pneumoniae), gida Kkatkilarinda, kozmetiklerde veya temizlik

tiriinlerinde kimyasal katki maddeleri olarak kullanilabilirler.

Camur, endiistriyel atiklar, kirletilmis yeralt1 sular1 gibi ¢evresel atiklarin atiksu
aritim islemlerinin kontroliinde etkili olarak varlik gosterirler. Cevresel biyofilmlerin
tutundugu filtreler ile kirletilmis sularin, dogaya salmmis zararli kimyasallarin (Ormn:
poliklorlu hidrokarbonlar vb.) biyo-yenilenmesinde de kullanilabilmektedir (Ceyhan,
2008; DeBeer ve Stoodley, 1994).
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1.1.5 Biyofilmin Neden Oldugu Zararh Etkiler

EPS  direten  mikroorganizmalarin  zararlarina  bakildiginda,  kronik
enfeksiyonlardan, protezlerdeki hasara, endiistriyel iirlinlerin bozulmasina, su aritimi
ve dagitimindaki su iligkili sorunlara, sucul ortamlardaki yapilarin hasarina
(biyofouling), artan enerji ihtiyaci nedeniyle milyonlarca liranin kaybina yol acan
cok genis bir alan1 kapsamaktadir (Characklis, 1990; Costerton, Steward ve
Greenberg, 1999). Biyofilmlerle iliskili enfeksiyonlar ve etken mikroorganizmalar

Tablo 1.1°de verilmistir.

Tablo 1.1 Biyofilmlerle iligkili enfeksiyonlar (Costerton ve ark., 1999)

Enfeksiyon ya da Hastahk
Dislerdeki plaklar

Yaygin Biyofilm Tiirleri

Asidik gram pozitif koklar (Or; Streptococcus)

Periodontitis

Otitis media

Kas ve Iskelet sistemi enfeksiyonlar

Nektorizan fasiit

Safra yolu iltihab1
Osteomyelitis

Bakteriyal prostat

Dogal kapakgik endokarditisi
Kistik fibrozis zatiirresi
Meloidosis

ICU zatiirresi

Dikis siras1 olusan enfeksiyonlar
Kontak lenslerde

Uriner katater enfeksiyonlari
Endotrakeal tiiplerde
Mekanik kalp valflerinde
Ortopedik cihazlarda

Gram negatif anaerobik agiz bakterileri
Tipik olmayan Haemophilius influenza
Gram pozitif koklar (Or;Staphylokoklar)
Grup A Streptokoklar

Enterik bakteriler (Or; Escherichia coli)
Cesitli bakteri ve mantar tiirleri

E. coli ve diger gram negatif bakteriler
Bazi1 viridans Streptokoklar

P. aeruginosa ve Burkholderia cepacia
Pseudomonas pseudomalleri

Gram negatif rodlar

Staphylococcus epidermidis ve S. aureus
P. aeruginosa ve gram pozitif koklar

E. coli ve diger gram negatif rodlar
Cesitli bakteriler ve mantarlar

S. aureus ve S. epidermidis

S.aureus ve S. epidermitis




15

1.2 Biyofouling
1.2.1 Biyofouling Siireci

Sucul ortamlardaki, su kolonunda ve zeminde bulunan yiizeyler iige ayrilir. 1.
grup canli olmayan dogal yiizeylerdir; kayalar, taslar vb. gibi sert zeminler. Fiziksel
ve kimyasal acidan daha aktif 2. grup; makroalgler, hayvanlar gibi yiizeyleri diger
canlilarca kaplananlar. 3. grup; metal, ahsap tekneleri ve gemileri, kablolari, ipleri

igcermektedir (Railkin, 2004).

Denizlerdeki canlilarin, dogal yapilarin ve insan yapimi arag¢ ve gereclerin (gemi
karinalari, su borular, atik su desarj borulari, samandiralar, elektrik kablolari,
balik¢ilikta kullanilan aglar, petrol boru hatlar1 vb.) yiizeylerinde tutunarak gelisen
organizmalarin olusturdugu topluluga fouling organizmalar ve bu organizma gelisim

stirecinede genel olarak fouling olay1 denir (Geldiay ve Kocatag, 2002).

Sucul ortamlardaki yiizeylerde, kolonizasyon (¢ogalip yayilma), fouling ve
biyofouling benzer anlamlarda kullanilabilmektedir (Wahl, 1989). Biyofouling,
biyolojik fouling silireci anlamindadir ve hem koken acisindan hem de farklhi
tortularin birikimi yoniinden yiizeyler iizerinde degiskenlik gdsteren korozyon,
kristalizasyon, kimyasal reaksiyonlar gibi diger fouling formlarindan ayrilmaktadir.
Sonug olarak, biyolojik fouling; sucul ortamda canli organizmalarca yiizeylerin

kaplanmasini kapsayan 6zel bir durumdur (Railkin, 2004).

Biyofouling siirecinin 6nemli bir sebebi, artan organik karbon miktaridir.
Oziimlenebilir organik karbon, mikrobiyal iiremeyi tesvik eden en 6nemli bir
maddedir. Biyolojik fouling siirecinde, dncelikle organik maddenin yiizeyde birikimi
goriilmektedir, ardindan oncii bakteriler bu yiizeye tutunur ve biyofilm matrisini
olusturur, sonraki siire¢ ise mikro ve makrofouling organizmalarin tutunmasidir
(Sekil 1.5 ve 1.6). Olgun fouling alaninda, oliimler ve tiirlerin gogiide bulunmaktadir

(Chambers ve ark., 2006).
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Sekil 1.5 Biyofoulingin gelisim agamalari (Chambers ve ark., 2006).

Bakteriyal tutunma bir ¢ok faktdrden -etkilenmektedir. Ornegin, yiizeyin
elektriksel yiikii, suya kars1 davranigi ve topografisi (yer betimlemesi) gibi. Yiizeyin
Ozellikleri, film tabakasinin olusumunda degisikliklere neden olabilmektedir. Deniz
suyundaki; negatif ve pozitif yiiklii iyonlarin, proteinlerin yani sira, humik asitler,
sekerler ve yaglarda onem tasimaktadir. Ayrica, hiicre ylizey 6zellikleri de, (uzun
zincirli polimerler, hiicre uzantilari, yiizey-aktif maddeler vb.) tutunmanin giicii
hakkinda rol oynayan anahtar kosullardir (Yebra, Kill, Weinebell ve Dam-Johansen,
2006b). Yapilan ¢alismalarda, 4000’den fazla tiiriin foulinge sebep oldugu
belirlenmigtir. Tespit edilen tiirler ise hali hazirda bilinmeyen tiirlerin yaninda ¢ok az
bir miktarin1 olusturmaktadir. Geleneksel olarak, fouling olay1 4 basamakta
gerceklesmektedir. 11k basamaginda, polisakkaritler, proteinler ve proteoglikanlar ve
inorganik bilesikler yiizey iizerinde birikirler (ilk dakikalarda). Bu siire¢, brownian
hareketi, elektrostatik iliskiler, van der waals gii¢lerince olusur; ikici asama i¢in
ylizeyin yaklasik 24 saat su altinda kalma kosulu gerekmektedir ki, bakteriler ve tek
hiicreli algler yiizeye tutunabilsinler.
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Biyofouling

folekiiler fouli

Sekil 1.6 Biyofouling siireci (http://www.msu.edu)

Bu yap1, mikroorganizmalari toksinlerden (10-1000 kat yiiksek konsantrasyonda)
ve ¢evresel degisiklerden korudugu gibi, gerekli besin elementlerinin tutulmasini da
kolaylagtirmaktadir ve olusan film yapis1i icinde enerji, karbon ve enerji
kaynaklarindan  yapidaki  diger mikroorganizmalarda faydalanabilmektedir
(Tablo1.2) (Callow ve Fletcher, 1994).


http://www.msu.edu/
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Tablo 1.2 Deniz suyundaki yiizeylere tutunan organizmalarin tutunma asamalari (Callow ve Fletcher,

1994)
Siirecler Tutunan Organizmalar Biyofilm Yapisinin = YaklasikBaslangi¢
Durumu Zaman
1. Asama; Elektrostatik Proteinler, polisakkaritler,  Diizenleyici Ik dakikalarda
etkilesimler, brownian glikoproteinler ve diger
hareketleri ve van der organik molekiiller,
walls giicleri gibi gerekli  yiizeylere tutunmaya
fiziksel giicler baslar
2. Asama; Geri Bakteriler; Pseudomonas Mikrobiyal 1-24 saat
doniistimlii olabilen putrefaciens, Vibrio biyofilm
tutunma, fiziksel giigler alginofyticos, diyatomlar;
ve tiirler arasindaki Achnantes brevipes,
etkilesimler Amphora coffeaeformis,
Nifzschia pusilla
3. Asama, Yerlesen Mikroalg sporlart; Biyofilm 1 hafta
mikroorganizmalar Ulothrix zonata,
predatorlerden, toksik Enteromorpha intestinalis
maddelerden ve gevresel  ve protozoonlar;
degisimlerden korunur ve  Vaginicola sp.,
yeni mikroorganizmalara  Zoolhamnium sp.,
yetecek besini saglanir Vorticella sp.
4. Asama; Partikiillerde Makroorganizma larvalar;; Deniz 2-3 hafta
ve makrorganizma Balanus amphitrite omurgasizlarinin ve
larvalarinda artig ve (Crustacea), Laomedia makroalglerin
doniisiimsiiz film flexuosa (Coelenterata), tutunmasi ve
olusumu ve diizensiz Electra crustulenta gelisimi

mikrobiyal kolonilerle
ptriizliilik olusumu

(Bryozoa), Spirorbis
borealis (Polychaeta),
Mytilus edulis (Mollusca)
ve Styela coriacea
(Tunicata)

Yapida, sekerler, proteinler, yaglar ve niikleik asitler gibi yapiskan maddelerin

varligi ve diizensiz mikrobiyal kolonilerin bulunusu, daha fazla organizma ve

partikiiliin yakalanmasina yardimci olmaktadir. Bunlar, alg sporlarini, cirripedia

larvalarini, deniz mantarlarint ve protozoonlar1 cezbetmekte; sensor (algilayici)

gorevi gormektedir. Mikrobiyal film tabakasi, foulingin iiclincli agamasinda ¢ok

hiicreli birincil treticileri, tiiketicileri, ayristiricilart iceren ¢ok daha kompleks bir

topluluga doniismektedir. Son basamakta ise makroalglerle birlikte, biiyiik denizsel

omurgasizlarin yerlesimi ve hizli biiyiimeleri gdzlenmektedir (Almeida, Diamantino

ve DeSousa, 2007). Makrofauling organizmalarin tipik 6zellikleri ise, hizl1 degisim

ve biliylime orani, sinirli besin maddesi tercihi ve farkli ¢evrelere kolay uyum
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saglayabilmedir. Organizmalar arasi etkilesim ile, iistteki gen¢ organizmalarin besin
ihtiyac1 karsilanabilmekte, ¢evredeki olumsuz kosullardan ve toksik maddelerden
korunma saglanabilmekte ve tutunma siirecinin devam i¢in yiizey serbest enerjisinde

degisiklikler goriilebilmektedir (Yebra, Kill ve Dam-Johansen, 2004).

Bolgesel olarak cesitlilik gosteren biyofouling olayi, bir ¢ok cevresel degiskenle
de yakindan iliskilidir. Cografik bolge, su kosullar1 (tuzluluk, sicaklik, pH, ¢6ziinmiis
besin elementleri ve oksijen konsantrasyonu) ve geminin izledigi rota en dnemli
cevresel degiskenlerdir. Sonu¢ olarak bu degiskenler, fouling organizmalarinin
bliylimelerinin kontrolii i¢in degisiklige ugratilamaz. Siiphesiz sicaklik en 6nemli
degiskenlerden biridir. Yaygin olarak bilinen goriis, su sicakliginin nispeten yiiksek
oldugu bdlgelerde, foulingin daha yogun oldugudur. Bu, daha ziyade deniz
hayvanlariin ¢ogalmasi ve bliylimesi ile iliskilidir. Mevsimsel degisiklik gosteren
bolgelerde, ozellikle diisiik sicakligin goriildiigii donemde, bir ¢ok tiiriin biiylimesi
baskilanirken, i1lik dénemde iireme yeniden baslar. Diger yandan, kiiclik sicaklik
degisimlerinin oldugu tropik iklimli bolgeler, hem tiir a¢isindan daha zengindir, hem
de fouling olay1 yil boyunca kesintiye ugramaksizin devam eder. Bunun yaninda,
bazi tiirler degisken ¢evresel kosullara kolay uyum saglayabilmekte ve gezegenin bir

cok bolgesinde bulunabilmektedir (Almeida ve ark., 2007; Yebra ve ark., 2004).

Diger yandan, fouling formlarinin ¢ogu, biiylimelerinde sorunlara neden olan
diisiik tuzluluk degerlerine direng gosteremezler. Glinesden gelen radyasyon miktari
da, denizlerin yiizey kisminda ve dolayisiyla gemilerin ylizeyindeki fouling olayinda
rol oynamaktadir. Sicaklik ve tuzlulugun etkisinden farkli olarak bu durum, bitkilerin
fotosentezini ve dolayistyla hayvanlarin  besinlerinin  kontroliinii  direkt

etkilemektedir.

Kirletilmis sular, hem direk toksik etki gdsterebilmeleri, hem de fotosentez igin
giines 1s18min  gegisini  azaltmalar1 ve oksijenin tiiketilmesine neden olmalari
sebebiyle zararlidir. Diger yandan, bazi kirlilik kaynaklar1 besin agisindan ortami

zenginlestirebilir ve bu da foulingi arttirabilir.
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Fouling sorunu, derin sulardan ziyade kiyisal alanlarda daha biiyiik problemdir.
Okyanuslarla karsilastirildiginda, foulinge sebep olan organizmalar, kiyilarda daha
bol bulunmaktadir. Biyofilmdeki konukcu iliskili bakteriler, konuk¢u dokularinda
yikima neden olacak maddelerin iiretimine ve onlarin Olimiine sebep olabilir.
Bakteriler ve diger yiiksek tiirler, besinler i¢in yaris halindedir, 151k gegisini
Onleyebilirler ya da diger tiirlerin yerlesimini engellemek i¢in sekonder metabolitleri

(ikinci dereceli metabolizma iirlinleri) salgilayabilirler (Yebra ve ark., 2004).

1.2.2 Biyofoulinge Neden Olan Organizmalar

Bir bolgedeki fouling organizmalarinin gelisiminin, bu bolgenin sicakligi ve su
hareketlerinin etkisinde oldugu belirtilmisti. En iyi gelismenin 20-40°C’ler arasinda
oldugu, yiiksek ve diisiik sicakliklarda olayin yavasladigi ve 10°C’nin altinda ve 60-
70°C’nin istiinde durdugu gézlenmistir. Fouling olay1, daha ¢ok algler ve tutunucu
hayvanlarca olusturulur. Bunlar, kendilerini su hareketlerinden ileri gelebilecek
etkilere kars1 korurlar. Bunun sonucunda kiitleler halinde birikirler. Bu organizma
kiitleleri arasina sonradan bazi serbest formlar yerlesir (Sekil 1.7 ve 1.8) (Geldiay ve

Kocatas, 2002).

1960°’larda, Ekonomik Isbirligi ve Gelisimi Organizasyonu (OECD), foulinge
sebep olan belli bagh organizmalarin Fransiz’lar tarafindan olusturulmus listesini
vermistir. Giiniimiize kadar bu listeye siirekli eklemeler yapilmaktadir.(Almeida ve
ark., 2007).

1-Bacteria ve Diatomae; denizlerdeki yapay yiizeylere ilk olarak yerlesirler ve ilk

fouling filmini olustururlar (Geldiay ve Kocatas, 2002).

Fouling bakteriler; Pseudomonas, Vibrio, Micrococcus, Achromobacter,
Flavobacterium, Bacillus, Sarcina, Alteromonas, Pseudoalteromonas, Caulobacter

ve digerleri.
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Diyatomlar; Nitschia, Naviculaca, Cocconeis, Licmophora, Syredra, Amphora,
Achnantes, Bacillaria, Biddulphia, Melosira, Fragilaria, Grammatophora,

Rhabdonema, Berkeleya ve digerleri.

Heterotrofik flajellatlar; Bodo, Spumella(=Monas), Pteridomonas, Metromonas,

Morosiga, Codonosiga.

Polimer plakalarda mikrofouling gelisimi ile ilgili yapilan bir ¢aligmada, hiicre
sayist cm>’de 107 olarak bulunmustur. Bakteri/Diyatom/Heterotrofik flajellatlarin
orani ise, 640:4:1 olarak tespit edilmistir. Yapidaki diger tek hiicreli organizmalar ise
(mayalar, sarkodinler, siliatlar vb.) toplam hiicrelerin % 0.15’ini kapsayacak sekilde

bulunmustur (Railkin, 2004).

2-Chlorophyta (Yesil algler); gelismelerinde mutlaka 1518a gereksinme
gosterdiklerinden genellikle yiizeyin {ist tarafinda yer alirlar. Or: Ulva spp.,
Enteromorpha spp., Cladophora spp.

3-Porifera (Siingerler); bazi siinger tiirlerininde fouling olayma katildiklar
izlenmistir. Or: Halicondria spp.

4-Cnidaria (Knidliler); Hydrozoa ve Anthozoa’ya dahil tiirler, fouling olayina
katilmaktadir. Hydrozoa iiyeleri birinci derecede rol oynar. Ornek olarak, Tubularia
spp., Obelia spp. vb gosterilebilir. Anthozoa pek 6nemli olmamakla beraber bazi
tiirlerin foulingde yer aldiklar1 saptanmustir. Or: Sagara spp.

5-Polychaeta (Halkali deniz solucanlar1); Sedentaria takiminin baz: tiirleri, biiyiik
kiitleler olustururlar. Bunlara 6rnek olarak Hydroides spp., Spirorbis gosterilebilir.
Errantia takim tiirleri ise yapiya sonradan yerlesirler. Or: Nereis spp.

6-Mollusca (Yumusakgalar); bu subeden foulinge sebep olan en 6nemli tiir
Pelecypoda tiyesi olan Mytilus galloprovincialis’dir. Bunlar 10-12 mil siiratle giden
gemilerin karinalarinda dahi kolaylikla gelisebilirler.

7-Crustacea (Eklembacaklilar); bu sinifin 6zellikle Cirripedia grubu foulingde
onemli rol oynar. Bunlara 6rnek olarak Balanus spp. gosterilebilir. Diger temsilcileri

(Amphipoda, Isopoda, Tanaidacea) ikincil fouling organizma grubuna girerler.
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8-Bryozoa (Yosun hayvanciklari); bu sube tiirleride foulingde bas rolii oynarlar.
Bunlara 6rnek olarak Bugula spp., Membranipora spp., Cryposula spp. Electra spp.
gosterilebilir.

9-Tunicata (Tulumlular); bu gruba dahil siniflardan 6zellikle Ascidiaceae ailesi
tiirleri fouling olayinda énemli role sahiptirler. Bunlara 6rnek olarak 6zellikle Ciona

intestinalis gosterilebilir (Sekil 1.9).

Boring Organizmalar (delici formlar); su i¢indeki agac yapilart delen
organizmalardir. Or: Limnoria, Chelura (Almeida ve ark., 2007; Geldiay ve Kocatas,

2002; Yebra ve ark., 2004).

0 1 2 3 4 5 W) 7 B
l | | | | | | I | Zaman(10* s}
Molekiler Tabaka
Bakteriler
Diyatomlar

Larvalar

Sporlar
Tdk. [1sa |Tgin{thaf | 1ay (1l

Fiziksel Sirecler

Biyolojik Surecler

Sekill.7 Biyofouling siirecinde, yiizey kolonizasyonunun kronolojisi

(Railkin, 2004).
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Yiizey
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Sekil 1.8 . Biyofoulingi olusturan siiksesyonun klasik semasi (Railkin, 2004).

Biyofouling diizeni, ylizeye bagli olarak olusan makrofauling organizmalar
nedeniyle tam tahmin edilememektedir. Makrofaulinglerin yerlesmesi i¢in biyofilm
yapist Oncii olmaktadir. Biyofouling siiksesyonu {iizerinde yapilan caligmalarda,
baslangi¢ film tabakasi ¢ikarildiginda, ileri foulingin artik sinirl oldugu goriilmiistiir.
Biyofilmin bulunusu, bazi algal sporlarin yerlesimine katki saglarken, buna karsin

yasl biyofilm, Cirriped’lerin yerlesimini engellemektedir.

Fouling organizmalarca gergeklestirilen tutunma siiregleri cesitlidir Ornegin,
diyatomlar, kapsiillii, sapli bakterilerce iiretilen polisakkarit miisilaja tutunurlar.
Vibrio ve Shewanella’nin Enteromorpha zoosporlarimin yerlesimini tesvikledigi
goriiliirken, kargik kiiltiirde olusan EPS’nin bazi barnakillarin yerlesiminde etkin
oldugu buna neden olaninda Yine Ciona intestinalis larvalarinin yerlesiminde
bakteriyal EPS yapisindan etkilendigi bildirilmistir (Joint ve ark., 2002; Patel,
Callow, Joint ve Callow, 2003;). y-Proteobacteria, Cytophaga-Flavobacterium-

Bacteroides grubu ve bazi gram pozitif bakteri cinslerinin poliket Hydroides elegans
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larvalarinin yerlesiminde ve degisiminde etkin olduklar1 belirlenmistir. Alteromonas
espejiana, Hydractinia echinata’nin, Vibrio alginolyticus’un ise Cassiopea
andromeda larvalarinin degisiminde etkin oldugu goriilmiistiir (Chambers ve ark.,

2006; Patel ve ark., 2003; Webster ve ark., 2004).

Tirlerin ylizeye tutunmasi asamasi engellenebilirse, fouling olay1 da kontrol altina
almabilir. Yiizeye tutunma ve sonrasinda ¢ogalma, deniz canlilar1 i¢in yasam
dongiilerinde anahtar basamaklardir. Organizma, sivi ortam ve yiizey arasindaki
etkilesimler, modeller olusturularak deneysel anlamda incelenmektedir. Ancak ¢ok
fazla kompleks modele ihtiya¢ duyulmaktadir. Yiizeydeki elektrostatik etkilesimler,
plriizli ylizeyler gibi kismi alanlardaki kolonizasyon, yiiksek besin ve oksijen
konsantrasyonlar1 i¢in akis sistemleri gibi faktdrler modelde etkin degiskenler olarak

kullanilabilmelidir (Chambers ve ark., 2006).
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Sekil 1.9 Denizdeki ana makroorganizma tiirlerinin karakteristikleri (Almeida ve ark., 2007).
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1.2.3 Foulingin Etkileri

Fouling olay1 ¢esitli sucul ortamlarda gozlenmektedir. Denizdeki sualti yapilar,
cesitli kategorilerdedir ancak bunlarin %24’linli gemi karinalar1 olusturmaktadir
(Railkin, 2004). Gemi govdelerinin yapiminda celik, aliminyum, polimerle
gliclendirilmis cam gibi karma maddeler kullanilmaktadir. Gemiler ¢ok farkli rotalari
izlemektedir ve tir verimi yiliksek yerlerde, 1s1ikli tabakada wuzun siireli
kalabilmektedir. Govdeyi korumak i¢in ¢esitli kaplamalar kullanilmaktadir. Ancak,
bu kaplamalar gdévdeyi, fouling organizmalarca fretilen kalsiyum karbonat
kalintilardan, hiicre dis1 salgilardan ve inorganik tuzlardan korumada yetersiz

kalmaktadir.

-Gemi govdelerinde yerlesen tiirler, farkli bolgelerde c¢esitli yogunluklarda
olabilmektedir. Ornegin, pervane foulingi manevra kabiliyetini etkilemektedir. Yine
geminin ses izi (sound signature) etkilenebilir ve bu da pasif ve aktif sonar
sisteminde sorunlara yol agabilir (Chambers ve ark., 2006).

-Piiriizliliikten kaynaklanan yiiksek siirtinme direnci, hizda ve manevra
kabiliyetinde azalmaya neden olmaktadir. Biyofilmin ¢ok kii¢iik bir miktar1 bile,
gemilerin slirtiinme direnci (1 mm kalinliktaki film i¢in %80’ e kadar arttirilabilir)
tizerinde etki gosterebilir (Yebra ve ark., 2006b). Bunu dengelemek i¢in, zararl
bilesiklerin saliniminda artisa neden olan fazla yakit tiiketimine gerek duyulmaktadir.
Yakit tiikketimindeki % 40’lik artis seyahat masraflarini % 77’ye kadar arttirmaktadir
(Schultz ve Swain, 2000).

-Havuz islemlerinin sikliginda artisa neden olmaktadir. Hem zaman kaybina, hem

de toksik atiklarin iiretilmesine yol acar.

-Korozyon nedeniyle kaplamadaki bozulma, materyalin elektrik iletkenligindeki

degisimi ve renkteki solmay1 kolaylastirmaktadir.

-Dogal olmayan tiirlerin bulunusuna neden olmaktadir (yayilmaci, istilaci ya da

yerli olmayan tiirler gibi) (Yebra ve ark., 2004).
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1.3 Biyofilm Yapisinda Tamladigimiz Bakteriyal izolatlarin Genel Ozellikleri

1.3.1 Cins; Alteromonas ve Pseudoalteromonas

y-Proteobacteria grubunun deniz g¢evrelerinde yasayan iiyeleridir. Kiyisal sularda,
acik denizlerde, derin denizlerde ve sicak su ¢ikisi olan bolgelerde, deniz
sedimentlerinde, cansiz yapilarin {izerinde, deniz canlilarinin yiizeyinde ve
hayvanlarinin sindirim sistemlerinde bulunabilirler. Heterotrofik, gram negatif,
aerobik ya da fakiiltatif anaerobik, spor iiretmeyen, bakteriler olup, genelde tek
flajele sahiptirler. Cins Alteromonas ilk olarak 1972°de Baumann tarafindan
tanimlanmistir.  Kalan  tilirler, Pseudoalteromonas cinsi altinda yeniden
siiflandirilmistir. Diger yakin cinsler, Glaciecola, Idiomarina ve Colwellia’dir.
1995 yilindan bu yana 22 Pseudoalteromonas tiirii tanimlanmistir (P. Baumann ve L.

Baumann, 1981; Mikhailov, Romanenko ve Ivanova, 2006).

Alteromonas 1rklart 20-35C*’de, bazilari ise 37-40C°’de biiyiimede gosterebilirler.
Bakteriler biiylime i¢in deniz suyuna ihtiya¢ duyarlar. Pseudoalteromonas tiirleri ise
optimum olarak 20-25C°’de biiyiime gosterirken, bir ¢ogu da 4C*’den 30C*’ye kadar
da yasama yetenegindedir. Ancak 40C®nin {izerinde biiyiime gdstermezler. Tiim
tiirler, biiylime i¢in deniz suyu ya da sodyum iyonlarina ihtiya¢c duymaktadir. Gerekli
olan NaCl miktar1 %3-6’dir. Ancak baz tiirler, %15 oraninda NaCl’e bile direng
gosterebilirler. Na® iyonlari, hiicre duvarmn biitiinliigiiniin saglanmasinda ve
gecirgenlik sisteminde rol oynamaktadir (Egan, James, Holmstrom ve Kjelleberg,
2002). D-glukoz, D-fruktoz, alkoller, karboksilik asitler, amino asitler ve aromatik
bilesikler karbon ve enerji kaynagi olarak kullanilmaktadir (Mikhailov ve ark.,

2006).

Alteromonas daha sarimsi beyazimsi koloniye sahipken, Pseudoalteromonas ise
pigmentsiz ya da pigmentli kolonilere sahiptir. P. citrea, P. luteviolacea ve P.
nigrifaciens tiirleri kompleks kat1 ortamda, kahverengi, siyah pigment {iretirler.

Pigmentli tiirler, gram negatif ve gram pozitif bakterilere karsi antimikrobiyal etki
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gosteren, yiiksek molekiiler agirlikta toksik bilesikler sentezlerler (Holmstrom ve
Kjelleberg, 1999). P. luteoviolacea, violacein, P. denitrificans, P. rubra, P.
bacteriolytica ise prodigiosin liretmektedir. P. rubra; kompleks membran bagh
glikoprotein, P. citrea ise iki polyanyonik antibiyotik bilesigi {iretmektedir.
Pseudoalteromonas’in antibiyotik iireten pigmentli tiirleri daha ¢ok Akdeniz

kiyilarindan elde edilmektedir (Bowman, 2007; Mikhailov ve ark., 2006).

Pigmentasyon, dogal bilesikler iiretme yetenekleri ile iligkilidir. Pigmentsiz tiirler,
filogenetik olarak daha az ¢esitlilik gosterirken, pigmentli tiirler ¢ok daha genis bir
niikleotid dizisi ¢esitliligine sahiptir. 2000°den fazla Pseudoalteromonas 16S rRNA
gen dizisi, niikleotid veri bankasinda (www.ncbi.nlm.nih.gov) bulunmaktadir, bu da

grubun halen tanimlanmamis bir c¢ok Ozellie sahip oldugunu gostermektedir

(Bowman, 2007).

1.3.1.1 Ekolojik Onemleri ve Biyoteknolojik Potansiyelleri

Bu organizmalar, proteinaz, amilaz, jelatinaz, glikozidaz, kitinaz, agaraz,
fosfolipaz, lipofosfolipaz, fosfataz, beta-1,3-glukonaz, RNAz, alfa-galaktozidaz,
niikleaz ve tyrozinaz gibi ¢esitli enzimleri iiretmektedir. Soguga uyum saglayan
enzimler, deterjan ve gida endiistrisi gibi ticari alanlarda kullanilabilirler. Ayrica bu
bakteriler, oksidorediiktazlar: da iiretmektedir. Tirozinaz’in iki 6nemli etkisi vardir.
Ilki, Tirozinin, L-DOPA  (L-3,4-dihidroksifenilalanin) yoluyla Melanine
doniistimiinii saglayan kresolaz ve katekolaz etkisi. L-DOPA Parkinson ve diger bazi
hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir. Tirozinaz, Crassostrea virginica’nin
istridye larvasi ve diger omurgasizlarin yiizeye tutunmasinda ve degisiminde rol

oynamaktadir (biyofouling etkisi) (Mikhailov ve ark., 2006).

Denizde olusan biyofilmler, ¢esitli deniz omurgasizlarinin ve alglerin yerlesimini
etkilemekte ve hiicresel degisimi arttirabilmektedir (Bowman, 2007). Holmstrom,
Egan, Franks, McCloy ve Kjelleberg (2002), farkli Pseudoalteromonas tirlerinin
faulinge yol acan omurgasiz larvalarinin ve algal sporlarin yerlesiminde etkili

olduklarmi belirlemislerdir (Sekil 1.10). Ornegin, P. espejiana min Hydrozoan olan
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Hydractinia echinata’nin yerlesimini ve degisimini tesvikledigi gézlenmistir (Seipp,

Witting, Stiening, Bottger ve Leitz, 2006).

Buna karsin, bilinen bir ¢ok Pseudoalteromonas tiirl, diger tanilanmis ya da
tanilanmamis bakteriyal tiirler gibi dogal antifouling bilesiklerin {iretiminden dolay1,
cesitli deniz fauna ve florasinin iiretkenliginde de etkili olabilmektedir (Dobretsov,

Dahms ve Qian, 2006).
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Sekil 1.10 Pseudoalteromonas tiirlerince, omurgasiz larvalarmin ve algal sporlarin yerlesiminin

engellenmesi (Bowman, 2007;Holmstrom ve ark., 2002).

Pseudoalteromonas’in tanimlanamamis irklarinin inhibitor etkilesimlerine 6rnek
olarak cesitli diyatom tiirlerinin biiyiimesini engelleyen antimikrobiyal maddeler
iiretmesi verilebilir. Bu bilesiklerden biri, antibakteriyal aktivitesi bulunan 2-heptil-

4-kuinolinol olarak tanilanmistir (Long, Qureshi, Faulkner ve Azam, 2003).

P. piscicida ile yakin iliskili itk Psedoalteromonas. sp Y ile yapilan ileri

analizlerde, tanilanmamis bromlu antimikrobiyal maddenin, diisiik molekiiler agirliga
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sahip oldugu ve saatler i¢inde alg hiicrelerini tamamen parcaladigi goriilmiistiir. Bu
etki, Gymnodinium, Chatonella ve Heterosigma gibi algal patlama yapan ve toksin
ireten dinoflajellat tiirleri iizerinde etkiliyken, test edilen diger tiirler direngli olarak
goriilmiistiir. Gymnodinium catenatum’daki litik (parcalanma) etki Sekil 1.11°de
verilmigtir (Bowman, 2007; Skerratt, Bowman, Hallegraeff, James ve Nichols,

2002).

Sekil 1.11 Pseudoalteromonas tiriiniin, dinoflajellat Gymnodinium catenatum tizerindeki
anti-algal aktivitesi. a) G. catenatum’un tipik zincir formu (0-10dk), b) Bireysel hiicrelerin
zincirden ayrilmalart (20dk), ¢) Hiicreler genislemeye baslar (45dk), d) Hiicreler pargalanir ve
bakteri hiicreleri etrafa dagilmaya baslar (3saat) (Bowman, 2007; Skerratt ve ark., 2002).

Bu bilinmeyen algisidal (alg oldiirticii) faktoriin, AI-2-tip peptid gibi quorum
sensing sistemince tetiklenerek iiretildigi ve algal patlamanin maksimum oldugu

donemde devreye girdigi tespit edilmistir. Sistem, patlamanin ¢oziilmesine katkida
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bulunmak amacgh calismaktadir. P. tumicata’nin mor pigmentlerin, omurgasiz
larvalarinin (Balanus amphrtite, Hydroides elegans) ve alg sporlarinin (Ulva lactuca,
Polysiphonia sp.) yerlesimini engelledigi bulunmugstur. Ulva lactuca’nin ylizeyinden
izole edilen P. ulvae tiirlerinin de omurgasiz larvasinin (Balanus amphritite)
yerlesimini engelledigi belirlenmistir. Antifouling tiirlerin neredeyse tamamina
yakim1 bu iki tiirle (P. tunicata, P. ulvae) iliskili bulunmustur ancak bu tiirlerin
gruptaki yogunluklart %1°1 gecememektedir (Bowman, 2007; Egan, Thomas,
Holmstréom ve Kjelleberg, 2000).

Pigmentsiz tlirler hakkindaki bilgiler halen kisithdir ve nadir goriilen ¢esitli
enzimatik aktivitelerinin (kitinaz, aljinaz, sogukta aktif enzimler), ¢cevresel kosullara
(sicaklik, pH, su aktivitesi) genis ¢apli toleranslarinin ve farkli besinsel isteklerinin

oldugu bilinmektedir (Mikhailov ve ark., 2006).

Biyofilm topluluklarinin, dinamik kompleks yapilar oldugu noktasi asil énemli
noktadir. Laboratuvar ortaminda yapay olarak olusan biyofilmlerdeki antimikrobiyal
bilesikleri direk tespit etmek her zaman i¢in miimkiin degildir. Ciinki, {iretim
miktarlar1 ve yapilar1 dogal ortama ve yapidaki tiir cesitliligine bagli olarak
degismektedir. Bu  Orneklere gore, kimyasal madde {iretimi, cesitli
Pseudoalteromonas tiirlerinin farkli kosullarla yarismalarma yardimcr olabilir.
Mikrobiyolojinin popiiler konularindan biri olan antibiyotiklerle ilgili, hiicreden
hiicreye yakinlik, seyrelme orani, antibiyotik direnci gibi konular 6nem tagimaktadir.
Antibiyotiklerin {iretiminde hala bir ¢ok soru aydinlatilamamistir. Son yillarda,
incelenen model tiirlerden biri de P. tunicata’dir. Bu organizmanin diger bir ¢ok
mikroorganizmay1 ve genis ¢apli okaryotu yok etme yetenegi oldugu goriilmiistiir

(Bowman, 2007).

1.3.1.1.1 Sekonder Metabolitler. Deniz cevrelerinde yasayan bakterilerin ¢esitli
biyoaktif sekonder metabolitleri liretme yetenekleri vardir. 1800’lerin sonlarinda
deniz bakterilerinin antraks ve koleraya kars1 antagonistik etkili ajanlar iirettiklerini

tespit etmistir.
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I1k rapor edilen bilgilerden biri, P. piscicida’nin mayalarin biiyiimesini engelleyen
bir antibiyotik tirettigidir. Viyole pigmentli tlirlerin iirettigi bromlanmis bilesiklerin
Bacillus firmus, Staphylococcus epidermidis ve Staphylococcus aureus gibi gram
pozitiflere ve daha az etkili olarak Shigella dysenteria ve Morganella morganii gibi

gram negatiflere karsi etkili oldugu goriilmiistiir (Mikhailov ve ark., 2006).

P. luteoviolacea’dan izole edilen 2,3,4,5-tetrabromopirol (Sekil 1.12A),
2,2°,3,3°,4,4’-hekzabromobipirol (Sekil 1.12 B), 2,3,4- tribromo-5(2’-hidroksi-3’,5’-
dibromofenil) pirol (pentabromopseudilin olarak isimlendirilir) (Sekil 1.12C), 2,4-
dibromo-6-klorofenol  (Sekil 1.12D), 4-hidroksibenzaldehit ve n-propil-4-
hidroksibenzoat gibi bilesiklerin bazilarinin protistlere karsi1 etkili oldugu
bilinmektedir (Bowman, 2007). Bu bilesiklerin bazilarimin P. tunicata’nin sari
pigmenti, funguslara karsi aktiviteye sahiptir (Egan ve ark., 2002) ve tambjamine
benzeri alkoloiddir (Franks ve ark., 2005). Tambjaminler &nceleri deniz
omurgasizlarindan elde edildigi diisiiniilen 4-methoksipirol iceren biyoaktif
molekiillerdir ve predatorlere karsi tretilen dogal savunma bilesiklerine benzer
sekilde antimikrobiyal, antitumoral, immunosuppresive (immun sistem baskilayicisi),
anti-proliferation (lireme, ¢ogalma karsit1 olan) aktivitelere sahiptir. Bu bilesikleri,
yiiksek canlilarin ylizeyine yerlesen bakterilerin tirettigine dair artik bir ¢cok kanit

mevcuttur (Bowman, 2007).
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Sekil 1.12 Pseudoalteromonas tiirlerince tretilen bromlanmis bilesikler; A)
3,4,5-tetrabromopirol, B) 2,2°.3,3’,4,4’-hekzabromobipirol, C) 2,3,4-

tribromo-5(2’-hidroksi-3°,5’-dibromofenil) pirol (pentabromopseudilin olarak

isimlendirilir), D) 2,4-dibromo-6-klorofenol (Bowman, 2007).

Alteromonas’larin irettigi isatin olarak bilinen 2,3-indolindion fungisidaldir.
Japon Denizi’nden izole edilen Alteromonas’larin lrettigi alteramid isimli madde
makrosiklik laktamlarin yeni sinifin1 olusturmaktadir. Alteramid, lenf kanseri L1210,
cild kanseri KB ve kan kanserine P-388’e kars1 aktivite gostermistir (Mikhailov ve

ark., 2006).

Baz1 Pseudoalteromonas tiirlerinin nadirde olsa balik ve kabuklular1 igeren deniz
hayvanlar1 i¢in firsat¢1 patojen olabilirler. Sar1 pigmentli P. piscicida tiirlerinin,
cesitli balik ve yengeg tiirlerini 6ldiirme yetenegindeki toksin iiretme yeteneginde
oldugu belirlenmistir. O-spesifik polisakkaritler bir ¢ok Pseudoalteromonas tiiriinde
mevcuttur ve asidik ve sekerli ya da sekersiz alt birimleri igermektedir ve bunlarin
deniz cevrelerinde antibiyotik ve sitotoksik 6zellikleri tam olarak bilinmemektedir

(Leone ve ark., 2007).

Pseudoalteromonas tiirlerince {retilen peptid benzeri pigment ve pigment
olmayan maddelerin incelemeleri devam etmektedir ve bu bilesiklerin biyolojik

etkilesimlerde 6nemli rol oynadig: diisiiniilmektedir (Bowman, 2007).
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1.3.2 Cins; Vibrio

Vibrio ilk olarak 1800’lerde tanilanmistir. Vibrio ismi 1854 yilinda Pacini
tarafindan kolera lizerine caligmalar yaparken verilmistir (Farmer ve Hickman-
Brenner, 2006). Vibrionaceae ailesi Tlyeleri, planktondan baliga ¢esitli
organizmalarla iligkili, deniz ve kiyr sularn gibi c¢evrelerde yasamakta olan
bakterilerdir. Halen bu aile, denizel cinsler Vibrio, Photobacterium ve Listonella’y1
icermektedir ve son 20 yilda bir ¢ok yeniden siniflandirma deneyimi yasamaktadir.
Vibrio tiirleri, tanilanma yoOntemlerinin gelismesi ile birlikte giin gegtikge artis
gostermektedir. “Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology”de 18’den fazla tiir
tanilanmistir, ancak bu saymin 40’tan fazla oldugu bilinmektedir. Prokaryotlarin 2.
basiminda 9 yeni tiir eklenmis ve daha sonra 13 yeni tiir tanimlanmustir. Baz1 tiirleri
birlikte yasamli iken, diger bazilar1 ise deniz canlilarinda oldugu gibi insanlar i¢inde
patojen olarak bilinmektedir (Macian ve ark., 2001). Vibrio tiirlerinin 12 tanesi,
insanlarda migde-bagirsak bolgesinde ya da diger sistemlerde enfeksiyon
yapmaktadir (Farmer ve Hickman-Brenner, 2006). Yaygin olarak bilinen gram
negatif, kiiltiire edilebilir, heterotrofik bakterilerdir (Macian ve ark., 2001). Endospor
ve mikrokist olusturmamaktadirlar. Koloni morfolojisi genelde konveks ve diiz,
koloni rengi ise krem, beyaz veya renklidir. Tek ya da ¢ok sayidaki flajeller
vasitasiyla hareket edebilmektedirler. Bir kag 1rk, organik biiytime faktorlerine gerek
duymaktadir. Na™ iyonlari, tiim tiirlerin biiyiimesini tesvik etmektedir ve bir ¢ogu
icin zorunludur. D-glukoz, D-fruktoz, maltoz ve gliserolii kullanmaktadirlar. Cogu
tiir, oksidaz pozitiftir. Biiylime sicakliklari genelde 20-30C*’dir. Deniz suyunda ve
deniz hayvanlarinin ylizeyinde ve bagirsak igeriklerinde oldukg¢a yaygin bir sekilde
bulunmaktadirlar. Ozellikle, midye ve istiridye gibi deniz kabuklulari ile iliskilidirler
(Macian ve ark., 2001; Ersoy, 2005). Baz tiirler, tathh su alanlarinda da
bulunabilmektedir. Bir ¢ok tiir, deniz omurgali ve omurgasizlar1 i¢in patojenik
ozellik gostermektedir. DNA’larmin %G+C mol oram1 38-51°dir. V. harveyi, V.
fischeri, V. logei, V. orientalis ve V. splendidus tip 1 biyolojik 1s1ma ozellikteki
liimin6éz Vibrio tirleridir. Istma yapan bu tiirlerde lusiferaz enzimi bulunmaktadir
(Ersoy, 2005). Vibrio splendidus; halofilik tirdiir ve ilk olarak 1900 yilinda
Photobacter splendidum adiyla tanilanmistir. DNA-DNA hibridizasyon ve fenotipik
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ozelliklerine bagl olarak iki alt gruba ayrilmaktadir. V. splendidus biogrup 1 1rklar
biyoluminesans 6zelligi ve arginin dihidrolaz pozitif iken biyogrup 2 her iki test
icinde negatiftir. V. splendidus 1irklar1 daha c¢ok, Kuzey Amerika’nin dogu
kiyilarindaki ve Danimarka’daki deniz suyundan ve baliklardan izole edilmislerdir

(P. Baumann ve L. Baumann, 1981). DNA’daki GC orani ise % 45—46 moldiir.

Bir kag tiir, asir1 derecede beta-hidroksibiitirat iceren ve azot sinirlamasi olan
ortamda biyiitlildiigli zaman, hiicre i¢inde depolama {iriinii olan poli-beta-
hidroksibiitirat graniillerini biriktirmektedir. Yine hiicre disina salinan enzimleri
iiretme yeteneginede sahiptirler. Bu enzimler; kitinaz, aljinaz, amilaz, jelatinaz ve

lipazdir (Farmer ve Hickman-Brenner, 2006).

1.3.3 Cins; Klebsiella

Klebsiella genusu, Enterobacteriaceae ailesinden olup, alman mikrobiyolog
Edwin Klebs (1834-1913)’in adi1 verilmistir. Klebsiella pneumoniae énemli tliriidiir.
Klebsiella pneumonia kolonileri gram negatif, laktoz pozitif, kubbe seklinde, 30-
37C*de bir gecelik inkiibasyondan sonra civik goriiniislii koloniler olusturmaktadir.
Klebsiella spp., toprak, su gibi cesitli cevresel kaynaklarda bulunabilmektedir. Sucul
cevrelerden, endiistriyel atik sulardan, bitkisel iirlinlerden, gida iiretim tesislerinden
ve daha bir ¢ok alandan izole edilebilmektedir. Klebsiella, insanlarda firsat¢i patojen
olarak enfeksiyonlara neden olabilmektedir. Antibiyotik direng¢li irklar1 (bilhassa
genis spektrumlu beta laktamaz) hastane enfeksiyonlarina yol agmaktadir. Ozellikle,

solunum yollar1 patojenidirler (Brisse, Grimont ve Grimont, 2006).

Ozellikle tip 3 fimbria, yiizeylere tutunmada ve biyofilm olusumunda etkendir
(DiMartino, Cafferini, Joly ve Darfeuille-Michaud, 2003). Sahip oldugu genler,
sefalosporinlere ve aerobaktine direngli, biiylik konjugatif bir plazmit tarafindan
kodlanmaktadir. Kapstiler polisakkarit, 6zellikle K. pneumonia’nin virulens faktorii
olarak etkindir ve hiicreleri makrofaj fagositlerine kars1 korumaktadir.
Lipopolisakkarit molekiilii, lipid A, core-polisakkariti ve o-antijeninden

olusmaktadir. Ayrica, Klebsiella tarafindan iiretilen 1,3-propandiol, hali ve tekstil
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tiretiminde kullanilan yeni polyesterlerin 6ncii maddeleri olarak kullanilmak iizere
ihtiya¢c duyulan temel maddelerdendir (Huang, Gong ve Tsao, 2002). Ayrica bazi
wrklar1, ¢esitli metabolik 6zelliklere sahiptir ve pestisitlerin biyoremediasyonunda

kullanilabilir (Brisse ve ark., 2006).

1.3.4 Cins; Exiguobacterium

Gram degisken yapida, aerobik kosullar altinda iyi biiylime gosteren cinsdir.
Koloniler rod-goriintiglii ya da kok seklinde (logaritmik ya da durgunluk fazinda),
daireseldir. Hareketlilik testi, katalaz ve oksidaz pozitiftir. Bilyiime, 10-47C°
araliginda gerceklesmektedir, ancak optimum biiylime 30-37C° de gdzlenmektedir.
Biiyiime i¢in optimum pH ise 6,5-8,5’dur. Ancak, pH 5-10,5 araliginda da biiylime
gosterebilirler. Genelde, D-sorbitol, D-ksiloz, L-arabinoz , D-melesitoz, L-
ramnoz’dan asit iiretmezler. Ik tamlanan tiirii ise Exiguobacterium aurantiacum’dur.
16S rRNA gen dizisi analizleri, Exiguobacterium’un filogenetik olarak Bacillus ve
iligkili gruplara benzer oldugunu gostermistir (Frithling, Schumann, Hippe, Straubler

ve Stackebrandt, 2002; Kim ve ark., 2005).

1.4 Antifouling (AF) Boyalar

1.4.1 Antifouling Sistemlerin Tarihsel Gelisimi

1.4.1.1 19. Yiizyil Ortalarindan Once Kullanilan Ik Teknolojiler

Fouling olaymnin verdigi zararlar 2000 yil o6nceden goriilmiis ve siirecin
engellenmesi i¢in miicadele baslamistir (Yebra ve ark., 2004). Eski donemlerde
zarar1 engellemek icin balmumu, parafin, zift, katran ve asfalt gibi dogal {irlinler
kullanilmistir (Almeida ve ark., 2007). Isa’dan 6nce 5 yy.’da gemi kurtlariyla
miicadele i¢in arsenik ve siilfiir karisimli yag, 13.yy.’dan 15. yy.’la kadar ise zift

kullanilmigtir. Bunlara bazen yag, recine ve donyagi da katilmistir (Yebra ve ark.,

2004).
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Cesitli kaynaklara gore, antifouling 06zelligine bakilarak bakir, ilk olarak
Fenikeliler ve Kartacalilar tarafindan kullanilmaya baslanmisdir. Bu teknik, kursun
kaplama tiizerinde calisan Romalilar ve Yunanlilarca da benzer sekilde uygulamaya
gecilmistir. Bakirin, Ingiltere’de ilk fouling onleyici olarak kullanimu ile ilgili bilgi
1625 yilinda, William Beale’in aldig1 patent olmustur. Beale, demir ve bakirdan
olusan alasimlardan yararlanmistir. 18.yy. icinde bir ¢ok {iilke bakir kaplamalari
yaygin olarak kullanmaya baslamis, kaucuk, mantar vb. gibi metalik olmayan
kaplamalar ise yliksek maliyetlerinden ve zor uygulamalarindan dolay1 sonunda terk

edilmistir (Almeida ve ark., 2007).

Ik kez 19 yy. ortalarinda; keten tohumu yag1, recine, neft yag: icinde dagilan
bakir, arsenik ya da civa oksit gibi zehirli maddeleri igeren antifouling boyalar
piyasaya siiriilmiistiir. 19 yy. sonlarina dogru, ¢esitli bakir ve civa bilesikleri igeren
sicak uygulanan plastik (hot-plastic) boyalar yaygin olarak kullanilmaya
baslanmigtir. Bu boyalar, gemi govdesiyle direkt temas ettiginde, celik gdvdede
korozyona neden olan pigmentlerin varlig1 nedeniyle, gdvde-boya araylizeyinde astar
uygulamasi yapilmistir (Yebra ve ark., 2004; Almeida ve ark., 2007). Sicak
uygulanan plastik boyalardaki uygulama zorluklari nedeniyle, soguk uygulanan
plastik boyalar gelistirilmistir. Ikinci diinya savasindan sonra, boya endiistrisinde
degisimler goriilmeye baslanmistir. Yeni sentetik petrol temelli regineler ortaya
¢ikmis, havasiz spreyleme yontemleri uygulanmaya baslanmustir. ilk organometalik
boyalar (kalay, arsenik, civa ve digerleri) 1950’ler civarinda goriilmeye baslanmus,

hizl1 ve basarili bir sekilde gelisme gostermistir (Sekil 1.13) (Almeida ve ark., 2007).
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1625-lk kaplama 2003-TBT igeren 2008-THT igeren
patenti (William Beale) boyalarin uygulanmasi boyalar tamamen
yasaklandi (IMO) yasakland (IMO)
1600 1700 1800 1900 2000 l 2005 I
- .

Balkar ve diger adir metal kaplamalar-biyosit iceren bakir kaplamalar

TBT-SPC

patenti
1976
Katman atan (Foul release)
boyalar patenti 1977

Gevreye zararsiz yeni
uygulamalar

Sekil 13. Antifouling teknolojideki zaman 6l¢tisii (Chambers ve ark., 2006)

1.4.1.2 20.Yiizyilhn Ikinci Yarisinda Uygulanan Temel Uriinler

Bu iirtinler, farkli tipteki polimerik baglayicilardan zehirli kimyasallarin dagilmasi
temeline dayalidir, son yillardaki farkliliklar1 deniz suyunda zehirli kimyasallarin

salinimilariyla ilgilidir.

1.4.1.2.1 Toksik Pigmentler. Bakirin deniz canlilar1 iizerindeki toksik etkisini uzun
zamandir bilmektedir. Tim geleneksel antifouling boyalar, pigment olarak bakiri

kullanmaktadir ve bakir bilesiklerinin salinim yolu 1yi bilinmektedir

1/2Cu0(s) +H +2CI"— 2CuCly+1/2 H,0 (Denklem 1)
CuCl,+Cl- — CuCl” (Denklem 2)

Denklem 1°deki reaksiyon geriye doniisiimsiizdiir, denklem 2’deki reaksiyon ise
ani ve geri doniisliidiir. Deniz suyunun oksijenlenmis ortaminda, bakir kompleksleri

hizlica Cu*"ye okside olur, ki bu da ana biyosidal formdur (Almeida ve ark., 2007).

Bunun yaninda, bakir fouling organizmalarin tiimiine karsi esit sekilde etki
gostermemektedir. ~ Bakir  iyonlarina  duyarlililk, = mikroorganizmalardan,

omurgasizlara, alglere, kabuklulara dogru gidildik¢e azalmaktadir. Dahasi, sucul
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cevreler bakir iyonlarina baglanarak, toksik konsantrasyonlarini azaltan ¢oziiniir
organik kimyasallarm (Or; mikroorganizmalarca sentezlenen ve salgilanan malasit
yesil (CuCO;.Cu(OH),) bulunusu da biyosit olarak kullanim etkilerini azaltmaktadir
(Voulvoulis, Scrimshaw ve Lester, 1999;). Biyosit olarak kullanilan inorganik
tirtinler arasindaki, ¢inko ve demir oksitin biyosidal karakteristikleri ise tam olarak

aydinlatilmamustir (Yebra ve ark., 2004).

Biyosit olarak kullanilan, organometalik bilesikler arasinda, RMeX tip bilesikler
de R organik radikal, Me metali, X ise halide (halojenleri) ya da asit kalintisini
gostermektedir. Buradan yola ¢ikarak (RHgX) organikciva, (RAsX) organikarsenik,
(RPbX) organik kursundur. Tribiitiltin (TBT) (organik kalay), daha sonra {iretilmis
ve istridye, yumusakca ve kabuklular icin oldukca toksik oldugu gériilmiistiir. ilk
tiretiminden sonra, ekonomik avantajinin olmasi nedeniyle kisa stirede, %70’ler gibi
genis ¢apli bir pazar payma ulagsmistir. Bakir ve TBT tiirevlerinin, tek baslarina
foulinge kars1 genis capli koruma saglamalarinin yani sira, birlestirilerek de
kullanilabilmislerdir. Ciinkii, baz1 mikroalgler bakira karsi diren¢ gdsterirken,
kahverengi ve yesil algler ve bazi diyatomlar ise TBT ye tolerans gostermektedir.
TBT bazli boyalarin kullanimlarinin  artisiyla, yogun limanlarda ve gemi
havuzlarinda, ¢evreye verdikleri yikici etkiler goriilmeye baslanmistir (Burgess ve
ark., 2003). Kalayin diisiik konsantrasyonlar1 bile, istridye Crassostrea gigas’da
(20ng/l) kusurlu biiyiimeye, deniz salyangozu Nucella sp.’de (Ing/l) disi iireme
organlarinda erkek iireme organlarinin gelisimine, 6rdek, fok ve baliklarda biyolojik
birikime neden olmus, ayrica baliklarin bagisiklik sistemlerinde zayiflama,
kabuklularda ise bozulma gozlenmistir (Chambers ve ark., 2006; Tang ve Cooney,
1999; Yebra ve ark., 2004). Sonug olarak, 2001yilinda IMO (Uluslararas1 Denizcilik
Orgiitii)’nun aldig1 kararla, 1 Ocak 2003 tarihinden itibaren TBT iceren boyalarin
tiretimi, 1 Ocak 2008 tarihinden itibaren ise bu boyalarin gemi ylizeylerinde
bulunmasi tamamen yasaklanmistir (Almeida ve ark., 2007). Biiyiik boya sirketleri
(International Marine Coatings, Hempel’ Marine Paints, Jotun, Ameron, Chugoku
Marine Paints) 1 Ocak 2003 tarihinden itibaren, iiriinlerinden TBT-temelli boyalari
kaldirma karar1 almiglardir. Diger yandan gemi sirketleri de, yasal degisiklerden

dolay1 kalaysiz boyalarin uygulanmasina baslamistir (Yebra ve ark., 2004).
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Antifouling bilesiklerin kontrollii salinimi1 zordur ve bakir toksisitesinin etkileri
incelenmektedir. Bakir, denizel cevrede dogal olarak da bulunmaktadir. insanlar icin
nispeten zararsiz goriilmesine karsin, Cevre Koruma Ajansi (EPA) i¢cme suyu limiti
olarak 1000pgL™""i sart kogsmaktadir. Ancak, 5-25ugL™" gibi nispeten diisiik degerler
deniz omurgasizlari i¢in dldiiriicti olabilmektedir. Diger yandan bakir, zayif biyolojik
birikim egilimi gostermektedir, bu da halen boyalarin yapisinda bulunma nedenini
aciklamaktadir (Almeida ve ark., 2007; Chambers ve ark., 2006). TBT nin toksik
etkisinden dolay1 yasaklanmasi nedeniyle, diger biyositler gelismekte ve bu boslugu
doldurmaktadir. Biyositler, mikroorganizmalar1 dldiiren kimyasallara verilen genel
bir isimdir. Indirgeyici ve yiikseltgeyici olmak {iizere iki biiyikk gruba
ayrilmaktadirlar. Ayrica biyodispersan (dagitici, seyreltici) adi verilen kimyasallar
da, biyositin film tabakasina penetrasyonunu arttirmak i¢in kullanilmaktadir. Genel
olarak biyositler, klor ya da brom tiirevli kimyasallardir. Bunlar su ile birleserek asit
olustururlar. Bu asit, mikrobiyal populasyonun hiicre materyaline, enzim sistemine
ya da proteinlerine zarar vererek onu 6ldiirmektedir. Eger biyodispersan kullanilmaz
ise uygulanan kimyasallar biyofilm tabakasina etki edemeyecek ve mikrobiyal
populasyonlar biyosit kullanilmasina karsin aktivitelerine devam edeceklerdir
(Morton, Greenway, Gaylarde ve Surman, 1998). Biyositler arasinda halen
kullanilmakta olanlar sunlardir: Irgarol 1051 (2-metiltio-4-tert-biitilamin-6-
siklopropilamin-s-triazin), Diuron (3-(3,4-diklorofenil)-1,1-dimetiliire), bakir piriton,
cinko piriton, Sea-nineTM 211 (3(2H)-izotiazolon) ve Zineb (Konstantinou ve
Albanis, 2004). Bu maddelerin etkileri tam olarak c¢alisiimamigsa da, Voulvoulis ve
ark.’larna (1999) gore, cinko piriton ve Zineb ¢evre icin en zararsizlari iken, Irgarol

ve Diuron daha zararli gibi goriinmektedir.

1.4.1.2.2 Coziintir Matrisli Boyalar. Bu boyalar, AF etkinligini kaybetmemek i¢in,
baglayict yapmin deniz suyunda ¢oziiniir formda olmasi prensibine dayanmaktadir.
Bu boyalar, baglayici olarak regine ve tiirevlerini (¢am ve kdknar agaglarinin 6zi),
toksik pigmentler olarak onceleri civa, arsenik daha sonra ise bakir, demir ya da
cinko oksit gibi toksik pigmentleri igermektedir. Bu dogal reginede, ¢ift baglarin ve
karboksil gruplarin bulundugu resinik asit % 85-90 oraninda bulunmaktadir. Bu ¢ift

bag, re¢inenin kararliligini saglamaktadir. Deniz suyu ile temas edince karboksil
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gruplari, deniz suyundaki sodyum ve potasyum iyonlari ile reaksiyona girmekte ve
yuksek c¢oziintirliikteki regine asidi tuzlar1 ve esterlerini olustururmaktadirlar. Bunun
sonucunda da, bakir oksit pigmentlerinin boyadan salinimi siirekli olmaktadir (Yebra
ve ark.,, 2004). 1950’lerde gelistirilmeye baslanan bu boyalar, biyocdziiniir
materyallerin diisiik konsantrasyonlarinin ihtivasina izin veren, deniz suyunda
¢Oziinlir, mevcut mekanik dayanikliligt zayif, nispeten ince film tabakasi
uygulamalarinda kullanilmaktadir. Ancak bu boyalar, baglayicilarinin yapilarindan
dolay1 yag kirliligine ve oksidasyon stireglerine duyarhidir ve 12-15 aydan fazla bir

korumay1 garanti edememektedir (Sekil 1.14) (Almeida ve ark., 2007).

1.4.1.2.3 Coziinmeyen Matrisli Boyalar. Boyanin matrisi asinmaz ya da ¢oziinmez
formdadir. Ancak, ¢Oziiniir pigmentlerin salinimi1 s6z konusudur (Yebra ve ark.,
2004). Antifauling boyalarin bu tipi akrilik, vinil ya da klorlu kauguk gibi yiiksek
molekiiler agirliga sahip deniz suyunda c¢oziinmeyen polimer baglayicilar
kullanmaktadir. Bu boyalarin giiclii 6zellikleri, yiiksek toksik miktarlarda
birlesimleri icermeleri ve agir agir salinim gostermeleridir. Baglayici, deniz suyunda
¢Oziiniir degildir, ancak serbest kalabilen toksik ajanlar bos alanlari igermektedir ve
deniz suyu, gozeneklerden iceri yayilarak toksik partikiili ¢6zmek igin
ilerleyebilmektedir. Ancak, sira boya filminde derinlerde yer alan toksik partikiillere
geldikce, toksik maddenin salinim oranit zaman iginde azar azar diismektedir ve
koruma etkinligi de hizli sekilde azalmaktadir. Bu gozenekli yapinin kaybiyla, yiizey
piiriizliliigii olusmakta ve toksik maddelerin salinimi1 engellenmektedir. Bu boyalarin
omrii de, gemi tipine ve uygulamaya bagl olarak yaklasik 12-24 ay kadar olmaktadir
(Sekil 1.14) (Almeida ve ark., 2007).

1.4.1.2.4 TBT Self-polishing (Kendi yiizeyini cilalayan) Boyalar. Self-polishing
boyalar ilk olarak TBT-(meth) akrilat boyalarda kullanilmaya baslanmistir. Bu
boyalar, baslangicta hidrofobik ve mekanik olarak giiclii, ortam kosullarindan ¢ok
etkilenmeyen kontrollii polishing (cilalama) yapan boyalar olmusglardir (Kill,

Weinell, Pedersen ve Dam-Johansen, 2001).
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Bu boyalar, celik ve aliminyum goévdelerle uyumludur, deniz suyunda ¢oziiniir
polimere sahiptir ve TBT grubu ester baglariyla ana polimer zincirine tutunmustur
(Yebra, Kill, Weinebell ve Dam-Johansen, 2006a). Coziinme, molekiiler seviyede
kontrol edildiginden, bu boyalarin iyi bilinen self polishing etkisi elde edilmektedir.
Kopolimerin i¢inde reaksiyona giren zehirli maddelerin yaninda, bu boyalar bakir
oksit gibi toksik pigmentleri de i¢ermektedir, sonu¢ olarak denizde oldukga etkili

antifouling 6zellikler gostermektedir (Kill ve ark., 2001).

Daldirma isleminden sonra, ¢oziiniir pigment partikiilleri deniz suyuyla temas
sonras1 ¢Ozlinmeye baslar. Sonug¢ olarak, ancak c¢oziinlir pigment partikiillerinin
¢Oziinmesi sonucu, deniz suyu gozeneklerin bosluklarini doldurmaya baslar

(Almeida ve ark., 2007).

Bu tip boyalar normalde, senede yaklasik 5-20um oraninda cilalama olacak
sekilde formiile edilmistir. Avantaji, ¢Oziinlir ya da ¢oziinmez matrisi boyalarin
aksine, yeniden kaplama islemi siiresince, dnceden gelen kalintilarin ¢ikarilmasina
gerek duyulmadan uygulamanin yapilabilmesidir. Makrofauling organizmalara karsi,
geminin tipine, hizina bagh olarak, diisiik polishing 6zellikteki daha etkili boyalar
gerekirken, yavas gemilerde ya da limanlarda uzun siire kalanlarda hizli cilalama
ozelligi olanlarin kullanimi gerekmektedir. Bu boyalarin 6nemine bakildiginda, 1999
yilinda ticari gemilerin yaklasik %70’inde kullanildigi, yakit ve diger harcamalarda
yillik 2400 milyon Amerikan Dolar1 zarardan korudugu tahmin edilmektedir (Sekil
1.14) (Yebra ve ark., 2006D).
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1.4.1.3 Daha Cevreci Boyalar

TBT’li self polishing boyalarin toksik etkileri nedeniyle yasaklanmasi ile boya
tireticileri ¢evre dostu yeni boyalarin liretimine ge¢cmislerdir. Bu amacla biyosit
iceren 3 grup boya hayata gecirilmistir. Bunlar; kalay icermeyen kontrollii azalan
boyalar (controlled depletion) (CDPs), kalay icermeyen self polishing boyalar (TF-
SPCS) ve hibrid sistemli boyalardir. Bu boyalar bakir oksit ve bunlarla reaksiyon
veren biyositleri icermektedir. TBT’nin yerini alan biyosit temelli boyalarin
aktiviteleri heniiz tam olarak siniflandirilmamistir. Biyosit igermeyen boyalarin

gelistirilmesi yolunda ¢alismalar hala stirmektedir (Almeida ve ark., 2007).

1.4.1.3.1 Kalay Icermeyen Kontrollii Azalan Boyalar. Kalay igermeyen ilk
jenerasyon boyalardir. Geleneksel ¢oziiniir matrisli boyalardan daha gelismis
degillerdir, sentezlenmis organik direncgli regineler, baglayici olarak kullanir, ancak
calisma prensibi basit re¢ine temelli boyalarla benzerdir. Yapi, fiziksel siireclerle
asinabilir. Deniz suyuna temas edince, biyositler ¢Oziinlirken, baglayict da
¢Oziindiriiliir. Suya daligsdan kisa bir siire sonra erozyon siireci de baslamis olur. Bu
kalay icermeyen iiriinler, TBT-temelli self-polishing boyalarin yerini almada etkin
degildir. Kisa siirede boyanin matrisinin bosalmasi nedeniyle yeniden boyanmadan
once bu bos matris ¢ikarilmalidir. Boyalarin bu mekanizmasindan dolayi, ytiksek
bakir ve biyosit icerigine ihtiyact vardir, bu durum ise ¢evre agisindan dezavantajlar
icermektedir. Genel Ozellikleri arasinda, toksik maddelerini ekonomik salmasi, TBT
temelli self polishing boyalardan biraz daha pahali olmasidir. Kii¢iik gemiler ve

botlar i¢in uygulanmasi daha yaygindir.

1.4.1.3.2 Kalay Icermeyen Biyosit Temelli Self-polishing Boyalar. Boyalarm bu
tipi, ana zincire c¢esitli gruplarin eklenmis oldugu akrilik matrisle birlestirilmis
kalaysiz yapr seklindedir. Kalay igeren self-polishing boyalarda oldugu gibi deniz
suyuyla temas edince, ana yapiya baglanan gruplarin salindigr disiiniilmektedir.
1996 yilma kadar bir ¢ok patent basvurusu olmus olsada, TBT kadar etkili
bulunamamustir (Yebra ve ark., 2004).
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Genelde, biyositler ile birlikte bakir akrilatlar karistirilarak olusturulmuslardir,
ancak ¢inko akrilat ve digerleri de kullanilmaktadir. Polimerler deniz suyu ile iliski
halindedir ve self polishing etkileri biyositlerin salinimiyla kontrol edilmektedir.
Kullanilan potansiyel biyositler; Seanine, bakir piriton, ¢inko piritondur (Almeida ve
ark., 2007). Bu boyalarin AF korumasinin yaninda, ¢evre tarafindan kabul edebilir
biyosit salinimi oranina sahip olup olmadigimin da géz 6nilinde tutulmalidir (Yebra ve

ark., 2006a).

1.4.1.3.3 Hibrid Boyalar. 1k iki boya sisteminin karistirilmasi ile olusturulan bu
boyalarin isleyis mekanizmalar1 ¢ok daha komplekstir ve marketlerde yer almaya
baslamistir. Kullanimdaki potansiyel biyositler; isothiazolone, zineb, bakir

piritondur.

1.4.1.3.4 Biyosit Icermeyen Boyalar. Kabul edilebilir fiyatlarda biyosit icermeyen
antifouling boyalarin gelistirilmesi olduk¢a zor olmasina karsin ¢evreye verilen zarar
acisindan bakildiginda gelistirilmeleri 6dnemlidir. Geleneksel boyalardan farkli olan
bu boyalar, engelleyici tabaka olarak rol oynayarak ve siirtlinmeyi azaltip oldukca
diiz bir yiizey saglayip, deniz canlilarmin tutunmasini engellemektedir. Halen
kullanilmakta olan tiim polimerler arasinda florlupolimerler ve silikonlar 6zellikle

sirriped’lerin tutunmasini engelleyici yapidadir (Brady, 2001).

1.4.1.4 Son Gelismeler

1.4.1.4.1 Biyomimetik (Biyo-taklit¢i) Yaklasim. Evrim siireci, denizel ekosistemde
belli baz1 antifouling oOzelliklerin gelisimine izin vermektedir. Dogal kimyasal
savunma metodlari, Ozellikle son 20 yilda ilaglar i¢in kimyasal umut olmasi

anlaminda da arastirilmakta ve ¢esitli kesifler yapilmaktadir (Naik ve ark., 2003).

Denizdeki organizmalarin kendi ylizeylerini foulingden koruma yontemleri
acisindan bakildiginda, kilit molekiiler mekanizma; sekonder metabolitlerin (dogal
antimikrobiyaller, antitumoraller mikotoksinler vb.) iiretimidir. Bu dogal iiriinler,

sentezlerindeki metabolik yol izlerine bagl olarak siniflandirilir (Chambers ve ark.,
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2006). Bazi deniz canlilarmin irettigi sekonder metabolitler, yiizeye tutunan
organizmalarin ¢dzlinmesini saglayan enzimatik reaksiyonlarda rol oynamaktadir.
Deniz organizmalarinin metabolitleri, foulinglerin tutunmalarini, biiylimelerini ve
degisimlerini engellemektedir, bu metabolitler dogal biyositler olarak da rol

oynamaktadir (Almeida ve ark., 2007).

Aktif antifouling ajanlar, bakterilerden, alglerden, mercanlardan, siingerlerden,
deniz yosunlarindan ve diger deniz canlilarindan elde edilmektedir (Sekil 1.15).
Cesitli yaymlarda, 160’ya yakin potansiyel iiriin belirlenmistir; bunlarin %76’s1
stingerlerden, alglerden elde edilmistir. Gegmis 20 yildir, dogal antifouling iirlinlerle
ilgili ¢aligmalar siirmesine karsin, biyofoulinge karsi kullanilmalar1 yoéniindeki
arastirilmalar heniiz ¢ok yenidir. Caligmalar bu maddelerin, boyalarin polimerik

matrisleri ile birlestirilerek uygulanabilmesi seklinde devam etmektedir.

Parazoa (Placozoa

Bacteria {1 _950&) ve PD”JEE'J’E‘J (33 %)

Sea grass
(1.95%)

EBryozoa (2.6%)

Echinodermata
(3.2%)

Moallusca (7.05%)
Tunicata (7.05%)

Algae(19.5%)

Cnidaria{17.95%)

Sekil 1.15 Potansiyel dogal antifouling madde iireten yaklasik 160 deniz canlisinin dahil oldugu
gruplar (Chambers ve ark., 2006).
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Sekonder metabolitler arasinda, organik asitler, steroidler, terpenoidler,
aminoasitler, alkoloidler, polifenoller, asetogeninler, furanonlar ve laktonlar
bulunmaktadir (Bowman, 2007; Chambers ve ark., 2006). Kirmizi deniz yosunu
Delisea pulchra’dan elde edilen halojenlenmis furanonlarin en basarili antifouling
madde olduguna dair kanitlar elde edilmistir (toplulugun %350’sini 6ldiirmek igin

etkili konsantrasyon 0.02pug/ml’ nin altindadir).

Konu ile ilgili yaymlarin tizerinde durdugu nokta, bu maddelerin organizmanin
ylizeyinde dogal antifouling etki gostermeden oOnce ekolojik olarak aktif
konsantrasyona, ulagip ulasmadigidir. Dogal {irtinlerin salininminin kontrolii yontemi
olarak, mikroenkapsiilasyon (maddelerin ¢evresini bir kapsiille ¢evirme) teknolojisi

kullanilmaktadir (Chambers ve ark., 2006).

Antifouling boyalarin gelistirilmesi ile ilgili diger caligmalar arasinda, yunuslar,
balinalar, gibi deniz hayvanlarinin derilerindeki yapisma engelleyici 6zelliklerinin
arastirilmasi da bulunmaktadir. Bu dogal koruma, derilerinin yilizeyinde diisiik yiizey
enerjili glikoproteinlerin varligindan kaynaklanmaktadir. Tim goézlemler, mikro
yapidaki silikonlarin, deniz canlilarinin tutunmasini engelledigi seklindedir. Ancak
bu durum goreceli olarak soguk sularda goriilmektedir, sicak bolgelerde yetersiz

olabilmektedir (Chambers ve ark., 2006; Almeida ve ark., 2007).

1.4.1.4.2 Diger Yontemler. Geleneksel boyalar, ¢esitli materyallerden
olusmuslardir; vernik, astar, cila, yapistirici, macun vb. antifouling maddeler bu
kompleks koruyucu kaplama sistemde en iist katmandaki bilesenlerden biridir. Bir
cok antifouling kaplama organiktir ve genelde gozenekli yapidaki antikoroziv iist
kaplama ile astar bilesimini igermektedir. Ne yazik ki gilinlimiizde, patentli
biyokontrol teknolojileri ve sirketlerin politikalar1 yeni iiriinlerin etkinligi ile ilgili

bilgi akigin1 engellemektedir (Chambers ve ark., 2006).

21. yy’a dogru, boyalar methakrilat, akrilat, sililat gibi birgok baglayicinin
gelistirilmesini saglayan sentetik mikrofiberler (50-100pm uzunlugunda, 2-10pum
ortalama kalinliginda) igermeye baslamistir (Almeida ve ark., 2007). Antifouling
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mekanizmalarda testleri siiren islemlerden biri de, elektrostatik yiikli liflerin
kaplamalara dikey tutunmasi islemidir. Lifler, polyester, poliamid, naylon ya da
poliakrilat olabilir. Toksik olmayan kaplamalarda uygulanan diger bir sistem, iki
katmanli sistemdir, temel kaplamada polibiitandien ve iist kaplama da ise silikon ya
da hidrokarbon kullanilmaktadir. Yapilan 6-12 aylik deneme sonucunda, iki katmanl

sistemin biyofilmlerce ve alglerce bozuldugu goriilmiistiir (Chambers ve ark., 2006).

Teflon ve silikon kaplamalarin kullanimindan ise gemi govdelerine tutunma
eksikligi probleminin ¢dziilememesi nedeniyle vazgecilmistir. Yillar icinde kimyasal,
elektriksel, radyasyon iceren yiizey uygulamalari gibi cesitli yontemler {izerinde
calismalar yapilmistir (Almeida ve ark., 2007). 1950’lerde ultrasonik titresimleri
iceren testler yapilmis, ancak gemilerde uygulamasinin ¢ok pahali olmasi nedeniyle
yetersiz  bulunmustur (DelaCourt ve Vries, 1973). Co60, TI204,Y91 gibi
radyoizotoplarin kullanim1 yoluna gidilmistir. Etki giici 20rad/s oldugunda
foulingleri etkilemede giiclii ancak cevre i¢in tehlikeli oldugu, diisiik etki giictindeki
uygulamalarda ise yetersiz etki gdsterdigi tespit edilmistir. Yine elektrik akimini
kullanarak organizmalarin tutunmasini dnleme g¢aligmalar1 yapilmis, ozonu, platin
bilesiklerini, amonyagi, bromlu bilesikleri igeren ydntemler denenmistir. Diger
Oonemli bir nokta, gemi yiizeylerini uzaktan kumandali otomatik temizleme
araglarinin kullanilmasi olmustur. Yine bu sebeple, yiizeyleri temizleyen robotlarin

kullanilmast amaglanmaktadir (Almeida ve ark., 2007; Chambers ve ark., 2006).

1.4.2 Antifouling Boyalar ve Biyofilm Arasinda Etkilesim Mekanizmalarinin
Potaniyel Kaynaklar

Cesitli bilesenlerin (metaller, biyositler vb.) salinim oranlar1 ve boya etkinligi,
boyanin 0n ylizeyindeki reaksiyonlardan etkilenmektedir. Bu anlayisa gore,
biyofilmdeki tipik EPS yapisi, boyanin salinim zonu boyunca, salinim oranlarini
degistirecektir (Yebra, Kill, Weinebell ve Dam-Johansen, 2005). Mikrobiyal fouling
(bakteriyal, algal ya da karisik kiiltiir), ¢esitli kimyasal degiskenler (Or; sicaklik, pH
vb.) boya etkinligini bozabilmektedir (Yebra ve ark., 2006a; Yebra ve ark., 2006b).
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Boya ve biyofilm arasindaki diger bir potansiyel etkilesim ise, film tabakasinin
metalleri (6r. Cu™?) baglama yetenegidir. Cesitli arastirmalar, TBT gruplarinin, EPS
matrisce yakalandigimi bildirmektedir. EPS matrisi i¢inde iironik asitler, siilfatlar,
amino asitler ve amino sekerler gibi negatif yiiklii bilesenlerin bulunusu, baglama
yetenegini saglamaktadir. Biyosit temelli boyalarda, biyolojik yikima ugratilabilir ve
film tabakasi i¢inde kimyasal doniisiimlere ugratilabilirler (Kill ve ark., 2001; Yebra

ve ark., 2006b).

1.4.3 Denizel Cevrenin Antifouling Boyalara Etkisi

Deniz suyu boyanin icine girmekte, biyositleri ¢cozmekte ve diffiize (disariya
yayillma) olmaktadir. Tuzluluk degerleri, tipik biyosidal pigment partikiillerinin
¢oziilmesinde etkilidir. Sicakligin etkisi, ¢oziinme oranlari, taginim siiregleri gibi tiim
kimyasal olaylarda etkilidir. Cu,O pigment partikiillerinin ¢6ziiniim oranlarinda
etkileri goriilmiistiir. Recine temelli boyalarda pH’in etkisi Onemlidir, pH

degerindeki artisla birlikte, re¢inenin ¢oziiniirliiglinde de bir artig goriilmektedir.

Cevreye salinan toksik maddeler, bu degiskenlerden etkilenmektedir. Bu
gerceklere karsin, yeni antifouling boyalar ve kaplamalarin deniz suyu icindeki

davraniglari ile ilgili detayli calismalar eksiktir (Yebra ve ark., 2004).

Antifouling boyalarin dizayn prosediiriinde; oncelikle modelde dikkat edilmesi
gerekenler, boyanin kararli ve dinamik kosullardaki davranisidir. Calismalarda, deniz
suyunun ve gemi isletim parametrelerinin etkilerinin incelenmesidir. Segilen
deneylere bagli olarak, standart laboratuvar testlerinden (abiyotik kosullar) sonra,
dogal deniz suyunda boyanin davranis1 arastirilmali, antifouling boyanin uygulandigi
yilizeyde, mikrobiyal tabakanin olusumunun etkisi de calisilmalidir (Yebra ve ark.,

2006b).



BOLUM iKi
MATERYAL VE METOD

2.1 Materyal

2.1.1 Ornekleme Bolgeleri

Limanlar ve yat limanlar1 kompleks kiyisal alanlardir ve ekonomik aktiviteler i¢in
yaygin olarak kullanilmaktadir. Antifouling boyalarin, denizde bakteriyal biyofilm
olusumu iizerine etkilerini incelemek amaciyla Izmir ilindeki iki farkli yat liman
ornekleme noktalar olarak tespit edilmistir. Yat limanlarindan bir tanesi, Izmir I¢
Korfezi’nde bulunan Levent Marina, digeri ise Cesme’de bulunan Cesme Setur
Marina’dir (Sekil 2.1 ve 2.2). izmir Korfezi, Akdeniz basenindeki en biiyiik dogal
korfezlerden biridir. Bolgedeki temel endiistri kollari; gida, igecek, kagit, boya,
tekstil, yag, deterjan metal isleme gibi alanlar olup, tankerlerin ve gemilerin yogun
sekilde faaliyet gosterdigi bir alandir (Kiiciiksezgin, Kontas, Altay, Uluturhan ve
Darilmaz, 2006). Cesme, oligotrofik deniz suyu 6zelliklerine sahip olup ii¢ tarafindan
Ege Denizi ile ¢evrilidir. Izmir merkezden yaklastk 80 km uzakliktadir.
Orneklemelere, Aralik 2006 tarihinde baglanmistir. i1k hafta drnekler giinliik alinmis,
daha sonra inceleme periyodu onbesinci giin, birinci ay ve bundan sonra da aylik
olarak devam etmistir. Ornekleme 6 ay siiresince devam etmistir. Son drnekleme

Haziran 2007 tarihinde yapilmistir.
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Sekil 2.2 Levent Marina

2.1.2 Kafes Sisteminin Hazirlanmasi

Biyofilm gelisiminin izlenmesinde, yapay ylizey olarak sac plakalar (30x30x1cm

Olctilerinde kare sac plakalar) igeren 6zel kafes sistemleri hazirlanmis ve her iki yat
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limanina yerlestirilmistir. Sistemler; Bernetsson ve Jonsson (2003), Valkirs,
Seligman, Haslbeck ve Caso’nun (2003) ve Turetgen (2004)’in kullandig1 yontemler
modifiye edilerek uygulanmistir. Calismada, DYO Boya Fabrikalar1 Sanayi ve
Ticaret A.S. firmasma ait dort farkli deniz boyast ve bir de sadece antipas
(antikoroziv) ugulanmig plakalar kullanilmistir (Sekil 2.3 ve 2.4). Boyalar, toplam
kalinlik 1,5mm olacak sekilde firga ile uygulanmistir. Plakalar yerlestirilmeden once
steril saf su ile yikanmigtir.

Deniz Boyalari;

Formiilasyon Kodu 269.2710: (temel bilesen; TBT ve bakir oksit)

Formiilasyon Kodu 279.2710: (temel bilesen; triazin diamin ve bakir oksit %47,
toplam kat1 madde %76-77, ¢6zgen; ksilen %23-24).

Formiilasyon Kodu 088.1154: (temel bilesen; ¢inko oksit ve bakir oksit %35,
toplam kat1 madde %70-71, ¢6zgen; toluen %29-30).

Formiilasyon Kodu 088.1155: (temel bilesen; florlu regine igeren silikon %30,
toplam kat1 madde %67-70, ¢6zgen; etil asetat %30-33).

Antipas: sentetik recine temelli alkid ve antikoroziv pigmentleri igerir.

Sekil 2.3 Yapay ylizey olarak kullanilan plakalarin goriiniisi
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Sekil 2.4 Plakalarin yerlestirildigi kafesler

2.1.3 Mikrobiyolojik Analizler

2.1.3.1 Kullanilan Besiyerleri

Besiyeri 1 ZooBell Agar 2216e

Pepton S5g
Yeast Ekstrakt lg
FePOy4 0,01g
Agar 15¢g
Distile Su 250ml
Deniz Suyu 750ml
pH: 7,2

Besiyeri igerikleri distile su ve deniz suyunda ¢oziildiikten sonra otoklavda 1,5
atmosfer basi¢ altinda 121°C’de 15dk siire ile steril edilmis ve 50°C’ye sogutularak
petrilere dagitilmistir. Bu besiyeri, toplam canli bakteri sayimi ve izolasyonda

kullanilmistir (Kwon, Lee, Jung, Yim ve Lee, 2002; Lee ve ark., 2003)
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Besiyeri 2 R24 Agar

Proteoz pepton 0,5¢
Yeast ekstrakt 0,5g
Kazamino asit 0,5g
Glukoz 0,5g
Coziiniir nisasta 0,5g
Sodyum piirivat 0,3g
K>;HPO4 0,3g
MgS0O47H,0 0,05¢g
Agar 15g
Distile Su 500ml
Deniz Suyu 500ml
pH: 7,2

Besiyeri igerikleri distile su ve deniz suyunda ¢oziildiikten sonra otoklavda 1,5
atmosfer basi¢ altinda 121°C’de 15dk siire ile steril edilmis ve 50°C’ye sogutularak
petrilere dagitilmistir. Bu besiyeri, toplam canli bakteri sayimi ve izolasyonda
kullanilmistir (Kwon ve ark., 2002; Lee ve ark., 2003).

Besiyer 3 YMG Agar

Glukoz 10g
Yeast ekstrakt 3g
Malt ekstrakt 3g
Pepton S5¢g
Agar 15¢
Distile Su 500ml
Deniz Suyu 500ml
pH: 7,0

Besiyeri icerikleri distile su ve deniz suyunda ¢oziildiikten sonra otoklavda 1,5
atmosfer basi¢ altinda 121°C’de 15dk siire ile steril edilmis ve 50°C’ye sogutularak
petrilere dagitilmistir. Bu besiyeri, EPS {iretiminde kullanilmistir (Kwon ve ark.,
2002).

Besiyeri 4 ESP Ortami

Glukoz 1,7g
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NH4Cl 0,08g
Na,HPO4 0,02g
K>SO, 0,02¢
NaCl 0,02g
MgSO4 0,012¢g
CaCl, 0,008¢g
FeSO, 0,004¢g
Pepton 2g
Agar 3g
Distile Su 100ml
Deniz suyu 100ml
pH: 6,8

Besiyeri igerikleri distile su ve deniz suyunda ¢oziildiikten sonra otoklavda 1,5
atmosfer basi¢ altinda 121°C’de 15dk siire ile steril edilmis ve 50°C’ye sogutularak
petrilere dagitilmistir. Bu besiyeri, EPS tiretiminde kullanilmistir (Ceyhan, 2008).

Besiyeri 5 Farkli Sekerler [laveli YMG Agar

YMG agara (glukoz, sakkaroz laktoz ve maltoz) ilave edilerek distile su ve deniz
suyunda ¢oziildiikten sonra erlenlere dagitilarak otoklavda 0,8 atmosfer basing
altinda 115°C’de 10dk. Siire ile steril edilmistir. Fermentasyon ortami olarak
kullanilmistir.

Besiyeri 6 Yari Kati Zoobell Agar

Zoobell Broth hazirlanip %0,3 agar ilave edilerek distile suda ¢oziildiikten sonra
agar1 ¢ozmek icin kaynatilmis ve test tiiplerine dagitilarak otoklavda 1,5atm. Basing
altinda 121°C’de 15dk. siire ile steril edilmistir. Sterilizasyondan sonra dik halde
dondurulmustur Bu besiyeri izolatlarin hareketliliklerinin saptanmasi amaciyla
kullanilmustir.

Besiyeri 7 Oksidasyon/Fermentasyon Medium

Tripton 2g

Sodyum klortir 5¢g

Dipotasyum fosfat 0,3g

Brom timol mavisi 0,03 ¢

Agar 3g
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Distile su 250ml
Deniz suyu 750ml
pH: 6,8

Icerik suda eritilip tiiplere 5’er ml konularak 1,5atm basing altinda 121°C°de 15dk
stire ile steril edilmistir. Besiyeri izolatlarin biyokimyasal tanilamalarinda
kullanilmustir.

Besiyer 8 MacConkey Agar (Difco)

MacConkey Agar’dan 50g/L alinip deniz suyu ve distile suda ¢oziildiikten sonra
otoklavda 1,5 atm basing altinda 121°C’de 15dk siire ile steril edilmis ve 50°C’ye
sogutularak petrilere dagitilmistir. Bu besiyeri izolatlarin biyokimyasal tanilamasinda

kullanilmustir.

2.1.3.2 Kullanilan Bazi1 Cozeltiler ve Kimyasal Maddeler

Calismanin ¢esitli asamalarinda kullanilan ¢ozelti ve diger kimyasallar asagida
verilmistir (Tamer, Ucar, Unver, Karaboz, Bursalioglu ve Ogultekin, 1989; Arda,

1997; Ceyhan, 2008).

Cozelti 1: Gram’1n kristal viyolet boyasi. 20ml etanolde 2g kristal viyolet ve 80ml
distile suda 0,8g amonyum oksalat ¢ozililmiis ve bu ¢ozelti alkolde ¢oziilmiis olan
kristal viyolete ilave edilmistir. Boya, izolatlarin gram boyamalarinda kullanilmistir.

(Cozelti 2: Gram iyodiir ¢Ozeltisi. 1g iyot ve 2g potasyum iyodiir havanda iyice
ezilip karistirilarak toz haline getirilmis ve ilizerine yavas yavas 300ml distile su ilave
edilerek iyice karigtirlmigtir. Cozelti, izolatlarin gram boyamalarinda kullanilmistir

Cozelti 3: Gram’in safranin boyasi. 0,25g safranin %95’lik etanolde (10ml)
¢Oziiliip, 1000ml distile su ilave edilerek iyice karistirilmis ve sonra filtre kagidindan
sliziilmistiir. Boya, izolatlarin gram boyamalarinda kullanilmistir

Cozelti 4: %3’lik KOH ¢ozeltisi, izolatlarin gram reaksiyonlarinin tespitinde
kullanilmastir.

(Cozelti 5: Tetrametil-p-fenilendiamin-dikloriir’iin %1°lik soliisyonu, izolatlarin

oksidaz aktivitelerinin tespitinde kullanilmistir.
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Cozelti 6. %3’lik H,O, cozeltisi, izolatlarin katalaz aktivitesinin tayininde
kullanilmustir.

Cozelti 7: 1Molar HCI ¢ozeltisi. %37°lik HCI’den 8,4ml alinarak distile suyla 100
ml hacime tamamlanarak hazirlanir. pH’nin ayarlanmasinda kullanilmistir

Cozelti 8: 1Normal NaOH ¢ozeltisi. 4g NaOH, 100ml distile suda ¢oziilerek
hazirlanir. pH’nin ayarlanmasinda kullanilmistir

Cozelti 9: %95-97’1lik Siilfirik asit. Ticari olarak satilan %95-97’lik saf siilfirik
asit hazir olarak kullanilmistir.

Cozelti 10: Tris-borik asit-EDTA Tamponu (TBE) (pH:8,0) Stok soliisyonu
(5x/L): 54,0g Tris-base, 27,5g¢ Borik asit, 2,92g EDTA; Calisma soliisyonu
hazirlanmistir. Caligma soliisyonu, DNA’larin saflik kontrolii ve PCR iiriinlerinin
elektroforezinde kullanilan agaroz jelin hazirlanmasinda ve yiirlitme tankinin
doldurulmasinda kullanilmustir.

(Cozelti 11: 10x yiikleme boya soliisyonu: 7,5g Fikol 400, 0,125g Bromfenol
mavisi, distile su ile 50ml’ye tamamlanmstir. Soliisyon, elektroforezde jel ylikleme
tamponu olarak kullanilmistir.

Cozelti 12: Etidyum bromiir stok soliisyonu: 10mg etidyum bromiir, 1ml distile
suda ¢oziilerek hazirlanmistir.  Soliisyon, elektroforez i¢in agaroz jelin
hazirlanmasinda kullanilmistir.

Cozelti 13: Marker DNA’lar (Fermentas, O’GeneRuler 1 ve 1kb Plus). Ticari
olarak saglanan marker DNA’lar, genomik DNA’lar ve PCR iiriinleri agaroz jel
elektroforezde ylriitiildiikten sonra uygun boyutta olup olmadigmnin belirlenmesi
amactyla kullanilmastir.

(Cozelti 14: Propan-2-ol (Smyras). EPS’lerin ¢okeltilmelerinde kullanilmistir.

Cozelti 15: 10-400pg/ml arasindaki Referans Seker Soliisyonlari, EPS’lerin seker
iceriginin belirlenmesinde kullanilmigtir.

(Cozelti 16: Bradford Reaktifi (Coomassie Brillant Blue G-250 Reaktifi), standart
olarak sigir serum alblimini (BSA-Sigma), Bradford yontemine goére EPS’lerin
protein iceriginin belirlenmesinde kullanilmislardir.

Cozelti 17: %S5’lik (w/v) Fenol c¢ozeltisi, 0-200pg/ml’lik glukoz standart
cozeltileri ve derisik H,SO4 (Carlo Erba), toplam seker tayininde kullanilmistir.
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(Cozelti 18: Baryum hidroksit ¢ozeltisi. 0,5g Ba(OH), distile suda ¢oziilmiistiir.
EPS icerigindeki sekerlerin tespiti sirasinda notralizasyonda kullanilmistir.

(Cozelti 19: Diklormetan-metanol-distile su (61:32:7). Bu soliisyon, EPS’lerin
hidroliz testlerinde indirgenmis sekerlerin 6l¢iimiinde kullanilmistir.

(Cozelti 20: Biitanol-asetik asit-distile su (4:1:5). Bu soliisyon, EPS’lerin hidroliz
testlerinde indirgenmis sekerlerin 6l¢iimiinde kullanilmistir.

(Cozelti 21: Mangan siilfat ¢ozeltisi 480g MnSO4.4H,0 distile suda ¢oziilerek
1I’ye tamamlanir. Oksijen tayininde kullanilmistir

Cozelti 22: Alkali Iyodiir 500g NaOH ve 135g Nal distile suda ¢oziilerek 1 litreye
tamamlanir. Oksijen tayininde kullanilmistir

Cozelti 23: Sodyum tiyostilfat 24,82g Na,S,03.5 H,O kaynatilmis ve sogutulmus
distile suda ¢oziilerek 1L’ye tamamlanir. Bu ¢6zeltinin litresine Sml kloroform veya
lg sodyum hidroksit ilave edilerek korunur. Bu hazirlanan 0,1N stok ¢ozeltiden
250ml alinarak 1L’ye tamamlanir ve titrasyon icin 0,025N ¢ozelti elde edilmis
olunur. Bu ¢ozeltinin 1ml’si 0,2mg ¢6ziinmiis oksijene es degerdir. Oksijen tayininde

kullanilmistir.

2.1.3.3 Kullanilan Test Kitleri

Izolatlarmn ileri tanilamalarinda, gram negatif bakteriler igin spesifik API 20E ve
API 20NE biyokimyasal ticari test kitleri (Biomérieux, France) kullanilmstir.

API 20E Test Kiti

Kit Icerigi;

- API 20E stripi

- Inkiibasyon kutusu

- Sonug tablosu

- Ampul i¢erisinde NaCl %0,85 siispansiyon ortami (5ml)

- Mineral yagdan olugsmaktadir.
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Ayrraclar, Ortamlar Icerikleri
%0.85’lik NaCl (5ml) Sodyum kloriir 8,5g
Distile su 1000ml
TDA ayiract (Sml) Demir klortir 34g
Distile su 100ml
JAMES Ayiract (5Sml) Bilesik J2183 (patentli) 0,5g
HCl 100ml
VP1 ayiraci (Sml) Potasyum hidroksit 6g
Distile su 100ml
VP 2 ayiraci (Sml) a-naftol 6g
Etanol 100ml
NIT 1 aywract (Sml) Siilfanilik asit 0,4g
Asetik asit 30g
Distile su 70 ml
NIT 2 ayiract (5ml) N,N-dimetil-1-naftilamin 0,6g
Asetik asit 30g
Distile su 70ml
Zn ay1raci Cinko tozu 10gr

Tiim API icerikleri 2-8C°’de buzdolabinda 151k gérmeyecek bi¢imde muhafaza

edilmistir. API 20E striplerindeki reaksiyonlar ve sonuglar1 Tablo 2.2°de verilmistir.

Tablo 2.2 API 20E striplerindeki reaksiyonlar ve sonuglart

TEST SUBSTRAT REAKSIYON/ SONUC
ENZIMLER NEGATIF POZITIF
ONPG | Orto-nitro- B-galaktosidaz Renksiz Sar1
fenil-B-D-gal-
actopiranosit
ADH Arginin Arginin dihidrolaz Sar1 Kirmizi/Turuncu
LDC Lisin Lisin dekarboksilaz Sar1 Kirmizi/Turuncu
ODC Ornitin Ornitin dekarboksilaz Sar1 Kirmizi/Turuncu
ICIT]| Sodyum sitrat | Sitrat kullanimi Soluk Mavi-yesil/Mavi
yesil/Sar1
H,S Sodyum H,S iiretimi Renksiz/ Siyah tortu
tiyosiilfat Grimsi seklinde ince hat
URE Ure Ureaz Sar1 Kirmizi/Turuncu
TDA Triptofan Triptofan deaminaz Sar1 Kirmizimsi
kahverengi
IND Triptofan Indol iiretimi JAMES
Renksiz Soluk | Pembe
yesil/Sari
1VPIL Kreatin Asetoin lretimi VP1+VP2/10dk.
Sodyum Renksiz Pembe/Kirmizi
piruvat
IGELI | Kohn’un Jelatinaz Tamamen Yaygin siyah
jelatini siyah  rengin | pigment olusumu
olugsmamasi
(Kismi
siyahlagsma)
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GLU Glukoz Fermentasyon/Oksidasyon Mavi/Mavi- Sar/Grimsi
yesil sar1

MAN | Mannitol Fermentasyon/Oksidasyon Mavi/Mavi- Sar1
yesil

INO Inositol Fermentasyon/Oksidasyon Mavi/Mavi- Sar1
yesil

SOR Sorbitol Fermentasyon/Oksidasyon Mavi/Mavi- Sar1
yesil

RHA Ramnoz Fermentasyon/Oksidasyon Mavi/Mavi- Sar1
yesil

SAC Siikroz Fermentasyon/Oksidasyon Mavi/Mavi- Sar1
yesil

MEL Mellibiyoz Fermentasyon/Oksidasyon Mavi/Mavi- Sar1
yesil

AMY | Amigdalin Fermentasyon/Oksidasyon Mavi/Mavi- Sar1
yesil

ARA Arabinoz Fermentasyon/Oksidasyon Mavi/Mavi- Sar1
yesil

(0):¢ Filtre  kagidi | Sitokrom-oksidaz 0X/1-2dk.

tizerinde Renksiz | Menekse moru
NIT1+NIT2/2-3dk.
NO;- GLU NO, iiretimi Sar1 Kirmizi
kuyucugu
NO, Zn/5dk.
N,’ye indirgeme

Kirmizi Sar1

Tablo 2.2 devamu

API 20 NE Test Kiti

Kit igerigi;

- API 20NE stripi

- Inkiibasyon kutusu

- Ampul icerisinde AUX Medium
- Sonug tablosu

- Mineral yagdan olugmaktadir.
AUX Medium

Amonyum siilfat

Mineral baz

Amino asitler

Vitaminler ve besinsel substratlar
Agar

Fosfat tamponu (pH:7,1)

2g
82,8¢g
250mg
35,9mg
1,5¢
1000ml
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Tim API igerikleri 2-8°C’de buzdolabinda 151k gérmeyecek bigimde muhafaza

edilmistir.

Tablo 2.3 API 20NE striplerindeki reaksiyonlar ve sonuglari

TEST SUBSTRAT REAKSIYON/ SONUC
ENZIMLER NEGATIF |  POZITIF
Nitratlarin nitritlere NIT1+NIT2/2-3dk.
indirgenmesi Renksiz Pembe-Kirmizi
NO;- | Potasyum nitrat Nitratlarim ~ Nj’ye | Zn/5 dk.
indirgenmesi
Pembe Renksiz
TRP Triptofan Indol iiretimi JAMES
SariRenksiz Soluk | Pembe
yesil/Sari
GLU | Glukoz Asidifikasyon Maviden yesile Sar1
ADH | Arginin Arginin dihidrolaz | San Turuncu/Pembe/Kir
mizi
URE | Ure Ureaz Sari Turuncu/Pembe/Kir
mizi
ESC Eskulin Hidroliz Sar1 Gri/Kahverengi/Siy
(B-glukosidaz) ah
GEL Jelatin Hidroliz (proteaz) Yaygin olmayan | Yaygin siyah
siyah pigment pigment
PNPG | p-nitro-fenil-B- B-galaktosidaz Renksiz Sari
D-
galactopiranosit
GLU| | Glukoz Asimilasyon JAMES
Renksiz Soluk Pembe
yesil/Sar1
ARA| | Arabinoz Asimilasyon VP1+VP2/10dk.
Renksiz Pembe/Kirmizi
MNE| | Mannoz Asimilasyon Tamamen  siyah | Yaygin siyah
rengin pigment olusumu
olugsmamasi
(Kismi
siyahlagma)
IMANI | Mannitol Asimilasyon Mavi/Mavi-yesil Sar1/Grimsi sar1
NAG]| | N-asetil- Asimilasyon Mavi/Mavi-yesil Sar1
glukozamin
MALI | Maltoz Asimilasyon Mavi/Mavi-yesil Sar1
IGNT | Glukonat Asimilasyon Mavi/Mavi-yesil Sar1
ICAP| | Kaprat Asimilasyon Mavi/Mavi-yesil Sar1
IADII | Adipat Asimilasyon Mavi/Mavi-yesil Sar1
MLT| | Malat Asimilasyon Mavi/Mavi-yesil Sar1
ICIT] Sitrat Asimilasyon Mavi/Mavi-yesil Sar1
IPACI | Penil-asetat Asimilasyon Mavi/Mavi-yesil Sar1
0X Tetrametil-p- Sitokrom-oksidaz 0X/1-2dk.
fenilen  daimin Renksiz Menekse moru
iizerinde
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ZR Fungal/Bakteriyal DNA Kiti (Zymo Research)

Kit igerigi;

- Fungal/Bakteriyal DNA Baglayici Soliisyonu

- DNA On-yikama Soliisyonu

- Fungal/Bakteriyal DNA Yikama Soliisyonu

- DNA Elusyon Soliisyonu

- ZR BashingBead Liziz Tiipleri

- Zymo-Spin IV Spin Filtreleri

- Zymo-Spin IIC Kolonlar1

- Toplama tiipleri

Tim kit igerikleri 20-25°C’de oda sicakliginda 151k gormeyecek bigimde
muhafaza edilmistir.

FastStart Taq DNA Polymeraz, dNTPack Kiti (Roche, Germany)

Kit Igerigi;

- FastStart Taqg DNA polimeraz (5U/pl)

- PCR reaksiyon tamponu, 10x, (20mM MgCl,’lii)

- GC-RICH soliisyonu, 5x

- PCR Grade niikleotid karigimi( INTP karigimzi)

Tiim kit igerikleri -20°C’de 151k géormeyecek bigimde muhafaza edilmistir.

Kullanilan Bashca Cihazlar

-Santrifiij (Sigma 2-15)

- Mikrosantrifiij (Sigma Sartorius 15.000g)

- Spektrofotometre (Varian 300)

- Orbital Calkalayic1 Inkiibatér (G24 New Brunswick)

- Giig Kaynag1 (1500 V) (Consort EV 265)

- PCR Cihazi (GeneAmp PCR system 9700)

- U. V. Transliiminator (254nm)

- Liyofilizasyon Cihazi (Edwards)

-Mikroskop (Olympus)

- Otoklav (Hirayama)

-Florometre (Sequoia-Turner)



63

2.2 Metod

2.2.1 Cevresel Degiskenlerin Olgiilmesi (Fiziko-Kimyasal Analizler)

Calisma noktalarinda, dncelikle WTW pH/Cond 304i/Set. isimli alet yardimiyla,
deniz suyunun sicaklik, tuzluluk ve pH gibi fiziko-kimyasal 6zellikleri tespit edilmis,

ayni zamanda ¢0zlinmiis oksijen degerleri Winkler metoduyla saptanmistir (Aydin ve

Kiiciiksezgin, 2006).

2.2.2 Besin Elementleri Analizleri

Ornekleme siiresince ortamdaki besin elementleri (TNOx-N (NO3-N+N0,-N),
NHy4-N, T-PO4-P, 0.PO4-P) degerleri ve klorofil a miktarinin saptanmasi i¢in 5L’lik
plastik siselere alman su Ornekleri, laboratuvarda 47mm’lik GF/F filtreden
(Sartorius) sliziilmiis, siiziilen su ornekleri 100ml’lik siselere alinarak analiz
edilinceye kadar saklanmak amaciyla dondurulmustur. Besin elementleri
analizlerinde = Grasshoff, Ehrhardt ve Kremling (1983)’m  kullandig1
kolorimetrikyontemler kullanilmistir. Klorofil a florometrede, besin elementleri ise

spektrofotometre ve otoanalizérde Olgiilmiistiir (Kucuksezgin, Kontas, Altay ve

Uluturhan, 2005).

2.2.3 Biyofilm Bakterilerinin Izolasyonu

Her iki yat limaninda, Aralik 2006 tarihinde baglayan 6rneklemelerde, ilk hafta
giinlik ornekleme yapilmistir. Kafes sistemine yerlestirilen plakalardan her giin
lem®lik alan steril swap ile taranmus ve daha sonraki asamalarda spatiil ile kazima
yapilmis ve 20ml steril deniz suyu bulunan 50ml’lik plastik falkon tiiplerine
aktarilmistir. Ornekler buz kutusunda 2 saat icinde laboratuvara ulastirilmustir.
Bakterilerin izolasyonu ve sayim islemleri i¢in Oncelikle falkon tiipleri 5dk siire ile
vorteks ile karistirilmis ve drneklerin 10'7’ye kadar seyreltme serileri hazirlanmistir
(Kwon ve ark., 2002; Lee ve ark., 2003; Tang ve Cooney, 1998). Izolasyon islemi ve

toplam canli bakteri (aerobik, heterotrofik, mezofilik) sayimi i¢in “’Yayma Plak’’
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(Her bir seyreltmeden 0,Iml 6rnek besiyeri iizerine dokiilerek steril bir L-baget
yardimiyla homojen olarak dagitilmis) ydntemi uygulanmustir. Orneklerden iki
tekrarli ekimler yapilmistir (Brock ve Madigan, 1994). izolasyon ve sayim islemleri
icin besin ortamlar1 olarak ZooBell Agar 2216e ve R2A Agar kullanilmustir.
[zolasyon ve saymm islemleri igin petri kaplari 26°C°’de, 72 saat siiresince
inkiibasyona birakilmig ve 3. giliniin sonunda toplam canli (aerobik, heterotrofik,
mezofilik) bakteri saymmi gergeklestirilmistir. Izolasyon islemleri icin ise, biyofilm
yapisini olusturdugu diislintilen civik, yapiskanimsi, farkli ozellikler gosteren
koloniler se¢ilmis, bunlar tekrar ¢izgi ekim yapilarak saflastirilmis ve yatik kiiltiir
ortammna (ZooBell Agar 2216e) aktarilmistir. Yatik kiiltiirler, 26°C°’de 72 saat
inkiibe edilerek stok kiiltiir olarak +4°C’de muhafaza edilmistir. Izolatlar, stok olarak
saklanmak amaciyla buzdolabina kaldirilmistir (Kwon ve ark., 2002; Lee ve ark.,

2003; Tang ve Cooney, 1998).

2.2.4 Bakteriyal Izolatlarin Tanilanmast

2.2.4.1 Kiiltiirel Ozellikler

Izolatlar Zoobell Agar’a ekilerek 26°C’de, 24 saatlik inkiibasyonlarindan sonra

olusan koloniler goriinii, renk, pigmentasyon bakimindan incelenmislerdir.

2.2.4.2 Mikroskobik Testler

26°C’de, 24 saat inkiibasyondan sonra Zoobell’deki kiiltiirlerin hem gram boyama
ve hem de KOH testi ile gram reaksiyonlarina bakilmis ve bakteri goriiniisleri
incelenmistir.

2.2.4.3 Biyokimyasal Testler

Izolatlarm 6n biyokimyasal tanilamalarinda “Bergey’s Manuel of Determinative

Bacteriology” (Krieg ve Holt, 1984) esas alinmistir. Buna gore katalaz, oksidaz,
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hareketlilik, Oksidasyon/Fermentasyon testleri, oksijen istekleri, Mac Conkey

Agar’da tiremeleri incelenmistir.

2.2.4.3.1 KOH Testi. Gram Boyama testini desteklemek amaciyla yapilan bu
denemede, temiz bir lamin iizerine 1 damla %3’liik KOH ¢o6zeltisi damlatilarak
tizerine 26°C’de 24 saat Zobell’de biiyiitiilmiis izolatlardan bir 6ze dolusu konulmus
ve bir cam ¢ubukla karistirilmistir. Stispansiyondan cam ¢ubugu cekince bir uzama

s0z konusu ise, izolatin gram (-) oldugu kabul edilmistir (Ceyhan, 2008).

2.2.4.3.2 Oksidaz Testi. Bir parca filtre kagidi, Tetrametil-p-fenilendiamin-
dikloriir’tin (Sigma Chemical co.) %1’lik soliisyonunun bir ka¢ damlas1 ile 1slatilmis
ve bu soliisyon kullanilacag: giin taze olarak hazirlanmigtir. 24 saatlik Zoobell Agar
kiiltiirinden bir 6ze dolusu organizma, platin bir 6ze ile alinmis (siradan telden
yapilmis Ozeler yanlis sonuglara neden olabilir) ve filtre kagidinin {izerine
yayilmistir. 10 saniye igerisinde mavi-menekse bir renk olusumu test icin pozitif bir

sonu¢ olarak degerlendirilmistir (Tamer ve ark., 1989).

2.2.4.3.3 Katalaz Testi. Yatik Zoobell Agar’da 26°C’de 72 saat biiyltiilmiis
kiiltiirlerin iizerine %3’liikk 1ml H,O, ¢ozeltisi damlatilarak gaz kabarciklarinin ¢ikip
cikmadigina bakilmistir. Gaz kabarciklarinin ¢ikist pozitif sonug olarak kabul
edilmistir (Tamer ve ark. 1989).

2.2.4.3.4 Hareketliligin Saptanmasi.%0,3 agar iceren ve dik olarak hazirlanmis
yar1 kat1 Zoobell agar’lara izolatlar dik sekilde ekim yapilmis ve 26°C’de her giin
incelenerek 72 saat inkiibe edilmigtir. Biiyiime esnasinda, hareketli bakteriler

inokiilasyon hattindan kenarlara dogru goc¢ etmistir (Tamer ve ark. 1989).

2.2.4.3.5 Oksidasyon/Fermentasyon Testi. %1 glukoz ve brom kresol purple
iceren O/F ortamlar1 ¢oziinmiis oksijeni uzaklastirmak i¢in birka¢ dakika kaynatilmig
ve tiipler ¢abucak sogutulmustur. Igneyle dik ekim yapildiktan sonra iizerlerine
10mm kalinlhiginda steril parafin dokiilmiistiir. Bagka bir tlipe ise steril parafin

konulmamis ve aerobik kalmasi saglanmistir. Ayni sekilde glukoz icermeyen benzer
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ortam inokiile edilmis ve bagka bir tiipte inokiilesiz glukoz igeren kontrol ortami

olarak 26°C’de inkiibasyona birakilmistir.

Sadece aerobik tiipte asitlesme var ise organizma oksidasyon yolu ile glukozu
katabolize etmis oksidasyon yapma kabiliyetinde ve “’O’’ reaksiyon olusturmustur.
Hem aerobik hem de anaerobik tiirlerde asitlesme var ise organizma fermentasyon
yapma kabiliyetinde ve “’F’’ reaksiyon olusturmustur. Eger iki tiipte de asitlesme

yok ise organizma glukozu fermente edememistir (Ceyhan, 2008).

2.2.4.3.6 Oksijen Isteginin Belirlenmesi. Bu amagla igerisinde yiiksek Zoobell
Agar bulunan tilipler eritilmis igindeki ¢oziinmiis oksijenin ¢ikmasi i¢in tiipler
100C°’de 10dk bekletilmistir. Sonra tiipler yaklasik 40-45°C’ye kadar sogutulmus
her birine daha dnceden Zoobell Agar’da biiyiitiilmiis (26°C’de, 24 saat) izolatlardan
ekim yapilmistir. Ekim yapilan mikroorganizmalarin agara homojen dagilmasi igin
hafifce ¢alkalanmistir. Calkalama sirasinda hava girmemesi i¢in hizli sallamadan
kaginilmigtir. Ekim yapilan tiiplerin oda sicakliginda katilagmalari i¢in bekletildikten
sonra 26C°’de 48 saat inkiibe edilmislerdir. Bu siire sonunda izolatlarin tiremeleri
agar1 fazlalagtirilmis kat1 besiyerinde genellikle iist kisminda ise aerop, her tarafta ise
fakiiltatif anaerop, sadece dip kisimda ise anaerop olarak adlandirilmislardir (Arda,

1997).

2.2.4.3.7 MacConkey Agarda Ureme. 26°C’de 24 saat Zoobell agarda biiyiitiilmiis
kiiltiirlerden MacConkey agar iceren petrilere ¢izgi ekim yapilmis ve petriler
26C°’de 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda petrilerde her bir
izolat i¢in iireme varligia bakilmistir. Bunun yaninda laktozu fermente eden gram (-
)’lerin fermente edemeyenlerden ayirimini anlamak i¢in pembelesmenin olup
olmadigina bakilmistir. Besiyerinin kirmizi olan orjinal renginden pembeye dogru
renk degisimi var ise laktoz fermentasyonu pozitif olarak kabul edilmistir (Ceyhan,

2008).

Kiiltiirel 6zelliklerin incelenmesinden sonra izolatlara API Biyokimyasal test

kitleri uygulanmigtir.
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2.2.4.3.8 API 20E Tanilama Testi. APl 20E kiti, gram negatif bakterilerin
biyokimyasal tanilamasi amaciyla kullanilmaktadir. Izolatlarm API 20E ile
tanilanmasi i¢in, ZooBell agar’a ekilerek aktiflesmeleri saglanmistir. %0,85 NaCl
siispansiyon ortami ampulleri dikkatli bir sekilde acilarak 0,5 McFarland
bulanikliliginda homojen bakteri seyreltileri hazirlanmistir. API test mikrotiiplerinin
(kuyucuklarinin) sadece tiip kisimlarina iginde hava kabarcigi kalmayacak sekilde

steril u¢lu mikropipet kullanilarak inokiilasyon yapilmistir. ADH, LDC, ODC, H,S

ve URE testleri i¢in anaerobik ortam saglamak amaciyla mikrotiiplerin iist kisimlar1

konveks seklinde mineral yag ile ortiilmiistiir.

Bir tabla ve bir kapaktan olusan inkiibasyon kaplarinda nemli bir ortam saglamak
amaciyla 5Sml distile su petekli yapidaki tablaya dagitilmistir. Mikrotiiplerden olusan
stripler bu tablalara yerlestirilerek kapaklar1 kapatilmistir. izolat numaralari
inkiibasyon kutularina yazilarak karismalar1 onlenmis ve 37°C’de 24 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonunda striplere TDA testi i¢in TDA, IND testi icin JAMES,
VP testi icin VP1 ve VP2, NIT testi icin NIT1 ve NIT2 ayiraclarindan her bir izolat
icin birer damla damlatilarak 10dk beklenmis ve gelisen biitlin reaksiyonlar Tablo
2.2’ye gore okunmustur. Sonuglar kitlerle beraber verilen sonug tablolarina

kaydedilmistir (Sekil 2.5).

| Origine / Source / Herkunft /

I H| I'

AMY  ARA X

Ident. / Tautomoinan

Sekil 2.5 API 20E’ye ait bos sonug tablosu

2.2.4.3.9 API 20NE Tanmilama Testi. 1zolatlarin API 20NE ile tanilanmasinda, API
20E’de Dbelirtildigi gibi 0,5 McFarland bulanikliliginda hazirlanmig bakteri
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seyreltmelerinden NOj;’den PNPG testine kadar mikrotiipler steril uglu mikropipet
yardimiyla doldurulmustur. Daha sonra, seyreltmelerden 200ul alinarak AUX
Medium ampullerinin iglerine aktarilmis, iyice homojenize edilmistir. |GLU|’dan
|PAC] testine kadar mikrotiipler bu karisim ile doldurulmustur. Fakat GLU, ADH ve
URE testleri i¢in anaerobik ortam saglamak amaciyla mikrotiiplerin iist kisimlar
konveks seklinde mineral yag ile Ortiilmistiir. Stripler inkiibasyon tablalarina
yerlestirildikten sonra 30C°’de 48 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda
striplere TRP testi icin JAMES, NOj testi i¢in NIT1 ve NIT2 ayiraglarindan her bir
izolat i¢in birer damla damlatilarak 10dk beklenmis ve gelisen biitlin reaksiyonlar

Tablo 2.3’e gore okunmustur. Sonuglar, sonug tablolarina kaydedilmistir (Sekil 2.6).

C€ §[xe
wopi“ 20 NE

Ident. / Tauromoinon :

Sekil 2.6 API 20NE’ye ait bos sonug tablosu

Hem API 20E hem de API 20NE test kiti i¢in tanilamada tiir tayini, elde edilen
sonuglarin analitik profil indeksiyle karsilastirilmasiyla yapilmaktadir. Analitik
profilde biitiin reaksiyon sekilleri sayisal olarak kodlanmis olmalidir. Sonug
tablolarinda testler 3 testlik gruplar halinde ayrilmislar ve gruptaki testler 1, 2 ve 4
sayilar ile gosterilmislerdir. Gruptaki reaksiyonlarin hepsinin pozitif ¢gikmast 7-dijit

profil numarasini géstermektedir. Sonuglar API web programi araciligi ile alinmustir.

2.2.4.4 Molekiiler Tanilama
Biyokimyasal testleri yapilan tiirler, molekiiler tanilama i¢in analiz edilmeye
baslanmigtir. Bunun i¢in 6ncelikle DNA izolasyonu yapilmigtir. DNA izolasyonunda

kit kullanilmustir.
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2.2.4.4.1 DNA Izolasyonu. Mikroskobik ve biyokimyasal tanilamalar1 yapilan
izolatlardan PCR tiplendirmesinde kullanilmak iizere genomik DNA izolasyonu
yapilmustir. Islemler ZR Fungal/Bakteriyal DNA Kiti kullanilarak asagidaki siraya

gore gerceklestirilmistir.

1. Uygun seker ilaveli ZooBell agar’da iiretilen 24-48 saatlik kiiltiirlerden alinan
yaklasik 10° adet bakteriyal hiicre 1,5ml’lik ependorf tiipiindeki 200ul bidistile su
icerisinde dikkatlice karigtirilmistir. Elde edilen hiicre sollisyonunun tiimi
BashingBead liziz tiipline aktarilmistir.

2. BashingBead liziz tiipii bir vorteks ile 5dk boyunca dikkatlice karistirilmistir.

3. Daha sonra 10.000xg’de 1dk santrifiijlenmistir.

4. Santrifiij sonras1 elde edilen siipernatanttan 400ul, bir toplama tiipiine oturtulan
Zymo-Spin IV spin filtre’ye aktarilmig, ardindan hemen 7.000xg’de 1dk
santrifiijlenmistir.

5. Toplama tiiplindeki biriken filtrat {izerne 1200ul Fungal/bakteriyal baglama
tamponu ilave edilmistir.

6. Bu asamadan elde edilen karisimdan 800ul alinarak yeni bir toplama tiipiline
oturtulmus  Zymo-Spin IIC  kolonuna aktarilmis ve 10.000xg’de 1dk
santrifiijlenmistir.

7. Sonra ‘6’ nolu basamaktaki islemler tekrarlanmistir.

8. 200ul DNA yikama-6ncesi tamponu yeni bir toplama tiipiine oturtulmus Zymo-
Spin IIC kolonuna aktarilmig ve 10.000xg’de 1dk santrifiijlenmistir.

9. 500ul Fungal/bakteriyal DNA yikama tamponu Zymo-Spin IIC kolonuna
aktarilmis ve yine 10.000g’de 1dk santrifiijlenmistir.

10. Zymo-Spin IIC kolonu 1,5mI’lik temiz bir ependorf tiipiine yerlestirilmis ve
100ul DNA eliisyon tamponu direkt olarak kolon igerisinde orta kismindaki matrise
ilave edilmistir. Daha sonra 10.000xg’de 30sn santrifiijlenmistir. Santrifiij sonrasi

ependorf igerisinde DNA elde edilmistir.

2.2.4.4.2 DNA larin Saflik Kontrolii. 1zolatlardan elde edilen genomik DNA’lar,

biitiinliikleri bakimindan agaroz jel elektroforezde kontrol edildikten sonra, saflik
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kontrolleri ve miktar tayinleri spektrofotometre ile yapilmistir (Ausubel, Brent ve

Kingston, 1997; Dale ve Schantz, 2002).

Agaroz jel elektroforezi, Spg/ml etidyum bromiirlii %0,8 agaroz (Sigma) igeren
mini jelde gergeklestirilmistir. Jel hazirlanmasinda ve elektroforezde 1xTBE
tamponu kullanilmig, Sul DNA soliisyonu, 3ul yiikkleme boya soliisyonu ile
karistirllarak 80V’da 45dk siireyle yiiriitilmiistiir Elektroforezde, markir olarak
Fermentas DNA ladder (1,5kb’lik) kullanilmistir. Elektroforez sonucunda baslangic
noktasina yakin, yliksek molekiil agirlikli tek bir bant gozlenmesi, izole edilen
DNA’larin biitlinliigiiniin tam oldugunu gostermistir (Ausubel ve ark., 1997). Ayrica
spektrofotometrede de genomik DNA’nin kalitesi ve miktar1 belirlenmistir. Bu
amacgla 10ul DNA+990ul bidistile su, temiz kuvars kiivetlerde iyice karistirilarak
bidistile suya karst okunmustur. Cikan deger pg/ml olarak DNA miktarini
vermektedir. Ayn1 zamanda spektrofotometre ile 260 ve 280 nm’deki absorbans
degerlerinin orani da belirlenmistir. PCR i¢in uygun kalitede DNA’lara ait Ajeo/A2s0
degeri 1,80 civarinda olmalidir (Dale ve Schantz, 2002).

2.2.4.4.3 PCR. DNA amplifikasyonu, FastStart Taqg DNA Polmeraz dNTPack kiti
(Roche) kullanilarak gergeklestirilmistir. Kit icerisindeki bilesiklerin yanisira 16S
rDNA’ya spesifik universal primerler (Primer 27F ve Primer 1522R (Lee ve ark.,
2003) ve kalip DNA ilave edilmistir (Tablo 2.4).

Primer Niikleotid Sirasi

27F (Forward) 5’-AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG-3’
1522R (Reverse) 5’- AAG GAG GTT ATC CAN CCR CA-3’

Toplam reaksiyon hacmi 50ul olacak sekilde, 0,2ml’lik ince cidarli bir PCR

tiipiine agagidaki bilesenler sirasiyla konulmustur.
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Tablo 2.4 PCR tiipiine sirastyla konulan bilesikler ve miktarlari

Bilesik Miktar
Bidistile su DNA miktarina baglh olarak her
bakteri i¢in degisebilen miktarda

PCR reaksiyon tamponu Sul

GC-RICH soliisyonu 10ul

PCR Grade Nukleotid 1l

karigimi

Primer 27F Sul

Primer 1522R Sul

FastStart Tag DNA 0,4pul

polimeraz

Kalip DNA Degisen miktarlarda (200-500ng
DNA)

DNA’nin amplifikasyonu programlanabilir bir PCR cihazinda (GeneAmp PCR
system 9700), FastStart Taq DNA Polmeraz dNTPack kiti (Roche) ve Lee ve ark.
(2003) tarafindan belirtilen kosullarin asagidaki gibi modifiye edilmesiyle
gerceklestirilmistir. PCR kosullarinin belirlenmesi i¢in 6ncelikle baglanma sicakligi
saptanmustir. Her primerin baglanma sicakligi Ty, (erime sicakligi) degerinden 4-5 °C

asagis1 olarak hesaplanmaktadir (Tablo 2.5).

Tablo 2.5 Amplifikasyonun saglandig1 PCR kosullar1

Islem Dongii Siire Sicaklik
Ilk denatiirasyon/ 1 5dk. 95C°
Aktivasyon
Denatiirasyon (ayrilma) 55sn. 95C°

30
Annealing (baglanma) 40sn. 52(C°
Elongasyon (uzama) 1.5dk 7200
Son uzama 1 7dk. 72C°
Sogutma - Siirsiz 4C°

2.2.4.4.4 PCR Uriinlerinin Elektroforezi. PCR fiiriinlerinin elektroforezi, %1’lik
agaroz jelde, 1xTBE tampon olarak kullanilarak 80V’da 1,5 saat boyunca
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sirdiiriilmiistir. 9ul PCR {iriinii ve 6ul jel yiikkleme tamponu karistirilarak
kuyucuklara yiiklenmis, her elektroforez islemide orneklerle beraber DNA markirida
(Fermentas DNA ladder 1,5kb) jelde yiiriitiilmistiir. Ayrica jel hazirlanirken
igerisine, 15ul (10mg/ml) etidyum bromiir ilave edilmistir (Ausubel ve ark., 1997;
Rickwood ve Hames, 1982).

PCR iiriilerinin elektroforez ile ayrilmalar1 agagidaki sekilde gerceklestirilmistir:

1. Temiz bir erlen igerisine 100ml 1xXTBE konulur ve 1g agaroz tartilarak 1xXTBE
icerisine eklenmistir.

2. Agaroz siispansiyonu tamamen berraklasincaya kadar isitilarak, agarozun
erimesi ve homojenizasyonu saglanmustir.

3. Agaroz jel, 45-50°C’ye kadar sogutulmustur.

4. Jel sogurken temiz elektroforez kiivetinin agik ucglari otoklav bandi ile
kapatilmistir.

5. 50°C’ye kadar sogutulmus olan agaroz jelin igerisine belirtilen miktarda
etidyum bromiir ilave edilmistir.

6. Elektroforez kiivetine taraklar uygun sekilde yerlestirilmis ve jel hava kabarcigi
kalmayacak sekilde, yaklasik 1mm kalinlikta dokiilmiistiir.

7. Jel oda sicakliginda yaklasik 45dk bekletilerek donduktan sonra bantlar
dikkatlice ¢ikarilmistir.

8. Elektroforez tankinin igerisine yerlestirilmis jelin ylizeyini 1-2mm kaplayacak
bi¢cimde 1xTBE ilave edilmis ve ardindan taraklar ¢ikarilmustir.

9. PCR firiinleri ve markir DNA yiikleme tamponuyla birlikte kuyucuklara
yiiklenerek elektroforez baglatilmistir.

10. 1,5 saat sonra elektroforez sonlandirilmis ve jel dikkatlice kiivetten alinmistir.

11. U.V. transliiminatorde, jelde ayrilan bantlar incelenerek poloroid bir kamera
ile jelin fotografi ¢cekilmistir.

PCR iiriinleri daha sonra sekans analizi i¢in kullanilmigtir.

2.2.4.4.5 PCR Uriinlerinin Niikleotid Dizisinin Belirlenmesi. Niikleotid dizisi,
Refgen Orta Dogu Teknik Universitesi, Merkez Laboratuvari, Molekiiler Biyoloji ve
Biyoteknoloji AR-GE Merkezi tarafindan belirlenmistir.
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2.2.4.4.6 Niikleotid Dizisi ile Tiir Tayininin Yapilmasi. Orta Dogu Teknik
Universitesi, Merkez Laboratuvari, Molekiiler Biyoloji ve Biyoteknoloji AR-GE
Merkezi tarafindan her bir izolat i¢in belirlenen 16S rDNA niikleotid dizileri,
BioEdit programi kullanilarak degerlendirilip, uygun forma getirildikten sonra
Center for Biotechnology Information (NCBI) Gen Bankasi’na (BLAST)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) girilerek kayith diziler ile karsilastirilimis, en uygun
olanlar secilerek Clustal w programiyla (1,81 versiyonu)
(http://www.ebi.ac.uk/clustalw) referans diziler indirilmis ve tanilanan diziler ile
cakistirllmistir. MEGA 4 programi kullanilarak, “Neighbor-joining” metoduyla
(1,400 replikant) tiirlerin filogenetik agaci yapilandirilmistir (Altschul ve ark., 1997;
Birgul, Ozcengiz, Coleri ve Cokmus, 2007; Tamura, Dudley, Nei, ve Kumar, 2007).
Daha sonra bu izolatlarin her biri icin 16S rDNA dizileri kullanilarak, gen
bankasindan NCBI (BLAST) bir giris kodu alinarak uluslararasi gen bankasinda

tilkemizde arastirilan tiirler olarak kayitlar1 yapilmastir.

2.2.5 EPS Analizleri

2.2.5.1 Izolatlarin Hiicre Kuru Agirhiklarinin Tayini

EPS verimini saptamak amaciyla fermentasyon sonucu fermentasyon sivisinin
akismazligmma gore kiltir 4°C’de 10.000 veya 40.000xg’de santrifiij edilmis
siipernatant uzaklastirildiktan sonra dipteki kismin daras1 alinmis bir kaba konulmus
ve 1-2ml distile su ile santrifiij tiipiinde kalan miktar alinmigtir. Daha sonra liyofilize
edilmis ve dara ¢ikarildiktan sonra g/l olarak miktar hesaplanmistir (Ceyhan, 2008;
Gerhardt ve Drew, 1994).

2.2.5.2 EPS Ekstraksiyonu

Fermentasyon sonucunda, fermentasyon sivist Kkiiltiir akigsmazligina gore
10.000xg’de 4°C’de 15dk siire ile santrifiij edilmistir. Siipernatant, 3 hacim propan-
2-ol ile c¢oktiiriilerek 4°C’de 24 saat bekletildikten sonra ¢okelti 10.000xg’de

toplanmus, liyofilize edilerek kurutulmustur (Kwon ve ark., 2002).
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2.2.5.3 EPS Kuru Agirliginin Belirlenmesi

Fermentasyon sonucu kiiltiir 4°C’de 10.000 veya 40.000xg’de santrifiij edilerek
stipernatant kismi alinmis ve propan-2-ol ile g¢okeltildikten sonra 4C”’de 24 saat
tutulmustur. Cokelti 5,000xg’de 10dk santrifiijle toplanarak (santrifiij tiipii i¢inde) 20
ml distile su ile ¢oziilmiistiir. Ornegin direkt olarak darasi alinmis kap iginde

liyofilize edilmis ve sonug g/ olarak hesaplanmistir (Kwon ve ark., 2002).
2.2.5.4 EPS Verimi Katsayisinin Saptanmasi
EPS verimi, Gerhardt ve Drew (1994)’{in belirttigi spesifik {liriin verimi katsayisi

formiiliine gore hesaplanmistir. Bu formiile gore:

EPS Verimi (Yp/x)= Uretilen iiriin (EPS) (g)

Hiicre (g)

2.2.5.5 EPS’lerin Toplam Seker Analizleri

Toz haldeki EPS materyallerinin toplam seker miktarlarinin belirlenmesi amaciyla
reaktif olarak %5 (w/v) suda fenol soliisyonu ve derisik siilfirik asit kullanilmistir.
Dubois, Gilles, Hamilton Rebers ve Smith’e (1956) gore, 0-100ug araliklarda glukoz
iceren 1ml’lik ornekler, 5 adet test tiipiine pipetlenmistir. Ayrica baska bir test
tiipline distile su koyulmustur. Tiim tiiplere, 1ml %5’lik fenol soliisyonu ilave edilip
daha sonra 5ml derisik siilfirik asit eklendikten sonra karstirilmistir. 10dk
beklemenin ardindan tekrar karistirilmistir. Sonuglar alinmadan o6nce tiipler, 25-
30C”lik bir su banyosunda, 10-20dk siire ile bekletilmistir. Daha sonra
spektrofotometrede 490nm dalga boyunda absorbans degerleri okunmustur. 0-100pug
araliklarda glukoz igeren Orneklerin 490nm dalga boyundaki absorbans degerleri

standart grafik olarak belirtilmistir.



75

2.2.5.6 EPS’lerin Toplam Protein Analizi

Protein miktarlari, standart olarak bovin serum albumin (BSA) kullanilarak,
Bradford yontemine goére saptanmistir. Yontem, organik boyalarin asidik ve bazik
gruplariyla renk olusturmasini esas alir. Boya baglamaya dayali yontemlerin en
yaygini, Bradford tarafindan gelistirilen, Coomassie Brillant Blue G-20
(100mg)’nun, 50ml %95’lik etanolde ¢oziilmesine dayanmaktadir. Bu ¢ozeltiye,
100ml %85 (w/v) fosforik asit ilave edilmistir. Son hacim, 1L’ye tamamlanmigtir

(Bradford, 1976).

2.2.5.7 EPS’lerin Ince Tabaka Kromatografisi (TLC) ile Seker Iceriklerinin

Belirlenmesi

Izolatlarm seker igeriklerinin belirlenmesi amaciyla, ince tabaka kromatografisi
uygulanmustir (TLC). Ornekler Staneck ve Roberts (1974) ve Kwon ve ark.,
(2002)’nin  yontemleri modifiye edilerek hazirlanmistir. Polisakkarit Orneklere
(50mg), 4ml of 2N H,SO, eklenmis ve 100C°’de 2 saat siiresince hidroliz edilmistir.
Daha sonra, noétralizasyonu saglamak icin doymus Ba(OH), c¢ozeltisi pH:5-6
oluncaya kadar eklenmistir. pH ayarlandiktan sonar, Ornekler santrifiij edilmis
(17.000g, 4C°, 10dk.) ve supernatant 0,22um membran filtereden gegirildikten sonra
evaporatorde sivi fazi ugurulmustur. Sekerler 1ml distile suda ¢oziildiikten sonra
TLC silika jel (Merck 60 F254) kagitlara yiiklenmistir. C6zgen olarak diklormetan-
metanol-distile su (61:32:7) ve biitanol-asetik asit-distile su (4:1:5) uygulanmistir.
Seker standartlar1 olarak ise; sakkaroz, laktoz, glukoz, galaktoz, mannoz, fruktoz,

arabinoz, ramnoz, riboz kullanilmistir.

2.2.6 Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu (MIC) Testi

Minimum inhibisyon konsantrasyonu testinde, Zgoda ve Porter (2001)’1n
metodunun modifiye edilmis hali uygulanmistir. Calismada kullanilan antifouling
boyalar, DYO Boya Fabrikalar1 Sanayi ve Ticaret A.S. firmasindan temin edilmistir.

Uygulanan 4 farkli boyadan 269.2710 kodlu, kalay oksit ve bakir oksit karigimli
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zehirli boya, IMO tarafindan uygulanmasinin yasaklanmasi nedeniyle firmadan
temin edilememistir. Diger 3 farkli boyanin ve bir de antipasin izolatlar iizerindeki
etkinligi arastirilmistir. Bunun i¢in, bakterilerin 24 saatlik kiiltiirleri ve boyalarin ise
1/2 den baslayan 1/1024 kadar olan seyreltme serileri hazirlanmistir. Toplam hacim
200ul olacak sekilde bakteri kiiltiirii, bakterilerin biiyiime ortami ve farkli boya
konsantrasyonlart 96 kuyucuklu Elisa Plate’lere aktarilmigtir. 26°C’de 24 saat
inkiibasyondan sonra biiylimenin olup olmadigmmin tespiti ic¢in bulanikliga
bakilmistir, ayrica kuyucuklarin her birinden petri kaplarmma ekimler yapilarak
biiyiimenin yan1 sira inhibisyonun da olup olmadig1 gézlenmistir. Islemler iki tekrarl
olarak uygulanmistir. Aktif boya konsantrasyonunun yani sira, aktif maddenin
seyreltilmesinde kullanilan ¢ozgenlerinde (Sul ve 20ul) bakteriler iizerindeki

etkinligi kontrol amaciyla test edilmistir.

2.2.7 Istatistiksel Analizler

Caligmadaki verilerin degerlendirilmesi i¢in Statistica 7,0 programi kullanilmustir.
Toplam canli bakteri sayisinin, yat limanlar1 arasinda ve paneller arasinda farklilik
gosterip gostermediginin belirlenmesi amaciyla tek yonli varyans (One-Way
ANOVA) analizi yapilmustir. ileri testler igin ise Tukey-Honesty testi segilmistir.
Yine ¢evresel degiskenlerin etkisinin incelenmesinde ve EPS verimi ile ilgili
sonuglarin yorumlanmasinda Pearson Korelasyon analizi yapilmistir (Sokal ve Rohlf,

1995).
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3.1 Cevresel Degiskenlerin Olciilmesi (Fiziko-Kimyasal Analizler)

Her iki yat limaninda, tespit edilen ¢ozlinmiis oksijen, sicaklik, tuzluluk ve pH
degerleri Tablo 3.1°de verilmistir. Caligma siiresi boyunca deniz suyu sicakligi
degiskenlik gostermistir. Sicakligin en diisiik degeri Subat ayinda tespit edilmistir
(10,20°C ve 14,10°C). Cesme Setur Marina’da oOlgiilen minimum ve ortalama
degerler Izmir I¢ Korfezi'nde yer alan Levent Marina’dan daha yiiksek tespit
edilmistir. Cesme Ilicalar mevkinde olan yat limanindaki deniz suyu sicakligindaki
yiiksekligin, bolgedeki sicak su ¢ikis noktalar1 kaynakli olabilecegi diisiintilmektedir.
Nisan ayindan sonra sicaklik degerleri ylikselmeye baslamis ve maksimum degere
Haziran aymda ulasmistir (23,70°C ve 22,70°C). Tuzluluk degeri her iki yat
limaninda da onemli bir degiskenlik gostermemistir. 1-1,5 m derinligindeki su
kolonunda ol¢iilen ¢oziinmiis oksijen degerleri degisiklik gostermistir. En diisiik
oksijen degeri 5,26 mg/l ile Levent Marina’da tespit edilmistir. pH degerleri ise her

iki marinada 7,96 ile 8,27 arasinda Ol¢iilmiistiir.
Tuzluluk ve ¢ozlinmiis oksijen degerlerinin Cesme Setur Marina’da, Levent

Marina’ya gore daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Her iki noktada da sicaklik

artigina bagh olarak oksijen degerlerinde diisiis gbzlenmistir.

77



Tablo 3.1 Aralik 2006 ile Haziran 2007 arasinda dlgiilen fiziko-kimyasal degiskenlerin minimum, maksimum ve ortalama degerleri

istasyon Sicaklik (°C) Tuzluluk (psu) pH Coziinmiis Oksijen (mg/T)

Ort. Min. Mak. S.h° Ort. Min. Mak. S.h° Ort. Min Mak S.h" Ort. Min Mak S.h'

Levent M. 14,60 10,20 23,70 0,93 38,72 38,00 39,40 0,10 8,08 7,96 826 0,03 6,48 5,26 840 0,23

Cesme S.M. 16,60 14,10 22,70 0,55 39,52 39,00 39,50 0,06 8,20 &,15 827 0,01 7,60 6,84 882 0,15

Not: S.h.": Standart hata

8L
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3.2 Besin Elementleri Analizleri

Ortam kosullar1 agisindan farklilik gosteren Levent Marina ve Cesme Setur
Marina’da sirasiyla olgiilen besin elementlerinin degerleri TNOx-N (NO3-N+NO0,-N):
2,03-13,59uM; 0,34-1,87uM, NH4-N: 1,56-6,78uM, 0,10-0,95uM, T-PO4-P: 1,17-
5,25uM, 0,08-0,19uM, 0.PO4-P: 0,82-2,76uM, 0,01-0,05uM bulunmustur (Sekil 3.1,
3.2, 3.3. ve 3.4°de verilmistir).

Coziinmiis organik karbon degerleri, Cesme Setur Marina’da (67,77-99,38uM),
Levent Marina’dan (106,06-145,96uM) daha diisiik olarak belirlenmistir (Sekil 3.5).
[Ikbaharda, besin elementleri degerleri diisiis gosterirken, klorofil a degerlerinde her
iki yat limaninda da artis goriilmiistiir (Sekil 3.6). Bulunan sonuglara gore Levent
Marina otrofik 6zellik gostermekte olup birincil {iretim orani yiiksektir. Her iki yat
limaninda, ¢6ziinmiis besin elementleri, ¢éziinmiis organik karbon (DOC) ve klorofil
a konsantrasyonlar1 agisindan tek yonlii varyans analizi yapildiginda yat limanlari
arasinda anlamli farklilik oldugu goriilmistir (TNOx-N; F=42,55, p<0,05; NH4-N;
F=82,96, p<0,05; T-PO4; F=90,91, p<0,05; 0.PO4-P; F=143,74, p<0,05, DOC
F=91,47, p<0,05 ve Klo-a F=33,41, p<0,05). Sonuglar Tablo 3.2 de verilen degerler

ile karsilastirilmastir.

Cevresel degiskenler ve besin elementleri arasinda bir iligkinin olup olmadiginin
belirlenmesi amaciyla Pearson Korelasyonu katsayilari hesaplanmustir. Istatistiksel
analizler, Levent Marina’da, klorofil-a ile sicaklik arasinda giiglii bir pozitif iliski
oldugunu (R=0,89 p<0,05) ortaya cikarmistir. Benzer sekilde, calisma periyodu
boyunca, sicaklik ve T-POy4-P arasinda anlamli bir korelasyon (R=0,86, p<0,05)
goriilmiistiir. Buna karsin, sicaklik ve diger kimyasal degiskenler arasinda anlamli bir
iligki tespit edilmemistir. pH ise tiim besin elementleri ile negatif iliski gostermistir.
pH icin en giiclii iliski TNOx-N (R=-0,94, p<0,05) ile tespit edilmistir. Diger yandan,
Levent Marina’da tuzluluk ve kimyasal parametreler arasinda anlamli bir korelasyon
tespit edilmemistir. Cozlinmiis oksijen ise besin elementleri ve klorofil a ile negatif

korelasyon gostermektedir.
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Cesme Setur Marina’da ise tuzluluk, pH ve ¢oOziinmiis oksijen ile kimyasal
degiskenler arasinda anlaml bir iligki tespit edilmemistir. Buna karsin, sicaklik ile
klo-a (R=0,55, p<0,05) ve NH4-N (R=0,54, p<0,05) arasinda zayif bir pozitif iligki
goriiliirken, ¢oziinmiis organik karbon degerleri ile zayif bir negatif korelasyon (R=-

0,59, p<0,05) belirlenmistir.

Sonug olarak, Levent Marina’da dlgiilen azot ve fosfor, ¢oziinmiis organik karbon
ve klorofil a degerlerinin, Cesme Setur Marina’dan daha yiiksek oldugu, yani Izmir
I¢ Korfezi’nde yer alan Levent Marina’daki kirlilik yiikiiniin fazla oldugu gériilmis,
bunun yaninda sicaklik artistyla, klorofil a degerlerindeki yani birincil tiretimdeki

artis da tespit edilmistir.

Levent Marina

NO2 (uM) NO3 (uM), NH4 (uM)

0 I I I I I I I I I I

0
| | 1
1 2 3 4 5 6 7 15 30 60 90 120 150 180

Ornekleme Periyodu (Giin)

=N02 +NH4 —NO3 |

Sekil 3.1 Levent Marina’da dlgiilen nitrit, nitrat ve amonyum degerleri



Levent Marina

T-PO4 (UM) 0.PO4-P (UM)

0 | | | | | | | | | | | | 0
1 2 3 4 5 6 7 15 30 60 90 120 150 180

Ornekleme Periyodu (Giin)

#+T-PO4 4+ 0.PO4-P |

Sekil 3.2 Levent Marina’da 6lgiilen ortofosfat ve toplam fosfat degerleri

Cesme Setur Marina

NO2 (uM) NO3 (uM), NH4(uM)

0 | | | | | | | | |
1 2 3 4 5 6 7 15 30 60 90 120 150 180

T T T 0

Ornekleme Periyodu (Giin)

=N02 +NH4 +NO3 |

Sekil 3.3 Cesme Setur Marina’da &lgiilen nitrit, nitrat ve amonyum degerleri

81
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Cesme Setur Marina

T-PO4 (uM) 0.PO4-P (uM)

0,2 0,06
- 0,05

0,15
- 0,04
0,1 - 0,03
- 0,02

0,05
- 0,01

0 T T T T T T T T T T 0

T T
1 2 3 4 5 6 7 15 30 60 90 120 150 180

Ornekleme Periyodu (Giin)

|-+ T-PO4 +0.PO4-P |

Sekil 3.4. Cesme Setur Marina’da 6lgiilen ortofosfat ve toplam fosfat degerleri

DOC (u M) Levent DOC (u M) Cesme

160 120
1‘2‘8 1 . - 100
100 A - [ 80
80 - 60
60 - 40
40

20 - 20

O I I I I I I I I I I I I 0

1 2 3 4 5 6 7 15 30 60 90 120 150 180

Ornekleme Periyodu (Giin)
#DOC Levent

-+ DOC Cesme

Sekil 3.5 Levent Marina ve Cesme Setur Marina’da 6l¢iilen ¢ozlinmiis organik karbon degerleri
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Levent Marina ve Cesme Setur Marina

Klo-a (ug/l) Cesme

Klo-a (ug/l) Levent

ki Q )
0,08 - 06
0,06
- 0,4
0,04 -
0,02 - - 0,2
0 T T T T T T T T T T T T 0

1 2 3 4 65 6 7 15 30 60 90 120 150 180

Ornekleme Periyodu (Giin)

-=-Klo-a Cesme
-+ Klo-a Levent

Sekil 3.6 Levent Marina ve Cesme Setur Marina’da 6lgiilen klorofil-a degerleri

Tablo 3.2 Adriatik Denizi, Sarakinos Kérfezi ve Izmir Korfezi’ndeki besin elementleri

konsantrasyonlar1 (Kucuksezgin ve ark., 2006)

Bolge 0.PO-P (uM) NO;-N (uM)
Giliney Adriyatik Denizi (Oligotrofik) 0,03 1,0

Orta Adriyatik Denizi (Oligotrofik) 0,05 0,5

Kuzey Bat1 Adriyatik Denizi (Otrofik) 0,30 5,0
Sarakinos Korfezi (kiyidan uzak) 0,01-3,50 0,01-15,04
Sarakinos Korfezi (kiy1) 0,01-13,72 0,01-24,11
Izmir Dis Korfezi 0,01-0,19 0,10-1,80
Izmir Orta-i¢ Korfezi 0,01-10,0 0,12-27,0

3.3 Mikrobiyolojik Analizler

3.3.1 Toplam Canl Bakteri Yogunlugu

Bakteriyal biiyiime, her iki yat limaninda yer alan tiim test plakalar1 yiizeyinde

gozlenmistir (Sekil 3.7, 3.8 ve 3.9). Her iki yat limaninda da, 088.1155 (temel

bileseni florlu recine ve silikon yapida) kodlu boyali ve antipas uygulanmis olan

plakalarda 24. saatin sonunda bakteriyal gelisim gozlenmistir. 088.1154 (temel
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bilesen ¢inko oksit ve bakir oksit) kodlu boyanin uygulandigi plakalarda, Levent
Marina’da 72. saatin sonunda, Cesme Setur Marina’da ise 96. saatin sonunda
bakteriler gozlenirken, 269.2710 (temel bilesen tbt ve bakir oksit) kodlu plakalarda
her iki marinada 120. saatte, 279.2710 (temel bilesen triazin diamin ve bakir oksit)
kodlu plakalarda ise 72. saatin sonunda toplam canli bakteri (aerobik, heterotrofik,

mezofilik) sayimi tespit edilmistir (Sekil 3.10 ve 3.11).

O88.1155

!

Sekil 3.7 088.1155 Kodlu plakanin yat limanina yerlestirilmeden dnceki goriintiisii
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Sekil 3.8 088.1155 Kodlu plakanin, Levent Marina’da 2. ayin sonundaki goriintiisii

i
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—

Sekil 3.9 088.1155 Kodlu plakanin, Levent Marina’da 6. ayin sonundaki goriintiisii

Ornekleme siiresince, Levent Marina’da, en yiiksek toplam canli bakteri sayisi
(1,9x10” kob/cm?) 088.1155 kodlu plakada tespit edilmistir. Buna karsmn, Cesme
Setur Marina’da en yiiksek toplam canli bakteri sayisi (2,2x10° kob/cm?) 279.2710
kodlu plakada belirlenmistir (Tablo 3.3).
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Tablo 3.3 Plakalarin ylizeyindeki toplam canli bakterilerin minimum, maksimum ve ortalama

degerleri (kob/cm?)

Istasyon Boya No
Antipas 088.1155 088.1154 269.2710 279.2710

Levent M.
Ort. 1,6x10° 2,8x10° 8,4x10° 6,8x10° 2,6x10°
Min- 7,4x10°- 4x10°- <l- <l- <l-
Mak. 3,2x10° 1,9x107 1,8x10° 3x10° 1x10°
S.h. 267 1292 182 285 91
Cesme M.
Ort. 5x10° 6,8x10° 7,4x10° 7,8x10° 1x10°
Min- 2x10°- 2,2x10* <1- <1- <1-
Mak. 1x10° 1,9x10° 1,9x10° 1,9x10° 2,2 x10°
S.h. 75 162 189 190 245

Not: S.h.": Standart hata
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8 1} ; —O— ANTIPAS
."I -+ 088.1155
0 ——— o—6o --o-- 088.1154
—= 269.2710
“ —o 279.2710
1 2 3. 4 5. 6 15. 90. 120. 150. 180.

Ornekleme Zamani (Giin)

Sekil 3.10 Levent Marina’daki plakalarda cm®’deki toplam canl bakteri sayisi Aralik 2006-

Haziran 2007
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Toplam Canli Bakteri Sayisi Log (cm?)
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Ornekleme Zamani (Giin)

Sekil 3.11 Cesme Setur Marina’daki plakalarda cm®’de ki toplam canli bakteri sayis1 Aralik
2006-Haziran 2007

Istatistik analizlerde yapilan tek yonlii varyans analizi, yat limanlar1 arasinda
bakteriyal yogunluk agisindan anlamli bir degiskenlik gostermemistir (p>0,05). Yine
benzer sekilde, Cesme Setur Marina’daki test plakalar1 arasinda toplam canli bakteri
sayis1 acisindan istatistiksel olarak anlamli bir varyasyon goriilmemistir (p>0,05).
Diger yandan, Levent Marina’da yapilan tek yonlii varyans analizinde, plakalar
arasinda toplam canli bakteri yogunlugu agisindan degiskenlik anlamli olarak tespit
edilmistir (F=4,28, p<0,05). Bu sonuglar, Tukey Honesty testi ile kontrol edilmis ve
bu varyasyonun 269.2710 ve 279.2710 kodlu boyalardan kaynaklandig1 goriilmiistiir.
Sonug olarak, triazine diamin ile TBT ve bakir oksit iceren boyalarin digerleri ile

karsilastirildiginda daha etkili oldugu tespit edilmistir.

Cevresel degiskenler ve toplam canli bakteri yogunlugu arasinda bir iliskinin olup
olmadigimin belirlenmesi amaciyla Pearson Korelayonu katsayilar1 hesaplanmustir.
Istatistiksel analizler, Levent Marina’da sicaklik ve canli bakteri sayis1 arasinda ¢ok

zayif bir iliski (R=0,54, p<0,05) oldugunu acgiga cikarmistir. Buna karsin, bu
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degiskenler Cesme Setur Marina’da anlamli bir korelasyon gostermemistir. pH
degerleri ve bakteri yogunlugu agisindan her iki yat limaninda da anlamli bir iliski
goriilmiistiir. Bu korelasyon, Cesme Setur Marina’da (R=0,86, p<0,05), Levent
Marina (R=0,60, p<0,05)’ya kiyasla daha giicli bulunmustur. Benzer sekilde,
klorofil a ve bakteriyal yogunluk agisindan zayifta olsa bir korelasyon her iki yat
limaninda da (Levent Marina R=0,55, Cesme Setur Marina R=0,58, p<0,05) tespit
edilmistir. Toplam canli bakteri yogunlugu ve diger kimyasal parametreler

karsilastirildiginda ise gii¢lii bir iligki tespit edilememistir.

3.3.2 Biyokimyasal ve Molekiiler Analizler

Izolasyon islemlerinde, her bir plakadan izole edilen koloniler, koloni rengi,
boyutu, sekli farkli olan civik, yapiskanimsi yapida olanlar ayr1 ayr se¢ilmistir (Sekil
3.12 ve 3.13). Elde edilen 120 izolatin kiiltiirel 6zelliklerine bakilarak, ileri analizler
icin 20 izolat incelemeye alinmustir. 20 izolatin gram boyama testi, mikroskobik

goriintimleri, kiiltiirel ve biyokimyasal analizleri Tablo 3.4’de verilmistir.



Tablo 3.4 Bakteri izolatlarinin bazi kiiltiirel ve biyokimyasal 6zellikleri

Fenotipik
Karakterler

Bakteriyal izolatlar

150

197

C73

12

CoI1
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C36

184
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16
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C17
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cubuk
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+
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d.tiiyl
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O, istegi

a.

a.

a.

a.

a.

®

a.

a. a.
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®

®

®

®
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+
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4]

KOH

[+

[+

[+

+

[+

[+

[+

[+
[+

++]+]

++]+]

+|+]+]

]+
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|+

MacConkeyde biiy.

]

+

+

Fermentasyon

D-Glukoz

+

+

D-Mannitol

+

Inositol
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D-Sakkaroz

+ |

D-Melibioz

|+

L-Arabinoz

|

+

Kullanmim
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H,S
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Not; I: Izmir, C:Cesme
a: aerobik, f. an: fakiiltatif anaerobik

z: zayif,

68
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Sekil 3.12 150 numarali izolatin Zobell 2216e besiyerindeki goriintiisii

Sekil 3.13 I85 numaral1 izolatin YMG agar besiyerindeki goriintiisii
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Kiiltiirel o6zellikleri agisindan incelenen izolatlarin biyokimyasal analizler igin

kullanilan API test kiti sonuclari Tablo 3.5’de verilmistir. Ancak, API test kitleri

deniz gibi ¢evresel drneklerden elde edilen tiirlerin tanilanmasinda yeterli sonucu

vermedigi gibi hatali tanilamaya neden olmustur (Sekil 3. 14).

Sekil 3.14 Izolat 150’nin API 20NE ve 20E test kiti sonuclari

Tablo 3.5 izole edilen bakterilerin API biyokimyasal test kiti sonuglart

izolat No API Test Kiti Tiirii Tespit Edilen Tiir Identifikasyon %
12 20NE B. vesicularis 63,7
16 20NE B. vesicularis 63,7
19 20E Profil tespit edilemedi -
117 20NE Profil tespit edilemedi -
C36 20E Profil tespit edilemedi -
C39 20NE B. vesicularis 91,5
C46 20NE B. vesicularis 91,5
150 20NE C. luteola 98,2
C73 20NE Moraxella sp. 82,2
180 20NE W.vinosa 88,0
184 20NE Profil tespit edilemedi -
185 20NE Profil tespit edilemedi -
187 20NE W.vinosa 80,3
C90 20NE W.vinosa 80,3
CoIl 20NE B. vesicularis 89,5
196 20NE B. vesicularis 63,7
197 20NE Profil tespit edilemedi -
Cc102 20E Profil tespit edilemedi -
1105 20E Profil tespit edilemedi -
Clll 20E Profil tespit edilemedi -
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API test kitlerinin ¢evresel orneklerde yeterli sonu¢ vermemesi iizerine, tiirlerin
kesin tanilanmasi i¢in molekiiler analizlere gecilmistir. Molekiiler analizlerde,
oncelikle biyofilm olusturan bakteriler i¢in uygun prosediiriin tespiti yoluna
gidilmistir. Ik olarak, DNA izolasyonu islemi yapilmistir (Sekil 3.15). Elde edilen
DNA’lar evrensel primerler kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonuna (PCR)
sokulduktan sonra, reaksiyonun uygun kosullarinin saglanip saglanmadiginin
kontrolii i¢in agaroz jelde yiiriitiilmiistiir. Jelde saf PCR iirlinleri gdzlenmistir (Sekil

3.16).

16 3 196 €90 c¢11 C46 €39 ¢102 12 C3e M

PRI~ [ W W R W R SRR QR Sy S S—y w——

<
=

Sekil 3.15 Molekiiler tanilamalari yapilan izolatlara ait genomik DNA’nin agaroz jel

elektroforezindeki goriintiisii (M: Markir)

12 c39 €36 C73 C111 C46 C102 CS0

Sekil 3.16 Molekiiler tanilamalar1 yapilan izolatlara ait 16S rRNA’y1 kodlayan DNA pargasinin PCR

ile ¢cogaltildiktan sonra agaroz jel elektroforezindeki goriintiisii (M: Markir)
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PCR firiinleri alinan izolatlar, niikleotid dizilerinin belirlenmesi amaciyla RefGen
(Orta Dogu Universitesi, Merkez Laboratuvari, Molekiiler Biyoloji ve Biyoteknoloji
AR-GE Merkezi Ankara)’e gonderilmistir. Belirlenen niikleotid dizisi, BioEdit
programi kullanilarak degerlendirilip, uygun forma getirildikten sonra Gen
Bankasi’na NCBI (BLAST) girilerek kayith diziler ile karsilastirilmis ve 20 izolatin
tir tayini yapilmistir. Daha sonra bu izolatlarin her biri i¢in 16S RNA dizileri
kullanilarak, gen bankasindan bir giris kodu alinarak uluslararasi gen bankasinda
tilkemizde arastirilan tiirler olarak kayitlart yapilmistir. C36, C39, C46, C90, C102,
Cl11, 16, 117, 180 184, 185, 187, 1105, C91, 12, 196, 197, 150, C73 ve 19 numarali 20
izolat icin sirasiyla bu kodlar FJ200640, FJ200641, FJ200642, FJ200643,
FJ200644, FJ200645, FJ200646, FJ200648, FJ200649, FJ200650, FJ200651,
FJ200652, FJ200653, FJ040185, FJ040186, FJ040187, FJ040188, FJ040189,
FJ040190 ve FJ200647 olarak alinmustir. Tiirlerin y-Proteobacteria and Firmicutes
tiyeleri oldugu ve 5 farkli cinse (Pseudoalteromonas, Alteromonas, Vibrio, Klebsiella
ve Exiguobacterium) ait, 11 farkl tiir (Pseudoalteromonas agarivorans, P. elyakovii,
P. porphyrae, P. haloplanktis, P. marina, Alteromonas alvinella, A. genoviensis,
Vibrio lentus, V. splendidus, Klebsiella pneumonia ve Exiguobacterium homiense)
tespit edilmistir (Tablo 3. 6) (Sekil 3.17). Calismada, her iki yat limani1 acisindan elde
edilen cinsler karsilastirildiginda; yapilan kimyasal analizler sonucu, oligotrofik
oldugu belirlenen Cesme Setur Marina’da, biyofilm yapisinda sadece
Pseudoalteromonas ve Alteromonas tiirlerine rastlanirken, otrofik 6zellik gdsteren
Levent Marina’da Pseudoalteromonas ve Alteromonas’in yanisira Klebsiella, Vibrio
ve Exiguobacterium cinslerinin liyeleri de tespit edilmistir. Bu da &trofik ortamda

olusan biyofilmdeki tiir ¢esitliliginin daha fazla oldugunu gostermektedir.



Tablo 3.6 Izolatlarin molekiiler tanilama sonuglari

94

izolat no. Boya no. 16S rDNA Eslesme

benzerlik %
C36 Antipas 99 Pseudoalteromonas agarivorans
184 279.2710 99 Pseudoalteromonas elyakovii
C 102 088.1155 99 Pseudoalteromonas elyakovii
185 088.1155 99 Pseudoalteromonas porphyrae
187 088.1154 99 Pseudoalteromonas porphyrae
180 269.2710 99 Vibrio lentus
Cl1l11 088.1154 98 Alteromonas alvinella
C39 Antipas 100 Alteromonas genoviensis
1105 279.2710 99 Exiguobacterium homiense
I6 Antipas 99 Pseudoalteromonas haloplanktis
C46 Antipas 99 Pseudoalteromonas marina
117 088.1155 99 Pseudoalteromonas marina
C90 269.2710 99 Pseudoalteromonas marina
150 Antipas 99 Klebsiella pneumonia
197 279.2710 100 Pseudoalteromonas agorivorans
C73 088.1154 98 Alteromonas alvinella
12 Antipas 99 Pseudoalteromonas haloplanktis
CoIl 088.1154 100 Pseudoalteromonas marina
196 088.1155 100 Alteromonas genoviensis
19 088.1155 99 Vibrio splendidus
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50 C 36 (F1200640)
49197 (F1040188)
92 | Pseudoalteromonas agarovorans KMM 255 (AJ417594)

4kl Pseudoalteromonas distincta KMM638T (AF082564)
47
1 84 (FJ200650)
14 Pseudoalteromonas gracilis B9 (AF08846)

54
Pseudoalteromonas undina NCIMB (2128T/X82140)

C 102 (FJ200644)
44
100 Pseudoalteromonas porphyrae S2-65 (AY771715)

. 100 1 85 (F1200651)
L 187 (FJ200652)

8or Pseudoalteromonas haloplanktis BSi20594 (DQ537518)

91 L1 2 (FJ040186)

bg | 16 (F1200646)

100 C 46 (FJ200642)
92| Pseudoalteromonas marina Mano6 (AY563032)

gd| C 91 (F1040185)
117 (FI200648)

61 C 90 (F1200643)
Pseudoalteromonas ruthenica KMM290 (AF316890)

100 C 111 (FJ200645)
—:(FJ040190)
Alteromonas alvinellae HY757 (AF288360)
Alteromonas hispanica B-35 (A4Y926461)

100

100
00

bo Alteromonas genoviensis LMG 24079 (AM887686)
6d- C 39 (FJ200641)

196 (FJ04087)
9g (I 80 (FJ200649)
_L Vibrio lentus Sat201(AY292936)
L——— 19 (FJ200647)
Esherichia coli (ATCC 11775T/X 80725)

100|: 150 (FJ040189)
Klebsiella pneumonia (EF197996)

Staphylococcus aureus (AF15929)

100

100

100

100 1 105 (FJ200653)
|Exiguobacterium homiense HI-R8 (DQ351341)

—
0.01
Sekil 3.17 Tanilanan 20 izolatin yaklagik 1400bp’lik niikleotid dizileri kullanilarak yapilan soy agaci
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3.3.3 EPS Uretim Analizleri

3.3.3.1 Izolatlarin Hiicre Kuru Agirliklarinin ve EPS Verimlerinin Saptanmasi

Tir tanis1 yapilan 20 izolatin, laboratuvar ortaminda iyi EPS fireticisi oldugu
goriilen 8 tanesi (150 Klebsiella pneumonia, 197 P. agarivorans, C73 A. alvinella, 12
P. haloplanktis, C91 P. marina, 196 A. genoviensis, C111 A. alvinella, 184 P.
elyakovii), EPS karakterizasyonlarinin belirlenmesi amaciyla test edilmistir. YMG
Broth’ da 5 giinliik inkiibasyondan sonra, 8 izolat i¢in elde edilen kuru hiicre agirhigi
g/I’'de 2,10+0,18 (Pseudoalteromonas marina C91) ile 4,00+0,18 (Alteromonas
alvinella C73) arasinda degismektedir. EPS’nin kuru agirlig1 ise 1,40+ 0,11 (C73
Alteromonas alvinella) ile 2,20+0,11 (I50 Klebsiella pneumonia) g/1 arasinda
degerler gostermektedir. Bu sonuglarda, C73 kodlu Alteromonas alvinella irkinin en
yiiksek hiicre tretimine sahipken en diisik EPS drettigi gozlenmistir. C91
(Pseudoalteromonas marina)’in en yliksek EPS verimliligine: 0,80 (EPS kuru
agirhgr/hiicre kuru agirhigl) sahip oldugu tespit edilmistir. Diger izolatlar ise,
C91°den daha az miktarda EPS verimliligine sahiptir (Sekil 3.18). Calismada hiicre
sayisindaki artig ile EPS iiretim verimliligi arasinda negatif bir iliski gérilmiistiir (r=-
0,75, p=0,05). Yani izole ettigimiz irklar, metabolizmalarin1 EPS iiretiminden ziyade,

hiicre tiretiminde daha yogun olarak kullanmaktadirlar.

3.3.3.2 EPS’lerin Toplam Seker Analizleri i¢in 490nm’de ve Toplam Protein
Analizleri icin 595nm’de Cikarilan Standart Grafikler ve Analiz Sonuglart

Seker analizleri i¢in 0-100pg/ml aralikta glukoz soliisyonunun spektrofotometrede
490nm dalga boyunda olgiilen absorbans degerleri sonucu ¢ikarilan standart grafik

Sekil 3.19°da verilmistir.
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Il Hicre

4t L JErs
Verimlilik
3}
2}
1}
O 1 1 1 1 1 1 1
197 C73 12 a1

150 196 c111 184

Hucre Kuru Agirhgi, EPS Kuru Agr 11 (g/l)
Verimlilik (EPS Kuru Agirhigi /Hucre Kuru Agirligr)

Sekil 3.18 EPS iireticisi 8 izolatin hiicre kuru agirliklarimin (g/1), EPS kuru

agirliklarmin (g/1) ve EPS verimliliginin karsilastiriimasi.

y = 0.0101x + 0.1539

R? = 0.9966 /

1 /
0.8 /
0.6
0.4 /
0.2
0 T T T T T 1

0 20 40 60 80 100 120

Sekil 3.19 Toplam seker miktar1 tayini i¢in 490nm’deki standart grafik

Bradford yontemi ile 595nm’de elde edilen ortalama absorbans degerlerine gore

protein standart grafigi Sekil 3.20’de verilmistir.
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Sekil 3.20 Toplam protein miktar1 tayini i¢in 595nm’deki standart grafik

Yapilan analizlerde, 8 izolatin EPS’sinin sekerleri ve proteinleri icerdigi

goriilmiistiir (Tablo 3.7). En yiiksek seker (510,6mg/1) C111 (Alteromonas alvinella)

ve protein (582,0mg/l) miktar1 184 (Pseudoalteromonas elyakovii) numarali izolatta

tespit edilmistir. Calismada izolatlarin tamaminda diistik seker ve protein miktarlar

belirlenmistir.

Tablo 3.7 EPS {ireticisi 8 izolatin EPS’sinde bulunan toplam seker ve protein miktarlari

izolat no Toplam EPS Toplam seker (mg/l Toplam protein (mg/1
(mg/l) EPS) EPS)

150 (K. pneumonia) 2200 425,6 407,4

184 (P. elyakovii) 1500 177,0 582,0

C 111 (4. alvinella) 2100 510,6 289,6

197 (P. agarivorans) 2100 4104 153,8

C 73 (A. alvinella) 1400 380,2 130,4

12 (P. haloplanktis) 1700 349,7 153,2

C 91 (P. marina) 1700 360,6 160,0

196 (A. genoviensis) 1600 354,0 130,2
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3.3.3.3 EPS’lerin Ince Tabaka Kromatografisi (TLC) ile Seker Iceriklerinin

Belirlenmesi

[zolatlarin laboratuvar kosullarinda tespit edilen seker kompozisyonlari, Sekil
3.21, 3.22 ve Tablo 3.8’de verilmistir. Elde edilen sonuglarda, izolatlardaki laktoz
(glukoz ve galaktoz) ve sakkaroz (glukoz ve laktoz) gibi disakkaritlerin
hidrolizlenmedigi goriilmiistiir. Izolatlarin ikisinde, 12 (P. haloplanktis) ve 196 (4.
genoviensis)’da sadece laktoz (glukoz ve galaktoz) tespit edilirken, diger izolatlarin

laktoz ya da sakkarozun yani sira ramnozuda igerdikleri belirlenmistir.

Sekil 3.21 EPS iireticisi izolatlarin seker kompozisyonlar: ve standartlar; 1;Sakkaroz, 2; Laktoz, 3;
Arabinoz, 4; Ramnoz, 5; Riboz; 6; 184 (P. elyakovii), 7; 197 (P. agarivorans), 8; C111 (A. alvinella),
9; C91 (P. marina), 10; Glukoz, 11; Galaktoz, 12; Mannoz, 13; Fruktoz.

Sekil 3.22 EPS fiireticisi izolatlarin seker kompozisyonlar1 ve standartlar; 1;Sakkaroz, 2; Laktoz, 3;
Arabinoz, 4; Ramnoz, 5; Riboz; 6; 150 (K. pneumonia), 7;196 (4. genoviensis), 8; 12 (P. haloplanktis),
9; C73 (A. alvinella) 10; Glukoz, 11; Galaktoz, 12; Mannoz, 13; Fruktoz.
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Tablo 3.8 8 izolati iirettigi EPS’deki seker igerikleri

izolat no EPS’lerdeki Seker icerikleri

150(K. pneumonia) Laktoz (Glukoz ve Galaktoz), Ramnoz
184 (P. elyakovii) Sakkaroz (Glukoz ve Fruktoz), Ramnoz
C 111 (A. alvinella) Laktoz (Glukoz ve Galaktoz), Ramnoz
197 (P. agarivorans) Sakkaroz (Glukoz ve Fruktoz), Ramnoz
C 73 (A. alvinella) Laktoz (Glukoz ve Galaktoz), Ramnoz
12 (P. haloplanktis) Laktoz (Glukoz ve Galaktoz)

C 91 (P. marina) Sakkaroz (Glukoz ve Fruktoz), Ramnoz
196 (A. genoviensis) Laktoz (Glukoz ve Galaktoz)

3.3.4 Minimum Inhibisyon Konsantrasyonlari (MICs)

Tir tanis1 yapilan 20 izolatin, ¢alismada kullanilan antifouling boyalara bireysel
direnglerinin saptanmasi amaciyla, minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIC) ve
minimum bakterisidal konsantrasyonu (MBC) testleri yapilmistir (Sekil 3.23 ve
3.24). Testlerin sonucunda elde edilen veriler Tablo 3.9°da verilmistir. Elde edilen
sonuglara bakilirsa, bakteri tiirlerinin tiimiiniin antipashi boyada bliylime gosterdigi
gbzlenmistir. 088.1154 kodlu aktif bileseni ¢inko ve bakir oksit olan boyada, ve
088.1155 kodlu aktif bileseni flor olan boyada biiylime 1/32’lik seyreltmede
baslamistir. 279.2710 kodlu triazine diamine ve bakir oksit karisimli boyanin
bakteriler {iizerinde daha etkili oldugu goriilmiistir. Bu boyanin hi¢ bir
seyreltmesinde bakteriyal biliylime gozlenmemistir. 117 (P. marina), C90 (P.
marina), 196 (A. genoviensis), C102 (P. elyakovii), 185 (P. porphyrae), 187 (P.
porphyrae), C91 (P. marina) ve 12 (P. haloplanktis), numarali izolatlarin tiim boya
tiirlerine diger tiirlerden daha duyarli oldugu tespit edilmistir. Tiim izolatlar kontrol
amaciyla, ¢ozgenlerin Sul ve 20ul’lik konsantrasyonlar igin test edilmis ve kontrol

orneklerinde biiylime gostermislerdir.
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Sekil 3.23 96 Kuyucuklu elisa platelerde yapilan mic testi (C91 numarali izolat)

Sekil 3.24 Minimum bakterisidal konsantrasyonu (C91 numarali izolat)
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Tablo 3.9 izolatlarin boyalarin aktif maddelerine olan duyarliliklari; minimum inhibisyon

konsantrasyonu (MIC), minimum bakterisidal konsantrasyonu (MBC)

izolat no Boya no
088.1154 088.1155 279.2710 Antipas

C 36 (P. agarivorans) 1/16 1/16 - 1/4
1 84 (P. elyakovii) 1/16 1/16 - 1/4
C 102 (P. elyakovii) - - - 1/4
185 (P. porphyrae) - - - 1/4
187(P. porphyrae) - - - 1/4
180 (V. lentus) 1/16 1/16 - 1/4
C 111 (A. alvinella) 1/16 1/16 - 1/4
C 39 (4. genoviensis) 1/16 1/16 - 1/4
1105 (E. homiense) 1/16 1/16 - 1/8
16 (P. haloplanktis) 1/16 1/16 - 1/4
C 46 (P. marina) 1/16 1/16 - 1/4
117 (P. marina) - - - 1/8
C 90 (P. marina) - - - 1/8
150 (K. pneumonia) 1/16 1/16 - 1/4
197 (P.agarivorans) 1/16 1/16 - 1/4
C 73 (A. alvinella) 1/16 1/16 - 1/8
12 (P. haloplanktis) - - - 1/16
C 91 (P. marina) - - - 1/16
196 (A. genoviensis) - - - 1/16
19 (V. splendidus) 1/16 1/16 - 1/4




BOLUM DORT
TARTISMA VE SONUC

Bilindigi gibi sucul ortamlardaki bakterilerin bir kismi, canli ve cansiz yiizeyler
lizerinde tutunarak biyofilm yapisin1 olusturacak sekilde gelisim gosterirler.
Biyofilmlerin olusumunda, hiicre digina salgilanan polimerik maddeler (EPS) 6nemli
rol oynamaktadir. EPS; film, flok ve biyolojik ¢amur gibi mikrobiyal yiginlar1 tutan
yapidadir ve filmlerin yilizeye tutunmasini saglar. EPS olusumu, tiim mikrobiyal
yiginlarin mevcudiyeti i¢in 6n kosuldur (Decho, 2000). Gemi govdeleri, su altindaki
platformlar, petrol boru hatlari, samandiralar, balik aglar1 vb. su alt1 yapilarinda
biiyiik hasarlara neden olan ve ekonomik kayiplara yol agan biyofouling siirecinin de
baslangi¢ asamasimi yaygin olarak bakteriyal biyofilm gelisimi olusturmaktadir
(Thang ve Cooney, 1998). Ancak, fouling siirecini engelleme Tlizerine yapilan

calismalarda, tamamen etkili yontemler hentiiz gelistirilememistir.

Son yillardaki g¢aligmalar, biyofoulinge neden olan tiirlerin tespit edilmesi,
bunlarin EPS iiretim mekanizmalarinin molekiiler diizeyde engellenmesi {iizerine
odaklanmaktadir. Yaptigimiz caligmada, cevresel kosullar ve besin maddelerinin
miktar1 agisindan farklilik gosterdigi on goriilen iki ayr1 yat limanina yerlestirilmis
kafes sistemlerindeki sa¢ plakalar {izerinde olusan bakteriyal biyofilmlerdeki, tiir
yogunlugu ve cesitliligi belirlenmis, yine iilkemizde kullanilan gesitli antifouling
boyalarin etkinligi arastirilmistir. Ulkemizde, benzeri bir calismanin yapilmamis
olmasi, biyofilm yapisindaki tiir cesitliliginin saptanmasimnin ve ortam sartlar ile
iligkilerinin degerlendirilmesinin, yine ¢esitli antifouling boyalarin etkinliginin tespit

edilmesinin gerekliligi ¢aligmanin ¢ikis kaynagini olusturmustur.

Limanlar ve yat limanlari, su hareketlerinin zayif ve karasal kaynakl girdilerin
dolayisiyla organik maddenin zengin oldugu kompleks kiyisal alanlardir. Bu sinirh
alanlarda, ekonomik aktiviter yogun olarak yapilmaktadir (Kocak, 2007).
Makrofoulinge yol agan organizmalarin, sicaklik, tuzluluk, ¢oziinmiis oksijen gibi
cevresel degiskenlerden etkilendigi bilinmekte ve 6zellikle Polychaeta, Mollusca,

Crustacea ve Bryozoa grubu organizmalar ile bu g¢evresel degiskenlerin iliskileri
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yogun olarak calisilmaktadir. Sicaklik, besin elementlerinin kullanimi ya da 1s1ik
gecirgenligi gibi faktorler, fouling toplulugu icin gida kaynaklarini etkilemektedir.
Bunun yaninda, larval yerlesim bilhassa mikrobiyal film olusumundan ve c¢evresel
kosullardaki degiskenlikten etkilenmektedir (Kocak, 2007; Nandakumar, Matsunaga
ve Takagi, 2003).

Yaptigimiz c¢alismada, her iki yat limaninda, tespit edilen ¢oziinmiis oksijen,
sicaklik, tuzluluk ve pH degerleri bulgularda Tablo 3.1°de verilmistir. Cesme Setur
Marina’da 6l¢iilen minimum ve ortalama sicaklik degerleri, izmir I¢ Korfezi’nde yer
alan Levent Marina’da tespit edilenlerden daha yiiksek bulunmustur. Cesme Ilicalar
mevkinde olan yat limanindaki deniz suyu sicakligindaki ytiksekligin, bolgedeki
sicak su ¢ikis noktalari kaynakli olabilecegi diisiiniilmektedir. Her iki noktada da

sicaklik artisina bagl olarak oksijen degerlerinde diisiis gozlenmistir.

Sucul ortamlardaki baslica kirlilik kaynaklarinin evsel atiklar ve deniz tasimacilig
oldugu bilinmektedir. Azot ve fosfor gibi gibi elementlerin artisi, daha ¢ok insan
aktiviteleri sonucu olusan karasal kaynakli girdiler ile olmaktadir. Mikrobiyal yikim
ve minerilizasyon sonucunda, organik maddeden tiirevlenen birincil iiretimde artislar
goriilmektedir (Kocak ve Kucuksezgin, 2000). Yiiriitiilen calismada, iki ayr1 yat
limaninda o6lgiilen besin elementleri (TNOx-N (NO3;-N+NO,-N, NHy4-N, T-POs-P:
0.PO4-P) ve ¢oziinmiis organik karbon degerleri Cesme Setur Marina’da, Levent
Marina’ya oranla ¢ok daha diisiik olarak belirlenmistir (Bulgular; Sekil 3.1-3.5). Her
iki yat limaninda, besin elementleri, ¢Ozlinmiis organik karbon ve klorofil a
konsantrasyonlari agisindan tek yonlii varyans analizi yapildiginda da, yat limanlari
arasinda anlamli bir farklihk oldugu belirlenmistir. Sonug¢ olarak, Izmir I¢
Korfezi’'nde yer alan Levent Marina’daki kirlilik yiikiiniin daha fazla oldugu
goriilmektedir. Kocak ve Kucuksezgin (2000) tarafindan yapilan benzer bir
calismada da, Cesme’deki yat limaninda, diisiik besin elementleri degerleri ve
yiiksek oksijen konsantrasyonu tespit edilirken, Izmir’deki yat limanindaki denizsuyu

ise hayli 6trofik ve birincil liretim agisindan yogun olarak degerlendirilmistir.
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Yat limanlarinin fiziko-kimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi c¢aligmalarinin yani
sira, aragtirmanin temelini olusturan, bakteriyal biyofilm toplulugunun tespiti icin
oncelikle, deniz kullanimma uygun metal ve biyosit temelli boyalar uygulanmis
yapay yiizeyler hazirlanmig ve bu ylizeyler alt1 ay siiresince incelenmistir. Bu sistem,
benzeri caligmalardakine uygun sekilde, bazi modifikasyonlar yapilarak
hazirlanmistir. Benzer sekilde, Zhang, Fang ve Ko (2003), Hong Kong’daki Victoria
Limani’nda, denizdeki biyofilmlerde gelisen metan iireten bakterilerin varlig1 tizerine
yaptiklar1 bir calismada (40x15x1,5mm boyutlarinda) paslanmaz ¢elik plakalar
kullanmiglardir. Bakteriyal yogunluk ve tiirlerin izolasyonu i¢in plakalar, toplamda
90 giin siiresince su altinda birakilmistir. Yine bagka bir ¢alismada, Baltik Denizi ile
Kuzey Denizi arasindaki, Skagerrak Denizi (Isve¢)’nde, sabit paneller iizerinde
gelisen fouling olayini incelemek amaciyla pleksiglass (110x110x2mm) plakalar
kullamlmustir. Ornekleme siiresi 125. giine kadar siirmiistiir (Berntsson ve Johnsson,
2003). Diger bir g¢alismada ise, Nandakumar ve ark. (2003) Japonya, Chiba
denizinde, mikrofouling arastirmalar1 i¢in, (75x26x26mm boyutlarinda) celik
plakalar hazirlamis ve 30 giin 6rnekleme yapmislardir. Turetgen’in (2004), sogutma
suyu kulelerindeki biyofilm modeli iizerine yapmis oldugu bir ¢alismada ise, yine
benzer sekilde (20x50x1mm) paslanmaz c¢elik plakalar kullanilmis ve 30 giinliik bir
inceleme silireci uygulanmistir. Drake ve ark. (2005) ise balast tanklarinda gelisen
biyofilmleri  incelemek i¢in  20x10cm  boyutlarinda  polistren  plakalar

kullanmiglardir.

Ulkemizde kullanilan bazi antifouling boyalarin etkinliginin arastirilmasi
amaciyla yapdigimiz calismada; her iki yat limaninda da ornekleme periyodu
boyunca, tiim test plakalar1 yilizeyinde bakteriyal biiyiime gozlenmistir. Her iki yat
limaninda da temel bileseni florlu recine olan silikon temelli plakada ve sadece
antipas uygulanmis olan plakalarda 24. saatin sonunda bakteriyal gelisim
gozlenmistir. Temel bilesen ¢inko oksit ve bakir oksit olan boyanin uygulandigi
plakalarda, Levent Marina’da 72. saatin sonunda, Cesme Setur Marina’da ise 96.
saatin sonunda bakteriler gozlenirken, TBT ve bakir oksitli plakalarda her iki
marinada 120. saatte, triazin diamin ve bakir oksit karigimini iceren plakalarda ise

72. saatin sonunda toplam canli bakteri sayimi tespit edilmistir.
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Ornekleme siiresince, Levent Marina’da, en yiiksek toplam canli bakteri sayisi
(1,9x107 kob/cm?®) 088.1155 kodlu plakada tespit edilmistir. Buna karsin, Cesme
Setur Marina’da en yiiksek toplam canli bakteri sayis1 (2,2x10° kob/cm?) 279.2710
kodlu plakada belirlenmistir. Istatistik analizlerde yapilan tek yonlii varyans analizi,
yat limanlarn arasinda bakteriyal yogunluk acisindan anlamli bir degiskenlik
gostermemistir (p>0,05). Yine benzer sekilde, Cesme Setur Marina’daki test
plakalar1 arasinda toplam canli bakteri sayis1 agisindan istatistiksel olarak anlamli bir
varyasyon gorilmemistir (p>0,05). Diger yandan, Levent Marina’da yapilan tek
yonlii varyans analizinde, plakalar arasinda toplam canli bakteri yogunlugu acisindan
degiskenlik anlamli olarak tespit edilmistir (F=4,28, p<0,05). Bu sonuclar, Tukey
Honesty testi ile kontrol edilmistir ve bu varyasyonun 269.2710 ve 279.2710 kodlu
boyalardan kaynaklandig1 goriilmiistiir. Sonug olarak, triazine diamin ile tbt ve bakir
oksit igeren boyalarin digerleri ile karsilastirildiginda daha etkili oldugu tespit
edilmistir. Thang ve Cooney’in (1998) yaptiklar1 benzeri bir ¢alismada, {i¢ farklh
ylizey tizerinde deniz boyalarinin etkinligini arastirmislardir. Bu amagla, biyofilm
olusumuna yol agan P. aeruginosa tip tiirii kullanilmigtir. Aliminyum, fiberglass ve
celik yiizeyler {lizerine boyaya ilave olarak bakir ve ayrica TBT ilave etmisler. Bu
biyofilm modelinde TBT ve bakir iceren antifouling boyalar, mikrobiyal filmlerin
gelisiminin engellenmesi ilk asamalarda gergeklesmistir. Incelemenin sonunda, her
lic yiizeyde de bakteriyal biiylimenin oldugunu gozlemislerdir. TBT’li boya
aliminyum yiizeyde, fiberglass ya da paslanmaz celikten ¢ok daha etkindir. Bakir
boyali ylizeylerde 48 saatin sonunda bakir diren¢li hiicreler biiyiidigi ve film
olusturduklar1 goriilmiistlir. Yani, EPS’nin {iretimiyle bakir ve TBT nin aktivasyonu
engellenebilmektedir. Drake ve ark. (2005)’nin balast sularinda gelisen biyofilmler
ile ilgili yaptig1 baska bir calismada ise polivinil klorid plakalarin yiizeyinde flow
sitometri cihaziyla, cm”de ortalama 4x10° Vibrio alginolyticus, 315x10°

Pseudomonas putrefaciens belirlenmistir.

Fang ve ark.’nin (2002) toksik metaller ve kimyasallarin biyofilme etkisi ile ilgili
calismalarinda ise siilfat indirgeyen bakteriler test amacgli kullanilmistir. Hazirlanan

0zel reaktorlere, celik plakalar yerlestirilmis, Victoria Limani’ndan alinan deniz suyu
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steril edildikten sonra ortama eklenmis, bakteriler siilfat igeren ortamda
zenginlestirildikten sonra reaktdre koyulmus, daha sonra ortama Hong Kong deniz
sedimentinde bulunan yaklasik konsantrasyonlarda metaller ve toksik kimyasallar
eklenmistir. Calismanin sonunda, metaller bakterilerin aktivitelerini etkilemistir
ancak plakalarda EPS {iretimleri baskilanamamistir. EPS yapisinda, amino asitler ve
karboksilik asitler gibi fonksiyonel gruplari bulundurmasindan ve dolayisi ile metal

baglama dogasindan kaynaklanmistir.

Biyofilm olusturan bakterilerin izolasyonu i¢in 6zel segici bir ortam olmamasina
karsin, deniz ortamindan yapilan izolasyonlarda, distile suyun yaninda mutlaka deniz
suyu iceren Zobell 2216 e agar, Marine agar, Seawater agar ve R2A agar ortamlari
kullanilmakta ve inkiibasyon genellikle 20-30C°’ler arasinda yapilmaktadir (Kwon
ve ark., 2002; Lee ve ark., 2003; Patel ve ark., 2003; Unabia ve Hadfield, 1999).
Calismamizda, izolasyon amaciyla Zobell 2216e agar ve R2A agar ortamlar
kullanilmistir. Plakalardan, swap ve kazima yontemiyle alinan 6rnekler besiyerlere
ekilmigstir. Unabia ve Hadfield (1999), poliket Hydroides elegans’in larval yerlesimi
ve degisiminde, bakterilerin rolii lizerine yapmis olduklar1 bir ¢alismada, benzer
sekilde bakteri izolasyonu i¢in Ornekleri steril swap ile alarak besiyeri ortamina
transfer etmislerdir. Zobell 2216e agar ve R2A agar’li ortamlarda gelisen bakteriler,
cvik yapidaki kolonileri olusturmalari nedeniyle muhtemel EPS iireticileri olarak
secilmistir. Ornekleme siireci boyunca elde edilen izolatlarm kiiltiirel incelemeleri ve
bazi biyokimyasal analizleri “Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology’e gore
yapilmustir (Boureau ve ark., 2003; Patel ve ark., 2003). Ileri biyokimyasal analizler
icin API (Biomérieux, France) hizli tanilama sistemleri kullanilmistir. Ancak, API
biyokimyasal test kitleri ile tiir tanist agisindan sonu¢ alinamamistir. Bu hizli tanima
sistemleri, klinik ve gida kokenli patojenleri tanilamada etkin iken yavas bliyiime
gosteren gevresel orneklerdeki bakteriler i¢in daha az uygunluktadir. Ceyhan (2008)
tarafindan yapilan benzeri bir ¢aligmada da sogutma suyu kulelelerinden elde edilen
12 bakteriyal izolattan sadece iki tanesi API sistemi ile %99,5 (B. cepacia) ve %99,2
(B. gladioli)’lik yiiksek identifikasyon oranlariyla tanilanmistir. API test kitleri,
“Biolog Mikroplate” yontemi (Biolog, Inc., California) gibi fenotipik tanilama
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sistemlerinin kontrolii ve dogrulanmasi mutlaka molekiiler teknikler kullanilarak

yapilmalidir (Kwon ve ark., 2002; Réttd, Suiko ve Siika-aho, 2005).

Son yillarda molekiiler tanilama testlerindeki gelismeler hizla devam etmektedir.
DNA-DNA hibridizasyon prensibine dayali FISH (Floresans in-situ Hibridisation)
teknigi ve rRNAgenlerini hedefleyen PCR (Polymerase Chain Reaction)’a dayali
teknikler yaygin olarak kullanilmaktadir (Madigan ve ark., 2003). Biyofilm olusturan
bakterilerin kesin tanilanmasinda her iki yontemde kullanilmaktadir. Bir ¢ok
calismada, biyofilm olusturan bakterilerin DNA izolasyonu, hizl1 ve oldukg¢a yiiksek
saflikta genomik DNA elde edilmesinden dolayr yaygin olarak ticari kitlerle
gerceklestirilmistir. AccuPrep genomik DNA izolasyon kiti (Bioneer) (Lee ve ark.,
2002), Wizard genomik DNA izolasyon kiti (Promega) (Kwon ve ark., 2003; Okabe,
Ito ve Satoh, 2003) bunlardan bazilaridir. Bizde ¢alismamizda, ZR Fungal/Bakteriyal
DNA izolasyon kiti (Zymo Research) kullanarak, genomik DNA’y1 yiiksek saflikta
elde etmis olduk. Farkli cinslere ait tiirlerle ¢alisdigimizdan, 16S rDNA’y1 kodlayan
DNA kisimlarinin gogaltilmasi i¢in 27F ve 1522R kodlu evrensel primerler (Kwon
ve ark., 2002; Lee ve ark., 2003) kullanilmistir. Biyofilmlerdeki bakterilerin tanilama
caligmalarinda, 27F ve 1522 R kodlu primerlerin yam sira 1518R, 338F ve 518R
(Kwon ve ark., 2002), pA ve pH (Patel ve ark., 2003), 1055F ve 1392R (Webster ve
ark., 2004), ARCH622 ve ARCH934 (Zhang ve ark., 2003) gibi diger primerlerde

amaca gore kullanilabilmektedir.

Yaptigimiz arastirmada, DNA’nin, PCR ile ¢ogaltilmas: amaciyla da hazir PCR
kiti (FastStart Taq Polimeraz, dNTPack Kiti, Roche) kullanilmistir. PCR i¢in en iyi
sonuclarin elde edildigi kosullar, lrtinlerin elektroforezinde temiz bantlar elde
edilinceye kadar baglanma sicakligi ve siiresinde ufak degisiklikler yapilarak
belirlenmistir (Kwon ve ark., 2002; Lee ve ark., 2003; Patel ve ark., 2003). PCR
tiriinleri alinan izolatlar, yaklasik 1400bp’lik niikleotid dizilerinin belirlenmesi
amactyla RefGen’e gonderilmistir. Daha sonra alinan sonuglar, Gen Bankasi’na
(BLAST) girilerek kayith diziler ile karsilagtirilmis ve en uygun diziler secilerek
Clustal W programiyla (1.81 versiyonu) referans diziler indirilip izole edilen

nukleotid dizileri ile cakistirllmigtir. MEGA 4 programi kullanilarak, tiirlerin
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filogenetik agaci yapilandirilmistir (Altschul ve ark. 1997; Birgul ve ark., 2007;
Tamura ve ark., 2007). 16S rDNA analizleri sonucunda, 20 izolatin tiir tayini
yapilmustir. Tirlerin y-Proteobacteria and Firmicutes tiyeleri oldugu ve 5 farkli cinse
(Pseudoalteromonas, Alteromonas, Vibrio, Klebsiella ve Exiguobacterium) ait, 11
farkli tiir (Pseudoalteromonas agarivorans, P. elyakovii, P. porphyrae, P.
haloplanktis, P. marina, Alteromonas alvinella, A. genoviensis, Vibrio lentus, V.
splendidus, Klebsiella pneumonia ve Exiguobacterium homiense) tespit edilmistir
(Bulgular; Tablo 3.6, Sekil 3.17). Daha sonra bu izolatlarin her biri i¢in 16S RNA
dizileri kullanilarak, gen bankasindan NCBI (BLAST) bir giris kodu alinarak
uluslararas1 gen bankasinda {lilkemizde arastirilan tiirler olarak kayitlar1 yapilmistir.
Calismada her iki marina a¢isindan elde edilen cinsler karsilastirildiginda; yapilan
kimyasal analizler sonucu, oligotrofik oldugu belirlenen Cesme Setur Marina’da,
biyofilm yapisinda sadece Pseudoalteromonas ve Alteromonas’m tlrlerine
rastlanirken, Otrofik Ozellik gosteren Levent Marina’da Pseudoalteromonas ve
Alteromonas’in yanisira Klebsiella, Vibrio ve Exiguobacterium genusu lyeleride
tespit edilmistir. Bu durum, &trofik ortamda olusan biyofilmdeki tir gesitliliginin
daha fazla oldugunu gostermektedir. Kore, Dae-Ho Dike deniz suyunda, cam
ylizeyler ilizerinde gelisen biyofilm bakterileri iizerine yapilan bir ¢calismada, suya
birakilan cam yiizeylerden yapilan Orneklemeler sonucunda, 139 1wk biiyiime
gostermistir. Bunlardan 8 tanesi ileri c¢alismalar i¢in segilmistir. Yapilan
biyokimyasal testler ve 16S rDNA analizleri sonucunda, Bacillus megaterium (%99,)
B. thuringiensis (%100), Staphylococcus saprophticus (%99), Micrococcus luteus
(%99), Agarobacterium vitis (%99) tiirleri tespit edilmistir (Kwon ve ark.’nin 2002).
Lee ve ark.’nin (2003), Mokpo Limani’nda (Kore), deniz biyofilmleri iizerine
yaptiklar1 benzeri bir ¢aligmada ise, 31 izolat kiiltiire edilmis ve bunlardan 17 tanesi
16S rDNA analizleri ile tanilanmustir. izolatlar, a-Proteobacteria (Ochrobactrum
anthropi, Paracoccus carotinifaciens); vy-Proteobacteria (Pseudoalteromonas
agarovorans, P. piscicida, Pseudomonas aeruginosa, Shewanella baltica, Vibrio
parahaemolyticus, V. pomeroyi), CFB (Cytophaga-Flavobacteria-Bacteroides) grubu
(Cytophaga latercula, Tenacibaculum mesophilum), yiksek GC igerikli gram-
pozitifler (Arthrobacter nicotianae, Brevibacterium casei, B. epidermidis,

Tsukamurella inchonensis) ve diisikk GC igerikli gram-pozitifler (Bacillus macroides,
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Staphylococcus haemolyticus, S. warneri) olarak belirlenmistir. Patel ve ark.’nin
(2003), Enteromorpha zoosporlarinin yerlesimi ve degisiminde bakteriyal biyofilmin
etkinligini aragtirdiklar1 ¢calismalarinda ise, Enteromorpha nin ve kayalarin yiizeyleri
gibi dogal ortamlardan 99 bakteriyal izolat elde edilmis ve 16S rDNA dizi analizleri
ile 37 wk tanilanmistir; y-Proteobacteria (28 1rk), Cytophaga-Flavobacteria-
Bacteroides (CFB) grup (6 irk) ve a-Proteobacteria (1 1irk). 2 izolat ise tam
tanilanamamis ancak CFB grup ile <%93 dizi benzerligi gostermistir. Ana grup, -
Proteobacteria’dan Pseudoalteromonas (14 k), Vibrio (5 k), Shewanella (5 1rk),
Halomonas (3 11k) ve Pseudomonas (1 1rk) ile temsil edilmektedir. Su kulelerinde
biyofilm olusturan bakteriler iizerine yapilan bir ¢caligmada ise, izole edilen 12 1rkin
molekiiler analizler sonucu Pseudomonas cepacia, P. fluorescens, Pasteurella
haemolytica, Shigella dysenteriae, Aeromonas hydrophila, Pantoea agglomerans,
Proteus vulgaris, Burkholderia gladioli ve Sphingomonas paucimobilis oldugu

belirlenmistir (Ceyhan, 2008).

a-Proteobacteria, y-Proteobacteria ve CFB grup bakteriler deniz g¢evrelerinde
kiltiire edilebilir baskin gruplardir (Kelly ve Chistoserdov, 2001; Patel ve ark., 2003)
ve cesitli deniz biyofilmlerinde tanilanmislardir. a-Proteobacteria, y-Proteobacteria
ve CFB grup bakteriler mercanlarda da baskin olarak bulunurken (Frias-Lopez,
Zerkle, Bonheyo ve Fouke, 2002) derin denizlerdeki sicak su deliklerinde tiipsii
kurtguklarla iligkili bulunmuslardir. Cytophaga laterculai, Pseudoalteromonas
agarovorans, P. piscicida, Shewanella baltica ve Vibrio pomeroyi gibi bir ¢ok tiir
deniz suyundan ya da deniz canlilarindan elde edilmislerdir (Lee ve ark., 2003;
Romanenko ve ark., 2003; Thompson ve ark., 2003). Pseudoalteromonas iyeleri,
deniz suyu, buzullar, okaryotik deniz canlilar1 gibi genis kaynaklardan tespit
edilmektedir (Evans, Raftery, Egan, ve Kjelleberg, 2007; Nam ve ark., 2007;
Nichols, Garon, Bowman, Raguenes ve Guezennec, 2004). P. agorovorans agarolitik
deniz izolatidir (Romanenko ve ark., 2003). P. marina ilk olarak Yellow
Denizi’ndeki  gelgit alaninda  tanilanmigtir  (Nam  ve ark.,  2007).
Pseudoalteromonas’lar, bir ¢cok deniz bakterisi i¢inde nadir ve merak uyandiracak
ekolojik 6zelliklere ve tibbi 6neme sahip bakterilerdir. Bu bakterilerin aktivitelerinin

anlasilmasi, mikrobiyal ve deniz ekosistemi ac¢isindan Onemlidir. Heniiz
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kesfedilmemis bilesikler; hem ila¢ tliretimi agisindan hem de diger uygulamalar
acisindan ¢ok faydali olabilecektir. Bu grup, genis kapsamli enzimatik aktiviteleri

olan degerli organizmalardir (Bowman, 2007; Dorbetsov ve ark., 2007).

Alteromonas’larin yine bir ¢ok deniz yiizeyinde, kolonizasyona neden olan ilk
grup oldugu bilinmektedir (Webster ve ark., 2004). Alteromonas alvinella ve A.
genoviensis deniz suyundan izole edilen tiirlerdendir. Vibrionaceae ailesi, ozellikle
deniz ve hali¢ sular1 gibi sucul ¢evrelerde bulunan bakterilerden olugmaktadir ve
planktondan baliga kadar cesitli organizmalarla iliskililidir (Macian ve ark., 2001).
Exiguobacterium ise filogenetik olarak Bacillus ile iliskilidir ve ¢esitli ¢cevrelerden
izole edilebilmektedir (Kim ve ark., 2005). Calismalarin bir kismi, EPS {iretimleri ve
biyofilm olusturmalar1 nedeniyle, ¢esitli sucul ortamlardan Pseudoalteromonas’ larin
izolasyonu Tlzerine odaklanmaktadir. Nichols ve ark.’min (2004) yaptig1 bir
calismada, Antartik sulardan elde edilen Pseudoalteromonas sp. ile iligkili
bakterilerin kiiltiirde EPS {iretimleri {izerine yapilmistir. EPS iiretme yetenegindeki
bakteriler, oncli kolonize olanlar olarak yiizeye yerlesme konusunda ¢ok

basarilidirlar.

Fouling siirecinde, dogal antibiyotiklere direngli tiirler, kolonizasyonda avantaj
kazanmakta (Rao, Webb ve Kjelleberg, 2006) ve olusacak olan ekolojik niste sayica
baskin hale gelebilmektedirler. EPS {ireticisi bu bakterilerin fouling ile iliskileri
lizerine yapilmis bir ¢ok calisma da bulunmaktadir. Ornegin, Patel ve ark’nin (2003)
Enteromorpha zoosporlarinin tiir spesifik yerlesimi analizlerinde, cam yiizeyler
lizerinde biyofilm gelisimi {izerine incelemeler yapilmistir. Spor yerlesiminde
bakteriyal yogunluk ile zoospor sayisi karsilastirilmis, arada pozitif bir korelasyon
oldugu yani bakteriyal irklarin spor yerlesiminde etkin oldugu goriilmiistiir. Vibrio ve
Shewanella’nin spor yerlesimini tesvikledigi goriiliirken, baz1 Pseudoalteromonas
irklarinin ise yerlesimi engelleyici etki (lizis) gosterdigi belirlenmistir. Ayn1 grubun
onceki ¢aligmalarinda ise biyofilmdeki bakteri yogunlugu ile zoospor sayis1 arasinda
pozitif bir korelasyon goriilmistiir. Karisik kiiltiirde olusan EPS’nin  Ciona
intestinalis larvalarinin yerlesimininde etkin oldugu, buna neden olanin ise EPS

yapisindaki bakterilerin salgiladigi sinyaller oldugu belirlenmistir. Son olarak,



112

Enteromorpha sporlarinin ylizeye yerlesiminde bakterilerin “quorum sensing”
mekanizmas1 sirasinda salgiladiklar1 agil homoserin laktonun etkili oldugu tespit
edilmistir (Joint ve ark., 2002; Patel ve ark., 2003). Benzer sekilde, y-Proteobacteria,
Cytophaga-Flavobacterium-Bacteroides ve bazi gram pozitif bakteri cinslerinin H.
elegans ve diger bir cok omurgasiz larvalarinin (4nthozoa, Scyphozoa ve Hydrozoa)
ve alglerin ylizeye yerlesiminde, Alteromonas espejiana’nin, Hydractinia
echinata’nin, Vibrio alginolyticus’un 1ise Cassiopea andromeda larvalarinin
degisiminde etkin olduklari belirlenmistir (Patel ve ark., 2003; Unabia ve Hadfield,
1999; Webster ve ark., 2004).

Fouling siirecinde etkin olan EPS; oksijen, mineraller, C ve N gibi besinlerin
mevcudiyetinde, biiyiimenin 6zellikle durgunluk fazinda mikroorganizmalarin bir
kismi tarafindan dretilen bir materyaldir. Besiyeri kompozisyonunun, EPS
tiretiminde O6nemli bir yeri vardir ve genellikle C:N orani1 yiiksek ortamlar
kullanilmaktadir. Glukoz, galaktoz ve sakkaroz mikrobiyal tiirlerin biiyiik bir
kisminin EPS iiretimi i¢in yaygin olarak tercih edilen C kaynaklaridir (Ceyhan,
2008). Calismamizda, tiir tanis1 yapilan 20 izolatin, laboratuvar ortaminda iyi EPS
tireticisi oldugu goriilen 8 tanesi (I50 Klebsiella pneumonia, 197 P. agarivorans, C73
A. alvinella, 12 P. haloplanktis, C91 P. marina, 196 A. genoviensis, C111 A.
alvinella, 184 P. elyakovii), EPS karakterizasyonlarinin belirlenmesi amaciyla YMG
Broth’ da fermentasyona tabi tutularak test edilmistir (Ceyhan ve Ozdemir, 2008;
Ko, Lee, Park ve Lee, 2000; Kwon ve ark., 2002; Ozdemir, Ceyhan ve Manav,
2005;). 8 izolat i¢in elde edilen kuru hiicre agirhgr g/I’de 2,10+0,18
(Pseudoalteromonas marina C91) ile 4,00+0,18 (Alteromonas alvinella C73)
arasinda degismektedir. EPS’nin kuru agirhigt ise 1,40+£0,11 (C73 Alteromonas
alvinella) 1ile 2,20+0,11 (I50 Klebsiella pneumonia) g/l arasmda degerler
gostermektedir. Bu sonuglarda, C73 kodlu Alteromonas alvinella irkinin en ytliksek
hiicre iiretimine, buna karsin en diigiik EPS tiretimine sahip oldugu gézlenmistir. C91
(Pseudoalteromonas marina)’in en yiksek EPS verimliligine: 0,80 (EPS kuru
agirh@i/hiicre kuru agirligl) sahip oldugu tespit edilmistir. Diger izolatlar ise,
C91°den daha az miktarda EPS verimliligine sahiptir (Bulgular; Sekil 3.18).

Caligsmada, hiicre sayisindaki artis ile EPS iiretim verimliligi arasinda negatif bir
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iliski goriilmiustiir (r=-0,75, p=0,05). Yani izole etti§imiz irklar, metabolizmalarini
EPS iiretiminden ziyade, daha yoZun olarak hiicre iiretiminde kullanmaktadir. Benzer
bir sonug, Kwon ve ark.’larinin (2002) yaptig1 ¢alismada bildirilmistir. Kuru hiicre
agirliklant (g/I’de) 0,39+0,15 (Agarobacterium vites) ile 7,09£0,20 (Micrococcus
luteus), Kuru EPS agirliklar1 ise 0,11+0,01 (M. [luteus) ile 1,32+0,19 (Bacillus
megaterium) arasinda degismektedir. Bacillus megaterium, 2,60 ile en yiiksek EPS
verimine sahip izolat olarak bulunmustur. Deniz suyundaki cam yiizeyde gelisen 8
izolat lizerinde yapilan ¢aligmada hiicre biiytimesi ve EPS iiretkenligi arasinda benzer
sekilde negatif iliski (r=-0,74, p=0,03) goriilmistiir. Bu durumu, irklar {istiin bir
hiicre iiretimi gosterdiklerinde, EPS verimliliginin disiik olacagr seklinde
tanimlamiglardir. Yani organizmalar, metabolizmalarini hiicre sayisini arttirma
yoniinde kullanmiglardir. Yiiksek biyokiitle ve diisiik biyokiitleye sahip gruplar
arasindaki EPS verimliligindeki farkliligi, karbohidratlar1 kullanabilme yeteneklerine
baglamislardir. Yapilan calismada, EPS’nin ancak ¢oziiniir formu olciilebilmistir.
Ciinkii EPS iki farkli fiziksel durumda bulunmaktadr. ilki hiicre-bagl form ve digeri
¢Oziiniir form seklindedir. Hiicre kiitlesinden daha ¢ok bu hiicre-bagli EPS formunun
bulundugu &rneklerde santrifiijle ¢dken hiicre materyali yogundur. izolatlarin yogun
hiicre biiylimesi gostermeleri bu nedenledir. Varsayilan sonug, izolatlarin iyi hiicre
biiylimesi gosterdikleri ve hiicre-bagli EPS {irettikleri, buna karsin diisiik miktarda

¢ozilinilir formda EPS iirettikleri yoniindedir.

Lazarova ve Manem (1995), EPS analizlerinde, biyofilmdeki baslica bilesenler
olarak karbohidratlar ve proteinlerin saptanmasini 6nermislerdir. Karbohidrat miktari
tayininde en yaygin kullanilan yontem Dubois ve ark’nin (1956) “Spektrofotometrik
Fenol Siilfirik Asit” yontemi, protein miktar tayininde ise Bradford tarafindan
gelistirilen “Coomassie Brillant Blue” yontemidir (Bradford, 1976). Bu yontemler
kolay, giivenirliligi yiiksek olup yaygin sekilde kullanilmaktadir (Kwon ve ark.,
2002; Ozdemir ve ark., 2005). Yaptigimiz analizlerde, 8 izolatin EPS’sinin sekerleri
ve proteinleri igcerdigi belirlenmistir (Bulgular; Tablo 3.7). En yiiksek seker (510,6
mg/l) CI111 (Alteromonas alvinella) ve protein (582,0 mg/l) miktar1 184
(Pseudoalteromonas elyakovii) numarali izolatta tespit edilmistir. Caligsmada

izolatlarin tamaminda diislik seker ve protein miktarlar1 belirlenmistir. Benzeri bir
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calismada, glukoz eklenmis olan siv1 kiiltiirde, Pseudoalteromonas tiirlerinin tirettigi
EPS de yapilan kolorimetrik kimyasal analizlerde protein, notral sekerler ve lironik
asitlerin miktarlariin  diisiik oldugu gorlilmiistiir. Benzer biyokimyasal
kompozisyonlar sicak su alanlarindaki topluluklarindan elde edilen Alteromonas
tiirlerinden elde edilen EPS ile ilgili ilk ¢alismalarda da gozlenmistir (Nichols ve
ark., 2004; Raguenes, Cambon-Bonavita, Lohier, Boisset ve Guezennec, 2003;).
Izolatlarimiz seker ve protein igerikleri agisindan genel olarak birbirine yakin
sonuglar gosterirken, sadece 184 kodlu P. elyakovii’nin protein (582,0mg/1) iceriginin
sekerlerden (177,0 mg/l) daha fazla oldugu belirlenmistir. Fang ve ark.’nin (2002)
toksik metaller ve kimyasallarin biyofilm olusumu iizerine etkisini inceledikleri bir
calismada, iiretilen EPS’lerde proteinlerin sekerlerden yiiksek oldugu goriilmiis ve
toksik metaller ve kimyasallarin bulunusunun protein igerikli EPS iiretimini daha
fazla tesvikledigi seklinde yorumlanmistir. Ancak calismamizda, laboratuvar
kosullarinda bireysel tiirlerin iirettigi EPS’lerin karakterize edildigi, deniz ortaminda
karigik kiiltiirlerin bir arada bulunmasi sonucu tiirler arasi etkilesimlerin olabilecegi

ve tretilen EPS’lerde farklilik bulunabilecegi goz ardi edilmemelidir.

Izolatlarm laboratuvar kosullarinda ince tabaka kromotografisi yontemi ile tespit
edilen seker kompozisyonlari, Sekil 3.21 ile 3.22 ve Tablo 3.8’de verilmistir. Elde
edilen sonuglarda, izolatlardaki ana seker bilesenleri laktoz (glukoz ve galaktoz) ve
sakkaroz (glukoz ve laktoz) gibi disakkaritlerin hidrolizlenmedigi goriilmiistiir. Bu
sorunun asilmasinda, kromatografide kullanilan yiriitiiclilerin ya da uygulanan
konsantrasyonlarmin degistirilmesi yoluna gidilebilir. izolatlarm ikisinde, 12 (P.
haloplanktis) ve 196 (A. genoviensis)’da sadece laktoz (glukoz ve galaktoz) tespit
edilirken, diger izolatlarin glukoz, ramnoz, laktoz ya da galaktoz icerdikleri
belirlenmistir. Kwon ve ark.’min (2002) benzer yontem kullanarak yaptiklari
calismada, deniz suyundaki cam ylizey iizerinden elde edilen izolatlarin laboratuvar
ortaminda irettikleri EPS’nin ana seker bilesenleri glukoz, galaktoz, mannoz,
ramnoz, ksiloz ve riboz olarak belirlenmistir. Benzer seker kompozisyonlar: 0,5
NH,SO4 ile hidrolizleme basamagindan sonra tespit edilmistir. Ceyhan (2008)
tarafindan yapilan calismada, sogutma suyu kulelerinden elde edilen izolatlarin

tirettigi EPS’lerin HPLC ile belirlenen iceriginde baslica glukoz bulundugu, diger
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tanimlanan sekerlerin ise galaktoz, mannoz, ramnoz, fruktoz, arabinoz oldugu tespit
edilmistir. Seker kompozisyonu, kiiltiir kompozisyonu degistiginde farklilik
gosterebilmektedir. Bir ¢ok raporda verildigi lizere, gesitli Pseudomonas irklarindan
elde edilen hiicre dis1 polisakkaritlerde yine baslica seker olarak glukoz, galaktoz,
mannoz ve ramnoz tespit edilmistir. Bazt EPS’lerin yiiksek ve diisiik molekiiler
agirhk olarak iki kisimdan olustugu oOngoriilmektedir. Ornegin, Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus tarafindan iretilen yiiksek molekiiler agirliga sahip

EPS’nin 5:1:1 oraninda sirasiyla galaktoz, glukoz ve ramnoz icerdigi gozlenmistir

(Ceyhan, 2008).

Bazi tiirlerin, ayni ortamda kendi irklart i¢inde bile EPS kompozisyonu agisindan
farklilik gosterdikleri bildirilmistir Hiicre disi polimerik maddelerdeki seker
kompozisyonu, bakteriyal tiirlere ve bunlarin elde edildigi farkli kompozisyondaki
kaynaklara baghdir (Lindberg, Holmbom, Viisdnen, Weber ve Salkinojan-Salonen,
2001). Ko ve arkadaglarinin (2000) yaptig1 ¢aligmalarda; EPS iiretiminin, mikrobiyal
tiir, en uygun C/N orani, kiiltivasyon sicaklig1 ve siiresi gibi bir ¢ok faktore bagl
olarak degisim gosterdigi belirlenmistir. Ornegin, C kaynag1 olarak glukoz
kullanildiginda, Lactobacillus casei CG 11, Sphingomonas pancimobilis’in en
yiiksek EPS verimine sahip oldugu goriilmiistiir. EPS’leri, C/N orani agisindan
incelendiginde; C/N orani 3/1 oranindan fazla oldugunda, verimliligin (kuru EPS
agirhgrkuru hiicre agirligl) distiigii  belirlenmistir.  Maksimum EPS  verimi,
Xanthomonas camperstris i¢in ise optimum C/N orani 2/1 olarak tespit edilmistir.
Yine, EPS verimliligine NaCl’lin etkisini belirlemek i¢in yaptiklar1 ¢aligmada,
Habhella chejuensis’in %1’lik NaCl miktarinda en iyi EPS verimine sahip oldugu
goriilmiistiir. EPS verimi i¢in ortam sicakligi 20-25C®’de olmas1 gerektigi, 30C°’ nin
iistiinde bu verimin diistiigli de 6nemli kosullar arasindadir. Laboratuvardaki,
kiiltiivasyon siiresi ¢aligmalarinda ise EPS iiretiminin 120. saatte en yiiksek verime

ulastig1 goriilmiistiir.

Son olarak, tiir tanisi yapilan 20 izolatin, calismada kullanilan antifouling
boyalara bireysel direnglerinin saptanmasi amaciyla, minimum inhibisyon

konsantrasyonu ve minimum bakterisidal konsantrasyonu testleri yapilmustir.
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Testlerin sonucunda elde edilen veriler Tablo 3.9’da verilmistir. Antipas, test edilen
tiim bakterilere karsi zayif bir antibakteriyal etki gostermistir. Flor iceren silikon
boya ve ¢inko oksit ile bakir oksit iceren boyalar tiim test organizmalari i¢in benzer
ozellik gostermistir. Triazin diamin ve bakir oksit igeren boya en etkili olarak
bulunmustur. Bu boyanin hi¢ bir seyreltmesinde bakteriyal biiylime gézlenmemistir.
117 (P. marina), C90 (P. marina), 196 (A. genoviensis), C102 (P. elyakovii), 185 (P.
porphyrae), 187 (P. porphyrae), C91 (P. marina) ve 12 (P. haloplanktis), numarali
izolatlarin tiim boya tilirlerine diger tiirlerden daha duyarli oldugu tespit edilmistir.
Calismalarimizin 6nerdigi sonuglar, bireysel biyofilm bakterileri antifouling boyalara
duyarli iken bakteriyal biyofilm gelisiminden sonra boyalara kars1 diren¢ kazanmis

olmalandir.

Boya arastirmalarinda, deneysel gozlemlerin 6nemli yer tuttugu goriilmektedir.
Biyofilmlere antifoulinglerin etkisi, biyofilmin yenilenme oranlari, biyofilmden
bagimsiz su kolonundaki potansiyel biyosit salinimi gibi cevaplanmasi gereken
sorular bulunmaktadir. Yeni antifouling boyalarin {iretim siirecinde; Oncelikle
modelde dikkat edilmesi gereken kosullar, boyanin kararli ve degisken kosullardaki
davramisidir. Calismalarda, deniz ortaminin ve gemi isletim parametrelerinin
etkilerinin incelenmesi gereklidir. Segilen deneylere bagli olarak, standart
laboratuvar testlerinden (abiyotik kosullar) sonra, deniz ortaminda boyanin davranisi
aragtirtlmalidir. Antifouling bilesiklerin saliniminda 6nemli noktalar boyanin
formiilasyonu, uygulandig1 ylizey ve cevre kosullaridir. Boya denemelerinde, yapay
su ortamindaki boya salinimi, dogal deniz suyuna oranla 39 kez daha fazla olabilir.
Bu sapmanin potansiyel bir nedeni, dogal ¢evrelerde antifouling kapli yiizeylerde
biyofilm olusmasinin kaginilmaz olmasidir. Boyanin uygulandigi yiizeyde,
mikrobiyal tabakanin olusumunun etkiside mutlaka irdelenmelidir (Almeida ve ark.,

2007; Chambers ve ark., 2006; Yebra ve ark., 2006a).

Sonug olarak yaptigimiz ¢aligmadan elde edilen veriler; biyofilm i¢inde yer alan
bakteri tiirlerinin, bireysel olarak antifouling boyalara maruz birakildiginda, bu
boyalara kars1 oldukca duyarl iken; biyofilm yapist icinde mevcut boyalara karsi

direncli olduklarin1 géstermektedir. Fouling olayinda biiyiik oranda sorunun ¢oziimii,
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biyofilm olusumunun engellenmesidir. Bu amacla, biyofilmi olusturan tiirlerin tim
diinya genelinde tanilanmasi, aralarindaki etkilesimi saglayan sinyal molekiillerinin
belirlenmesi ve molekiiler diizeyde bu sinyal maddelerinin salgilanmasinin
engellenmesi, ya da polisakkarit sekerleri arasinda baglarin enzimatik olarak yok
edilmesi ve dolayisiyla biyofilm olusumunun ortadan kaldirilmast {izerinde
calismalarin  yogunlasmasimin gerektigi bunlarin yani1 sira yine denizdeki
bakterilerden elde edilen antimikrobiyal bilesiklerin yenilik¢i ve pratik
uygulamalariyla, biyofoulinge karsi miicadelede boyalarda etkin olarak

kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.
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978

966

1038

1026

1098

1086

1158

1146

1218

1206

1278

1266

1338

1326

1398

1386

TGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACACTTGACATACAGA

RNy Ra NNy
TGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACACTTGACATACAGA

GAACTTTCTAGAGATAGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGATACAGGTGCTGCATGGCTGT

RNy NN RNy
GAACTTTCTAGAGATAGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGATACAGGTGCTGCATGGCTGT

CGTCAGCTCGTGTTGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTATCCTT

LR e e e e e e e e e el
CGTCAGCTCGTGTTGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTATCCTT

AGTTGCTAGCAGGTAATGCTGAGAACTCTAAGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAG

TR e e e e e e e e e e e e el
AGTTGCTAGCAGGTAATGCTGAGAACTCTAAGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAG

GTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGTGTAGGGCTACACACGTGCTACAATG

IR e e e e e e e e e e e e e e e
GTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGTGTAGGGCTACACACGTGCTACAATG

GCGCATACAGAGTGCTGCGAACCTGCGAAGGTAAGCGAATCACTTAAAGTGCGTCGTAGT

LR e e e e e e e e e e e el
GCGCATACAGAGTGCTGCGAACCTGCGAAGGTAAGCGAATCACTTAAAGTGCGTCGTAGT

CCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGTATCAG

LR e e e e e e e e e e e et
CCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGTATCAG

AATGACGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTG

FEELRR LR e e e e e e e e e e e et
AATGACGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTG

GGTTGCTCCAGAAGTAGATAGTCTAACCCTCGGGAGGACGTTTA 1441

LR e e e el
GGTTGCTCCAGAAGTAGATAGTCTAACCCTCGGGAGGACGTTTA 1429

977

965

1037

1025

1097

1085

1157

1145

1217

1205

1277

1265

1337

1325

1397

1385

Ek 1 izolat 117’ye ait 16S rDNA’nin kismi sekans dizisinin gen bankasi niikleotid blast sonucu

>

gene, partial sequence
Length=1500

Score = 2634 bits (1426), Expect = 0.0
Identities
Strand=Plus/Plus

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct

4

25

64

84

124

144

184

204

244

264

1456/1470 (99%), Gaps = 3/1470 (O%)

AACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCTCGTAACAGAAAGTAGCTTGCTAC

FELLERR R e e e e e et i e el
AACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGC-GGTAACAGAAAGTAGCTTGCTAC

TTTGCTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCTTGGGAACATGCCTTTAGGTGGGGGAC

LR e e e e e e e e e e e ey et
TTTGCTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCTTGGGAACATGCCTTGAGGTGGGGGAC

AACAGTTGGAAACGACTGCTAATACCGCATGATGTCTACGGACCAAAGGGGGCTTCGGCT

FELREER R e e e e e e e el
AACAGTTGGAAACGACTGCTAATACCGCATAATGTCTACGGACCAAAGGGGGCTTCGGCT

CTCGCCTAAAGATTGGCCCAAGTGGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGG

L NN RN RNy
CTCGCCTTTAGATTGGCCCAAGTGGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGG

CAACGATCCCTAGCTGGTTTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCA

LR e e e e e e e e e e ey i
CGACGATCCCTAGCTGGTTTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCA

gb]DQ537520.1] Pseudoalteromonas elyakovii strain BSi20610 16S ribosomal RNA

63

83

123

143

183

203

243

263

303

323

136


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=107124597&dopt=GenBank&RID=4HAU1EMB016&log$=nuclalign&blast_rank=9

Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Shjct

Query

304

324

364

384

424

444

484

504

544

564

604

624

664

684

724

744

784

803

844

862

904

922

964

982

1024

1042

1084

1102

1144

1162

1204

1222

1264

1282

1324

1342

1384

GACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCC

RN RNy
GACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCC

ATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGTCAGGAGGAAAGGT

NNy RNy
ATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACT TTCAGTCAGGAGGAAAGGT

TAGTAGTTAATACCTGCTAGCTGTGACGTTACTGACAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGT

LRELRE R e e e e e e e e e e e e el
TAGTAGTTAATACCTGCTAGCTGTGACGTTACTGACAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGT

GCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGC

RNy RNy
GCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGC

GTACGCAGGCGGTTTGTTAAGCGAGATGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCAT

IR e e e e e e e e e e e e e el
GTACGCAGGCGGTTTGTTAAGCGAGATGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCAT

TTCGAACTGGCAAACTAGAGTGTGATAGAGGGTGGTAGAATTTCAGGTGTAGCGGTGAAA

IR e e e e e e e e e e e e el
TTCGAACTGGCAAACTAGAGTGTGATAGAGGGTGGTAGAATTTCAGGTGTAGCGGTGAAA

TGCGTAGAGATCTGAAGGAATACCGATGGCGAAGGCAGCCACCTGGGTCAACACTGACGC

NNy
TGCGTAGAGATCTGAAGGAATACCGATGGCGAAGGCAGCCACCTGGGTCAACACTGACGC

TCATGTACGAAAGCGTGGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAA

LR et e e e e e e e e e e e et
TCATGTACGAAAGCGTGGGG-AGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAA

ACGATGTCTACTAGAAGCTCGGAACCTCGGTTCTGTTTTTCAAAGCTAACTGCATTAAGT

TRELEE R e e e e e e e e e et et
ACGATGTCTACTAGAAGCTCGGAACCTCGGTTCTGTTTTTCAAAGCTAAC-GCATTAAGT

AAACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCA

F I e e e e e e e e e e e e e e e el
AGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCA

CAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACACTTGAC

LEELLREER e e e e e e e e e e e e e et
CAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACACTTGAC

ATACAGAGAACTTACTAGAGATAGTTTGGTGCCTTCGGGAACTCTGATACAGGTGCTGCA

IR e e e e e e e e e e el
ATACAGAGAACTTACTAGAGATAGTTTGGTGCCTTCGGGAACTCTGATACAGGTGCTGCA

TGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCC

LRELEE LR e e e e e e e e e el
TGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCC

TATCCTTAGTTGCTAGCAGGTAATGCTGAGAACTCTAAGGAGACTGCCGGTGATAAACCG

RNy RNy
TATCCTTAGTTGCTAGCAGGTAATGCTGAGAACTCTAAGGAGACTGCCGGTGATAAACCG

GAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGTGTAGGGCTACACACGTGC

NN RNy
GAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGTGTAGGGCTACACACGTGC

TACAATGGCGCATACAGAGTGCTGCGAACTCGCGAGAGTAAGCGAATCACTTAAAGTGCG

TR e e e e e e e e e e e e e e e
TACAATGGCGCATACAGAGTGCTGCGAACTCGCGAGAGTAAGCGAATCACTTAAAGTGCG

TCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGC

RNy NNy
TCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGC

GTATCAGAATGACGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCAT
IR e e e e e e e e e e e e e el
GTATCAGAATGACGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCAT

GGGAGTGGGTTGCTCCAGAAGTAGATAGTCTAACCGTCGGGAGGACGTTTACCTCGGAGT

363

383

423

443

483

503

543

563

603

623

663

683

723

743

783

802

843

861

903

921

963

981

1023

1041

1083

1101

1143

1161

1203

1221

1263

1281

1323

1341

1383

1401

1443

137



LREEEREER e e e e e e e e PR e e il
Shjct 1402 GGGAGTGGGTTGCTCCAGAAGTAGATAGTCTAACCCTCGGGAGGACGTTTACCACGGAGT 1461

Query 1444 GATTCATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAG 1473

LEELLEREE e el
Shjct 1462 GATTCATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAG 1491

Ek 2 izolat C102’ye ait 16S rDNA’nin kismi sekans dizisinin gen bankas1 niikleotid blast sonucu

>r- gbJAY771715.1] Pseudoalteromonas porphyrae 16S ribosomal RNA gene, partial
sequence
Length=1509

Sort alignments for this
subject sequence by:
E value Score Percent
identity
Query start position

Subject start position

0.0
2/773 (O%)

Score = 1415 bits (766), Expect
Identities = 771/773 (99%), Gaps
Strand=Plus/Plus

Query 5 ACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGTAACAGAGAGTAGCTTGCTACTT 64

FRELEE LR e e e e e e e e e e e e el
Shjct 17  ACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGTAACAGAGAGTAGCTTGCTACTT 76

Query 65  TGCTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCTTGGGAATATGCCTTTTGGTGGGGGACAA 124

LR e e e e e e e e e e e e el
Shjct 77  TGCTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCTTGGGAATATGCCTTTTGGTGGGGGACAA 136

Query 125 CAGTTGGAAACGACTGCTAATACCGCATGATGTCTACGGACCAAAGTGGGGGACCTTCGG 184

RN RNy
Shjct 137 CAGTTGGAAACGACTGCTAATACCGCATGATGTCTACGGACCAAAGTGGGGGACCTTCGG 196

Query 185 GCCTCACGCCAAAAGATTAGCCCAAGTGGGATTAGCTAGTTGGTAAGGTAATGGCTTACC 244

. LR e e e e e e e e el
Shjct 197 GCCTCACGCCAAAAGATTAGCCCAAGTGGGATTAGCTAGTTGGTAAGGTAATGGCTTACC 256

Query 245 AAGGCAACGATCCCTAGCTGGTTTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGG 304

FEELLEELE R e e e e e e e e e e e e e el
Shjct 257 AAGGCAACGATCCCTAGCTGGTTTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGG 316

Query 305 CCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGC 364

NNy Ru RNy
Shjct 317 CCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGC 376

Query 365 AGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGTCAGGAGGAA 424

TR e e e e e e e e e el
Shjct 377 AGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGTCAGGAGGAA 436

Query 425 AGGGTGTGTTTTAATAGAGCATATCTGTGACGTTACTGACAGAAGAAGCACCGGCTAACT 484

. RN NN RN RNy
Shjct 437 AGGGTGTGTTTTAATAGAGCATATCTGTGACGTTACTGACAGAAGAAGCACCGGCTAACT 496

Query 485 CCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTA 544

LR e e e e e e e e e e e e e e e et
Shjct 497 CCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTA 556

Query 545 AAGCGTACGCAGGCGGTTTGTTAAGCGAGATGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAACT 604

FEELLREER e e e e e e e e e el
Shjct 557 AAGCGTACGCAGGCGGTTTGTTAAGCGAGATGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAACT 616

Query 605 GCATTTCGAACTGGCAAACTAGAGTGTGATAGAGGGTGGTAGAATTTCAGGTGTAGCGGT 664
TR e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

138


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=54645955&dopt=GenBank&RID=4HB0BJDY013&log$=nuclalign&blast_rank=6
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DISPLAY_SORT=0&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_DESIGN=on&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=4HB0BJDY013&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&HSP_SORT=1#54645955
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DISPLAY_SORT=0&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_DESIGN=on&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=4HB0BJDY013&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&HSP_SORT=3#54645955
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DISPLAY_SORT=0&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_DESIGN=on&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=4HB0BJDY013&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&HSP_SORT=3#54645955
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DISPLAY_SORT=0&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_DESIGN=on&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=4HB0BJDY013&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&HSP_SORT=2#54645955
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DISPLAY_SORT=0&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_DESIGN=on&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=4HB0BJDY013&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&HSP_SORT=4#54645955

Shjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct

Score

617

665

677

723

737

= 1227 bits (664), Expect
Identities = 672/675 (99%), Gaps

GCATTTCGAACTGGCAAACTAGAGTGTGATAGAGGGTGGTAGAATTTCAGGTGTAGCGGT

GAAATGCGTAGAGATCTGA-GGAATACCGATGGCGAAG-CAGCCACCTGGGTCAACACTG

LELERLRERRee e peee e e e e ey ce el
GAAATGCGTAGAGATCTGAAGGAATACCGATGGCGAAGGCAGCCACCTGGGTCAACACTG

ACGCTCATGTACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTC 775

FELLELE R e e e e e e e e el
ACGCTCATGTACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTC 789

0.0
3/675 (O%)

Strand=Plus/Plus

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query

Sbjct

778

741

836

801

896

861

956

921

1016

981

1076

1041

1136

1101

1196

1161

1256

1221

1316

1280

1376

1340

1436

1400

TCATGTACGAAAGCGTGGGGAGCAAACA-GATTAGATA-CCTGGTAGTCCACGCCGTAAA

TR e e e Peeeen ey e et
TCATGTACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAA

CGATGTCTACTAGAAGCTCGGAGCCTCGGTTCTGTTTTTCAAAGCTAACGCATTAAGTAG

NNy NN R RNy
CGATGTCTACTAGAAGCTCGGAGCCTCGGTTCTGTTTTTCAAAGCTAACGCATTAAGTAG

ACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACA

TRELEE R e e e e e e e e e e e e e e e el
ACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACA

AGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACACTTGACAT

TR e e e e e e e e e e e e el
AGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACACTTGACAT

ACAGAGAACTTACCAGAGATGGTTTGGTGCCTTCGGGAACTCTGATACAGGTGCTGCATG

TR e e e e e e e e e e e e e
ACAGAGAACTTACCAGAGATGGTTTGGTGCCTTCGGGAACTCTGATACAGGTGCTGCATG

GCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTA

LEELER LR e e e e e e e e e e e e e e et
GCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTA

TCCTTAGTTGCTAGCAGGTAATGCTGAGAACTCTAAGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGA

LR e e e e e e e e e e e e e el
TCCTTAGTTGCTAGCAGGTAATGCTGAGAACTCTAAGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGA

GGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGTGTAGGGCTACACACGTGCTA

LEEERE R e e e e e e e e et
GGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGTGTAGGGCTACACACGTGCTA

CAATGGCGCATACAGAGTGCTGCGAACTCGCGAGAGTAAGCGAATCACTTAAAGTGCGTC

TRELRE LR e e e e e e e e e e e e e e et
CAATGGCGCATACAGAGTGCTGCGAACTCGCGAGAGTAAGCGAATCACTTAA-GTGCGTC

GTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGT

RN NNy
GTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGT

ATCAGAATGACGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGG

IR e e e e e e e e e e e
ATCAGAATGACGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGG

GAGTGGGTTGCTCCA 1450

LELLLELELtnl
GAGTGGGTTGCTCCA 1414

676

722

736

835

800

895

860

955

920

1015

980

1075

1040

1135

1100

1195

1160

1255

1220

1315

1279

1375

1339

1435

1399

Ek 3 izolat 187’ye ait 16S rDNA’nin kismi sekans dizisinin gen bankast niikleotid blast sonucu

139



> gb]AY563032.1] Pseudoalteromonas marina strain mano6 16S ribosomal RNA gene,

partial sequence

Length=1438

Score

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct

= 2628 bits (1423), Expect = 0.0
Identities = 1430/1433 (99%), Gaps = 2/1433 (0%)
Strand=Plus/Plus

6

8

66

68

126

128

186

188

246

248

306

308

366

368

426

428

486

488

546

548

606

608

666

668

726

728

786

788

846

848

906

907

TGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGTAACAGAAAGTAGCTTGCTACTTTGCT

RN NNy
TGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGTAACAGAAAGTAGCTTGCTACTTTGCT

GACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCTTGGGAACATGCCTTGAGGTGGGGGACAACAGT

NNy
GACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCTTGGGAACATGCCTTGAGGTGGGGGACAACAGT

TGGAAACGACTGCTAATACCGCATAATGTCTACGGACCAAAGGGGGCTTCGGCTCTCGCC

LREEEE LR e e e e e e e e e e e e e et
TGGAAACGACTGCTAATACCGCATAATGTCTACGGACCAAAGGGGGCTTCGGCTCTCGCC

TTTAGATTGGCCCAAGTGGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCAACGA

LEEELE R e e e e e e e e e e e e el
TTTAGATTGGCCCAAGTGGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCAACGA

TCCCTAGCTGGTTTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCC

NNy
TCCCTAGCTGGTTTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCC

TACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCCATGCCG

NN RN NNy
TACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCCATGCCG

CGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGTCAGGAGGAAAGGGTGTGAG

LR e e e e e e e e e e e e
CGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGTCAGGAGGAAAGGGTGTGAG

TTAATACCTCATATCTGTGACGTTACTGACAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGC

LR e e e e e e e e e e e e e e el
TTAATACCTCATATCTGTGACGTTACTGACAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGC

AGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTACGC

RN RN RNy
AGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTACGC

AGGCGGTTTGTTAAGCGAGATGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTTCGAA

TEELEE R e e e e e e e e e e e e e e e e
AGGCGGTTTGTTAAGCGAGATGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTTCGAA

CTGGCAAACTAGAGTGTGATAGAGGGTGGTAGAATTTCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTA

IR e e e e e e e e e e e e e e et
CTGGCAAACTAGAGTGTGATAGAGGGTGGTAGAATTTCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTA

GAGATCTGAAGGAATACCGATGGCGAAGGCAGCCACCTGGGTCAACACTGACGCTCATGT

RNy
GAGATCTGAAGGAATACCGATGGCGAAGGCAGCCACCTGGGTCAACACTGACGCTCATGT

ACGAAAGCGTGGGGAGCAAACGGGATTAGATACCCCGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGT

NN NNy
ACGAAAGCGTGGGGAGCAAACGGGATTAGATACCCCGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGT

CTACTAGAAGCTCGGAACCTCGGTTCTGTTTTTCAAAGCTAACGCATTAAGTAGACCGCC

RN RN AR NN RR NNy
CTACTAGAAGCTCGGAACCTCGGTTCTGTTTTTCAAAGCTAACGCATTAAGTAGACCGCC

TGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGT

LR TR e e e e e e e e e e e e e el
TGGG-AGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAAT TGACGGGGGCCCGCACAAGCGGT

GGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCACCGCGAAGAACCTTACCTACACTTGACATACAGAG

LR e e e e e e e e e e
GGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACACTTGACATACAGAG

65

67

125

127

185

187

245

247

305

307

365

367

425

427

485

487

545

547

605

607

665

667

725

727

785

787

845

847

905

906

965

966

140


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=45505258&dopt=GenBank&RID=4HB6E206013&log$=nuclalign&blast_rank=66

Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Shjct
Query
Shjct

966

967

1026

1026

1086

1086

1146

1146

1206

1206

1266

1266

1326

1326

1386

1386

AACTTTCTAGAGATAGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGATACAGGTGCTGCATGGCTGCT

TRLLEREER R e e e e e e e e e e e e e e et 1
AACTTTCTAGAGATAGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGATACAGGTGCTGCATGGCTG-T

CGTCAGCTCGTGTTGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTATCCTT

LEELEE LR e e e e e e e e e e e el
CGTCAGCTCGTGTTGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTATCCTT

AGTTGCTAGCAGGTAATGCTGAGAACTCTAAGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAG

TR e e e e e e e e e e e e e el
AGTTGCTAGCAGGTAATGCTGAGAACTCTAAGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAG

GTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGTGTAGGGCTACACACGTGCTACAATG

IR e e e e e e e e e e e e e e e
GTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGTGTAGGGCTACACACGTGCTACAATG

GCGCATACAGAGTGCTGCGAACCTGCGAAGGTAAGCGAATCACTTAAAGTGCGTCGTAGT

LR e e e e e e e e e e e el
GCGCATACAGAGTGCTGCGAACCTGCGAAGGTAAGCGAATCACTTAAAGTGCGTCGTAGT

CCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGTATCAG

LR e e e e e e e e e e e et
CCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGTATCAG

AATGACGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTG

TEELRR LR e e e e e e e e e e e e e et
AATGACGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTG

GGTTGCTCCAGAAGTAGATAGTCTAACCCTCGGGAGGACGTTTACCACGGAGT 1438

LEEERE e e e e e e e e e e e el
GGTTGCTCCAGAAGTAGATAGTCTAACCCTCGGGAGGACGTTTACCACGGAGT 1438

1025

1025

1085

1085

1145

1145

1205

1205

1265

1265

1325

1325

1385

1385

Ek 4 izolat C90’a ait 16S rDNA’nin kismi sekans dizisinin gen bankas1 niikleotid blast sonucu
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>r- emb | AM887686.1] Alteromonas genovensis partial 16S rRNA gene, strain LMG 24079

Length=

1507

Sort alignments for this

subject sequence by:

identity

E value Score

Percent

Query start position

Subject start position

Score

= 1404 bits (760), Expect

Identities
Strand=Plus/Plus

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct

836

711

896

771

956

831

1016

891

1076

951

0.0
0/766 (0%)

764/766 (99%), Gaps

CCTGGCCAAAGACTGACGCTCATGTGCGAAAGTGTGGGTAGCGGACAGGATTAGATACCC

LR e e e e e e e e e e et Pl
CCTGGCCAAAGACTGACGCTCATGTGCGAAAGTGTGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCC

TGGTAGTCCACACCGTAAACGCTGTCTACTAGCTGTTTGTGACTTTAAGTCGTGAGTAGC

LRELRE R e e e e e e e e e e el
TGGTAGTCCACACCGTAAACGCTGTCTACTAGCTGTTTGTGACTTTAAGTCGTGAGTAGC

GAAGCTAACGCGATAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATG

TR e e e e e e e e e e e
GAAGCTAACGCGATAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATG

AATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGA

FEELLEELR e e e e e e e e e e e e el
AATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGA

ACCTTACCTACACTTGACATGCAGAGAACTTTCTAGAGATAGATTGGTGCCTTCGGGAAC

TR e e e e e e e e e e e e e el
ACCTTACCTACACTTGACATGCAGAGAACTTTCTAGAGATAGATTGGTGCCTTCGGGAAC

895

770

955

830

1015

890

1075

950

1135

1010


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=161513324&dopt=GenBank&RID=4HBAFP33013&log$=nuclalign&blast_rank=4
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DISPLAY_SORT=0&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_DESIGN=on&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=4HBAFP33013&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&HSP_SORT=1#161513324
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DISPLAY_SORT=0&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_DESIGN=on&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=4HBAFP33013&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&HSP_SORT=3#161513324
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DISPLAY_SORT=0&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_DESIGN=on&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=4HBAFP33013&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&HSP_SORT=3#161513324
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DISPLAY_SORT=0&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_DESIGN=on&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=4HBAFP33013&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&HSP_SORT=2#161513324
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DISPLAY_SORT=0&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_DESIGN=on&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=4HBAFP33013&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&HSP_SORT=4#161513324

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct

1136

1011

1196

1071

1256

1131

1316

1191

1376

1251

1436

1311

1496

1371

1556

1431

TCTGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCC

LEELRE LR e e e e e e e e e e
TCTGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCC

CGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTGCCAGCATTTGGTTGGGCACTCTAAGGAGAC

LEEERR LRt e e i e el
CGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAAGGAGAC

TGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGTGT

EELLELR R e e e e e e e e e e e e e el
TGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGTGT

AGGGCTACACACGTGCTACAATGGCATTTACAGAGGGAAGCGAGACAGTGATGTGGAGCG

RN RN NNy
AGGGCTACACACGTGCTACAATGGCATTTACAGAGGGAAGCGAGACAGTGATGTGGAGCG

GACCCCTTAAAGAATGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGG

RNy
GACCCCTTAAAGAATGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGG

AATCGCTAGTAATCGCAAGTCAGAATATTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACA

FEELLEREE e e e e e e e e e e el
AATCGCTAGTAATCGCAAGTCAGAATATTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACA

CCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGATGCAAAAGAAGTAGTTAGTTTAACCTTCGGGAGA

LR e e e e e e e e e e el
CCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGATGCAAAAGAAGTAGTTAGTTTAACCTTCGGGAGA

ACGATTACCACTTTGTGTTTCATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAG 1601

TR e e e e e e e
ACGATTACCACTTTGTGTTTCATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAG 1476

Score = 1376 bits (745), Expect = 0.0
Identities
Strand=Plus/Plus

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct

2

35

62

95

122

155

182

215

242

275

302

335

362

395

422

455

482

515

= 745/745 (100%), Gaps = 0/745 (O%)

CATGCAAGTCGAACGGTAGCAGGAAGTGCTTGCACTTTGCTGACGAGTGGCGGACGGGTG

LR e e e e e e e e e e el
CATGCAAGTCGAACGGTAGCAGGAAGTGCTTGCACTTTGCTGACGAGTGGCGGACGGGTG

AGTAATGCTTGGGAACTTGCCTTTGCGAGGGGGATAACAGTTGGAAACGACTGCTAATAC

FELEERR R e e e e e e e e e e e e el
AGTAATGCTTGGGAACTTGCCTTTGCGAGGGGGATAACAGTTGGAAACGACTGCTAATAC

CGCATAATGTCTACGGACCAAACGGGGCTTAGGCTTCGGCGCAGAGAGAGGCCCAAGTGA

RN NN RN NN RNy
CGCATAATGTCTACGGACCAAACGGGGCTTAGGCTTCGGCGCAGAGAGAGGCCCAAGTGA

GATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCTCACCAAGGCGACGATCTCTAGCTGTTCTGAGAG

RNy RN RNy
GATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCTCACCAAGGCGACGATCTCTAGCTGTTCTGAGAG

GAAGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGG

LR RNy
GAAGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGG

GAATATTGCACAATGGGGGAAACCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTT

TR e e e e e e e e e e e e e el
GAATATTGCACAATGGGGGAAACCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTT

CGGGTTGTAAAGCACTTTCAGTTGTGAGGAAAAGTGAGTAGTTAATACCTGCTCACCGTG

LELEEEE e e e e e e e e e el
CGGGTTGTAAAGCACTTTCAGTTGTGAGGAAAAGTGAGTAGTTAATACCTGCTCACCGTG

ACGTTAACAACAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGG

FELEEEE R e e e e e e e el
ACGTTAACAACAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGG

GTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTTGTTAAGCTAG

NNy
GTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTTGTTAAGCTAG

1195

1070

1255

1130

1315

1190

1375

1250

1435

1310

1495

1370

1555

1430

61

94

121

154

181

214

241

274

301

334

361

394

421

454

481

514

541

574

142



Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Shjct

Ek 5 Izolat C39’a ait 16S rDNA nin kismi sekans dizisinin gen bankas1 niikleotid blast sonucu

-

>

542

575

602

635

662

695

722

755

ATGTGAAAGCCCCGAGCTCAACTTGGGATGGTCATTTAGAACTGGCAGACTAGAGTCTTG

IR e e e e e e e e e e e e
ATGTGAAAGCCCCGAGCTCAACTTGGGATGGTCATTTAGAACTGGCAGACTAGAGTCTTG

GAGAGGGGAGTGGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATCTGGAGGAACATCA

LR e e e e e e e e e e e e
GAGAGGGGAGTGGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATCTGGAGGAACATCA

GTGGCGAAGGCGACTCCCTGGCCAAAGACTGACGCTCATGTGCGAAAGTGTGGGTAGCGA

ERLEELE e e e e e e e e e e e el
GTGGCGAAGGCGACTCCCTGGCCAAAGACTGACGCTCATGTGCGAAAGTGTGGGTAGCGA

ACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCC 746

LTl
ACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCC 779

RNA gene, partial sequence

Length=1497

Score = 2625 bits (1421), Expect = 0.0
Identities = 1430/1434 (99%), Gaps = 2/1434 (0%)
Strand=Plus/Plus

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct

5

47

65

107

125

167

185

227

245

287

305

347

365

407

425

467

485

527

545

587

CATGCAAGTCGAGCGGTAACAGAAAGTAGCTTGCTACTTTGCTGACGAGCGGCGGACGGG

LR e e e e e e e e e e e e et
CATGCAAGTCGAGCGGTAACAGAAAGTAGCTTGCTACTTTGCTGACGAGCGGCGGACGGG

TGAGTAATGCTTGGGAACATGCCTTGAGGTGGGGGACAACAGTTGGAAACGACTGCTAAT

TR e e e e e e e e e e e el
TGAGTAATGCTTGGGAACATGCCTTGAGGTGGGGGACAACAGTTGGAAACGACTGCTAAT

ACCGCATAATGTCTACGGACCAAAGGGGGCTTCGGCTCTCGCCTTTAGATTGGCCCAAGT

LT e e e e e e e e e e e el
ACCGCATAATGTCTACGGACCAAAGGGGGCTTCGGCTCTCGCCTTTAGATTGGCCCAAGT

GGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCAACGATCCCTAGCTGGTTTGAG

LR e e e e e e e e e e e et
GGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCAACGATCCCTAGCTGGTTTGAG

AGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTG

TRELEE TR e e e e e e e e e e e e e
AGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTG

GGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCC

RN RNy
GGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCC

TTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGTCAGGAGGAAAGGGTGTGAGTTAATACCTCACATCTG

IRELEE R e e e e e e e e e e e e et
TTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGTCAGGAGGAAAGGGTGTGAGTTAATACCTCACATCTG

TGACGTTACTGACAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGA

TR e e e e e e e e e e e e e el
TGACGTTACTGACAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGA

GGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTACGCAGGCGGTTTGTTAAGCG

RN RNy
GGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTACGCAGGCGGTTTGTTAAGCG

AGATGTGAAAGCCCCGGGCTCA-CCTGGGAACTGCATTTCGAACTGGCAAACTAGAGTGT

TR e e e e e e e el
AGATGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTTCGAACTGGCAAACTAGAGTGT

601

634

661

694

721

754

gh|DQ537518.1] Pseudoalteromonas haloplanktis strain BSi20594 16S ribosomal

106

124

166

184

226

244

286

304

346

364

406

424

466

484

526

544

586

603

646

143


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=107124595&dopt=GenBank&RID=4HBFC7VK016&log$=nuclalign&blast_rank=8

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct

604

647

664

707

724

767

783

827

843

887

903

947

963

1007

1023

1067

1083

1127

1143

1187

1203

1247

1263

1307

1323

1367

1383

1427

GATAGAGGGTGGTAGAATTTCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGAAGGAATAC

LEEEEEL R e e e e e e e e e e e e
GATAGAGGGTGGTAGAATTTCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGAAGGAATAC

CGATGGCGAAGGCAGCCACCTGGGTCAACACTGACGCTCATGTACGAAAGCGTGGGGAGC

RN RN RNy
CGATGGCGAAGGCAGCCACCTGGGTCAACACTGACGCTCATGTACGAAAGCGTGGGGAGC

AA-CGGGATTAGATACCCCGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTACTAGAAGCTCGGAA

LE LR e e e e e e e e e e el
AAACGGGATTAGATACCCCGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTACTAGAAGCTCGGAA

CCTCGGTTCTGTTTTTCAAAGCTAACGCATTAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCA

LR e e e e e e e e e e e e el
CCTCGGTTCTGTTTTTCAAAGCTAACGCATTAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCA

AGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAAT

TR e e e e e e e e e e e e el
AGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAAT

TCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACACTTGACATACAGAGAACTTACCAGAGATGGA

LR e e e e e e e e el
TCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACACTTGACATACAGAGAACTTACCAGAGATGGT

TTGGTGCCTTCGGGAGCTCTGATACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGA

LRELRE e e e e e ey et
TTGGTGCCTTCGGGAGCTCTGATACAGGTGCTGCATGGCTGTCATCAGCTCGTGTTGTGA

GATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTATCCTTAGTTGCTAGCAGGTAATG

LR R e e e e e e e e e e e
GATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTATCCTTAGTTGCTAGCAGGTAATG

CTGAGAACTCTAAGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGT

EELREEE R e e e e e e e e e e e e el
CTGAGAACTCTAAGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGT

CATCATGGCCCTTACGTGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCATACAGAGTGCTGC

NNy
CATCATGGCCCTTACGTGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCATACAGAGTGCTGC

GAACCTGCGAAGGTAAGCGAATCACTTAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAA

LR e e e e e e e e e e e e el
GAACCTGCGAAGGTAAGCGAATCACTTAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAA

CTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGTATCAGAATGACGCGGTGAATACG

RN RNy
CTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGTATCAGAATGACGCGGTGAATACG

TTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCTCCAGAAGTAGA

LR e e e e e e e e
TTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCTCCAGAAGTAGA

TAGTCTAACCCTCGGGAGGACGTTTACCACGGAGTGATTCATGACTGGGGTGAA 1436

LR e e e e e e el
TAGTCTAACCCTCGGGAGGACGTTTACCACGGAGTGATTCATGACTGGGGTGAA 1480

663

706

723

766

782

826

842

886

902

946

962

1006

1022

1066

1082

1126

1142

1186

1202

1246

1262

1306

1322

1366

1382

1426

Ek 6 izolat 16’ya ait 16S rDNA’nin kismi sekans dizisinin gen bankasi niikleotid blast sonucu
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>r- ref|NR_025509.1] Pseudoalteromonas agarovorans strain KMM 255 16S ribosomal RNA,

partial sequence

emb|AJ417594. 1]
Length=

Score

1505

= 2689 bits (1456), Expect = 0.0
Identities

1477/1486 (99%), Gaps = 5/1486 (0%)

Pseudoalteromonas agarovorans 16S rRNA gene, strain KMM 255


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=219878370&dopt=GenBank&RID=4HBM7STU01R&log$=nuclalign&blast_rank=2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=16555793&dopt=GenBank&RID=4HBM7STU01R&log$=nuclalign&blast_rank=2

Strand=Plus/Plus

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Shjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct

5

16

65

74

125

134

185

194

245

254

305

314

365

374

425

434

485

494

545

554

605

614

665

674

725

734

784

794

844

854

904

914

964

974

1024

1034

ACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGTCGCTCAACAGAGAGTAGCTTGCTAC

LRy A A RN NN NNy
ACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAG-CGGT-AACAGAGAGTAGCTTGCTAC

TTTGCTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCTTGGGAACATGCCTTGAGGTGGGGGAC

NN RN RN RNy
TTTGCTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCTTGGGAACATGCCTTGAGGTGGGGGAC

AACAGTTGGAAACGACTGCTAATACCGCATAATGTCTACGGACCAAAGGGGGCTTCGGCT

TR e e e e e e e e e e e e e e el
AACAGTTGGAAACGACTGCTAATACCGCATAATGTCTACGGACCAAAGGGGGCTTCGGCT

CTCGCCTTTAGATTGGCCCAAGTGGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGG

R e e e e e e e e e e e e el
CTCGCCTTTAGATTGGCCCAAGTGGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGG

CGACGATCCCTAGCTGGTTTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCA

R e e e e e e e e e e e el
CGACGATCCCTAGCTGGTTTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCA

GACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCC

RNy
GACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCC

ATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGTCAGGAGGAAAGGT

NN RN RN NN NNy
ATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGTCAGGAGGAAAGGT

TAGTAGTTAATACCTGCTAGCTGTGACGTTACTGACAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGT

EELEELRERE e e e e e e e e e e el
TAGTAGTTAATACCTGCTAGCTGTGACGTTACTGACAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGT

GCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGC

RNy R Ry
GCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGC

GTACGCAGGCGGTTTGTTAAGCGAGATGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCAT

RN RNy nanuniyy
GTACGCAGGCGGTTTGTTAAGCGAGATGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCAT

TTCGAACTGGCAAACTAGAGTGTGATAGAGGGTGGTAGAATTTCAGGTGTAGCGGTGAAA

NN NN RN NNy
TTCGAACTGGCAAACTAGAGTGTGATAGAGGGTGGTAGAATTTCAGGTGTAGCGGTGAAA

TGCGTAGAGATCTGAAGGAATACCGATGGCGAAGGCAGCCACCTGGGTCAACACTGACGC

ELEERE R e e e e e e e e e e el
TGCGTAGAGATCTGAAGGAATACCGATGGCGAAGGCAGCCACCTGGGTCAACACTGACGC

TCATGTACGAAAGCGTGGGGAGCAAACGG-ATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAA

ELRERR R e e e ey e e e e el
TCATGTACGAAAGCGTGGGGAGCAAACGGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAA

CGATGTCTACTAGAAGCTCGGAGCCTCGGCTCTGTTTTTCAAAGCTAACGCATTAAGTAG

RN R RN RNy
CGATGTCTACTAGAAGCTCGGAGCCTCGGCTCTGTTTTTCAAAGCTAACGCATTAAGTAG

ACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACA

FRELEE R e e e e e e e e e e e e e e el
ACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACA

AGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACACTTGACAT

NNy RN NNy
AGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACACTTGACAT

ACAGAGAACTTACCAGAGATGGTTTGGTGCCTTCGGGAACTCTGATACAGGTGCTGCATG

LRy RRu Ny
ACAGAGAACTTACCAGAGATGGTTTGGTGCCTTCGGGAACTCTGATACAGGTGCTGCATG

GCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTA

EEELE R e e e e e e e e e e e el
GCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTA

64

73

124

133

184

193

244

253

304

313

364

373

424

433

484

493

544

553

604

613

664

673

724

733

783

793

843

853

903

913

963

973

1023

1033

1083

1093

145



Query 1084 TCCTTAGTTGCTAGCAGGTAATGCTGAGAACTCTAAGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGA

LR e e e e e e e e e e e e e el
Shjct 1094 TCCTTAGTTGCTAGCAGGTAATGCTGAGAACTCTAAGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGA

Query 1144 GGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGTGTAGGGCTACACACGTGCTA

LEEERE R e e e e e e e e e et
Shjct 1154 GGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGTGTAGGGCTACACACGTGCTA

Query 1204 CAATGGCGCATACAGAGTGCTGCGAACTCGCGAGAGTAAGCGAATCACTTAAAGTGCGTC

RN NNy
Sbjct 1214 CAATGGCGCATACAGAGTGCTGCGAACTCGCGAGAGTAAGCGAATCACTTAAAGTGCGTC

Query 1264 GTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCAT

IR e e e e e e e e e e e et |
Shjct 1274 GTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGT

Query 1324 ATCAGAATGATGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGG

IR e e e e e e e e e e
Shjct 1334 ATCAGAATGATGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGG

Query 1384 GAGTGGGTTGCTCCAGAAGTAGATAGTCTAACCCTAGAGGAGGACGTTTACCACGGAGTG

LR e e et v e et
Shjct 1394 GAGTGGGTTGCTCCAGAAGTAGATAGTCTAACCCTCG-GGAGGACGTTTACCACGGAGTG

Query 1444 ATT-AGGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCCTAGGGGAACC 1488

L LR e e e e e e e
Shjct 1453 ATTCATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCCTAGGGGAACC 1498

Ek 7 izolat C36’ya ait 16S rDNA’nin kismi sekans dizisinin gen bankasi niikleotid blast sonucu

>r- gb | AF288360.1]|AF288360 Alteromonas alvinellae 16S ribosomal RNA gene, partial

sequence
Length=1459

Score = 2542 bits (1376), Expect = 0.0
Identities = 143671464 (98%), Gaps = 8/1464 (0%)
Strand=Plus/Plus

Query 5 CGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGTAACATTTCTAGCTTGCTAGAAGA

LR e e e e e e e e e e e e e e e el
Shjct 1 CGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGTAACATTTCTAGCTTGCTAGAAGA

Query 65 TGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGCTTGGGAACTTGCCTTCGGGAGGGGGATAACAG

TRELREEER R e e e e e e e e e e et 0 et
Shjct 61  TGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGCTTGGGAACTTGCCTTTGCGAGGGGGATAACAG

Query 125  TTGGAAACGACTGCTAATACCGCATAATGTCTACGGACCAAAGCGGG-CTTCGGCTC-G-

IRELEEEEE LR e e e e e e e eeen et i
Shjct 121  TTGGAAACGACTGCTAATACCGCATAATGTCTACGGACCAAA-CGGGGCTTCGGCTCCGG

Query 182  CACCTAAAGAGAGGCCCAAGTGAGATTAGCTAGTTGGTAAGGTAAAGGCTTACCAAGGCA

LD TR e e e e e e e e e e ey el
Shjct 180  CGC--AAAGAGAGGCCCAAGTGAGATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGCG

Query 242  ACGATCTCTAGCTGTTCTGAGAGGAAGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGA

FRELEE L e e e e e e e e e e e e e e e el
Shjct 238  ACGATCTCTAGCTGTTCTGAGAGGAAGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGA

Query 302  CTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGGGAAACCCTGATGCAGCCAT

LR e e e e et e e e e e e e e e el
Shjct 298  CTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGGGAAACCCTGATGCAGCCAT

Query 362  GCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGTTGTGAGGAAAAGTTG

LEELEE e e e e e e e e e e el
Shjct 358  GCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGTTGTGAGGAAAAGTTA

1143

1153

1203

1213

1263

1273

1323

1333

1383

1393

1443

1452

60

124

120

181

179

241

237

301

297

361

357

421

417

146


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=9858138&dopt=GenBank&RID=4HEURU4301S&log$=nuclalign&blast_rank=10

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Sbjct

422

418

482

478

542

538

602

598

662

658

722

718

782

778

842

836

902

896

962

956

1022

1016

1082

1076

1142

1136

1202

1196

1262

1256

1322

1316

1382

1376

1442

1436

GTAGTTAATACCTGCCAGCTGTGACGTTAACAACAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGC

LR e e e e e e e e e e el
GTAGTTAATACCTGCTAGCCGTGACGTTAACAACAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGC

CAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGC

LR e e e e e e e e e e e e g
CAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGC

ACGCAGGCGGTTTGTTAAGCTAGATGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGATGGTCATTT

FELLELE e e e e e e e e e el
ACGCAGGCGGTTTGTTAAGCTAGATGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGATGGTCATTT

AGAACTGGCAGACTAGAGTCTTGGAGAGGGGAGTGGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATG

TR e e e e e e e e e e e e e e
AGAACTGGCAGACTAGAGTCTTGGAGAGGGGAGTGGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATG

CGTAGATATCTGGAGGAACATCAGTGGCGAAGGCGGCTCCCTGGCCAAAGACTGACGCTC

LEELLEReenn e e e L e el
CGTAGATATCTGGAGGAACATCAGTGGCGAAGGCGACTCCCTGGCCAAAGACTGACGCTC

ATGTGCGAAGGTGTGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACACCGTAAACG

R e e e e et e e el
ATGTGCGAAAGTGTGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACACCGTAAACG

CTGTCTACTAGCTGTTGTGTGAATTTAATTCGTGAAGTAGCGAAGCTAACGCGCTAAGTA

LR e e ekt i e el
CTGTCTACTAGCTGT-GTGTGTCTTTAAGRCGTGC-GTAGCGAAGCTAACGCGCTAAGTA

GACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCAC

LRELRREER e e e e e e e e e e e e e e e et
GACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCAC

AAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACACTTGACA

FELLELR R e e e e e e e e e e el
AAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACACTTGACA

TGCAGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGACACAGGTGCTGCAT

LRERRREEREne e et eeee e e e e e e e e el
TGCAGAGAACTTTCTAGAGATAGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGACACAGGTGCTGCAT

GGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTT

LR e e e e e e e e e e et
GGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTT

GTCCTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAG

LRt e e e e e e e e e
GTCCTTAGTTGCCAGCCTTAAGTTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAG

GAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGTGTAGGGCTACACACGTGCTAC

LR e e e e e e e e e
GAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGTGTAGGGCTACACACGTGCTAC

AATGGCATTTACAGAGGGAAGCGAGACAGTGATGTGGAGCGGACCCCTTAAAGCATGTCG

FEELREEER e e e e e e e e e e e e e e ey i
AATGGCATTTACAGAGGGAAGCGAGACAGTGATGTGGAGCGGACCCCTTAAAGAATGTCG

TAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCAGG

NN NN NNy
TAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCAGG

TCAGCATACTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGG

N RNy
TCAGAATACTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGG

AGTGGGATGCAAAAGAAGTAGTTAGTCTAACCTTCGGGAGGACGATTACCACTTTGTGTT

TR e e e e e e e e e e et
AGTGGGATGCAAAAGAAGTAGTTAGTCTAACCTTCGGGAGGACGATTACCACTTTGTGTT

TCATGACTGGGGTGAAGTCGTAAC 1465

LEELLELEE LRl
TCATGACTGGGGTGAAGTCGTAAC 1459

481

477

541

537

601

597

661

657

721

717

781

77

841

835

901

895

961

955

1021

1015

1081

1075

1141

1135

1201

1195

1261

1255

1321

1315

1381

1375

1441

1435

147



148

Ek 8 izolat C111°e ait 16S rDNA nin kismi sekans dizisinin gen bankasi niikleotid blast sonucu

>r- gb]AY292936.1] Vibrio lentus strain Sat201 16S ribosomal RNA gene, complete
sequence
Length=1548

Score = 2736 bits (1481), Expect = 0.0
Identities = 1489/1493 (99%), Gaps = 0/1493 (0%)
Strand=Plus/Plus

Query 2 TGATCGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGAAACGACACTAACAATCCTT 61

EELEELE e e e e e e e e e e el
Sbjct 25  TGATCGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGAAACGACACTAACAATCCTT 84

Query 62 CGGGTGCGTTAATGGGCGTCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAAATTGCCTTG 121

NN NN RNy
Sbjct 85  CGGGTGCGTTAATGGGCGTCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAAATTGCCTTG 144

Query 122  ATGTGGGGGATAACCATTGGAAACGATGGCTAATACCGCATGATGCCTACGGGCCAAAGA 181

EELEELE R e e e e e e e e e el
Sbjct 145  ATGTGGGGGATAACCATTGGAAACGATGGCTAATACCGCATGATGCCTACGGGCCAAAGA 204

Query 182 GGGGGACCTTCGGGCCTCTCGCGTCAAGATATGCCTAGGTGGGATTAGCTAGTTGGTGAG 241

RN RN RNy
Sbjct 205  GGGGGACCTTCGGGCCTCTCGCGTCAAGATATGCCTAGGTGGGATTAGCTAGTTGGTGAG 264

Query 242 GTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGG 301

RN RNy
Shjct 265  GTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGG 324

Query 302  AACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGC 361

RNy RN RN R NnaaRananiy
Shjct 325  AACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGC 384

Query 362 GCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTT 421

EEEELE R e e e e e e e el
Sbjct 385  GCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTT 444

Query 422 CAGTTGTGAGGAAGGGGGTGTTGTTAATAGCTACATCTCTTGACGTTAGCAACAGAAGAA 481

LELEELRER R e et e e e el
Sbjct 445  CAGTTGTGAGGAAGGGGGTGTTGTTAATAGCAACATCTCTTGACGTTAGCAACAGAAGAA 504

Query 482 GCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGA 541

ELELE R e e e e e e e el
Sbjct 505  GCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGA 564

Query 542  ATTACTGGGCGTAAAGCGCATGCAGGTGGTTCATTAAGTCAGATGTGAAAGCCCGGGGCT 601

EEEERE R e e e e e e e e e el
Sbjct 565  ATTACTGGGCGTAAAGCGCATGCAGGTGGTTCATTAAGTCAGATGTGAAAGCCCGGGGCT 624

Query 602 CAACCTCGGAACTGCATTTGAAACTGGTGAACTAGAGTACTGTAGAGGGGGGTAGAATTT 661

LR e e e e e e e e e e e i
Shjct 625  CAACCTCGGAACTGCATTTGAAACTGGTGAACTAGAGTACTGTAGAGGGGGGTAGAATTT 684

Query 662 CAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGAAGGAATACCAGTGGCGAAGGCGGCCCCC 721

LEELRE R e e e e e e e e e e e et
Shjct 685  CAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGAAGGAATACCAGTGGCGAAGGCGGCCCCC 744

Query 722  TGGACAGATACTGACACTCAAATGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTG 781

LELREREERe e et e e e e e e el
Sbjct 745  TGGACAGATACTGACACTCAGATGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTG 804

Query 782 GTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTACTTGGAGGTTGTGGCCTTGAGCCGTGGCTTTCGG 841

LR RN RN RNy
Sbjct 805  GTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTACTTGGAGGTTGTGGCCTTGAGCCGTGGCTTTCGG 864

Query 842  AGCTAACGCGTTAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAATGAA 901
RN RN RN RN RN RN RN NN RN RN RN


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=34100973&dopt=GenBank&RID=4HCEXG3H012&log$=nuclalign&blast_rank=2

Shjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Shjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct

865

902

925

962

985

1022

1045

1082

1105

1142

1165

1202

1225

1262

1285

1322

1345

1382

1405

1442

1465

AGCTAACGCGTTAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAATGAA

TTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAAC

NN RN NN NNy
TTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAAC

CTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAATCCAGCGGAGACGCAGGAGTGCCTTCGGGAGCTC

RN RN NN NN RNy
CTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAATCCAGCGGAGACGCAGGAGTGCCTTCGGGAGCTC

TGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCG

NNy
TGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCG

CAACGAGCGCAACCCTTATCCTTGTTTGCCAGCGAGTCATGTCGGGAACTCCAGGGAGAC

RN RNy
CAACGAGCGCAACCCTTATCCTTGTTTGCCAGCGAGTCATGTCGGGAACTCCAGGGAGAC

TGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGT

EELLELR e e e e ey Cee e e e el
TGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGT

AGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCATACAGAGGGCAGCGAGCTAGCGATGGTGAGCG

FELLERE R e e e e e e e ey Feeee el
AGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCATACAGAGGGCAGCAAGCTAGCGATGGTGAGCG

AATCCCAAAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGG

FELLELEEEE e e e e e e e e e e e el
AATCCCAAAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGG

AATCGCTAGTAATCGTGAATCAGAATGTCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACA

HELLELEEE R e e e e e e e e e e el
AATCGCTAGTAATCGTGAATCAGAATGTCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACA

CCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGCTGCAAAAGAAGTAGGTAGTCTAACCTTCGGGAGG

LR e e e e e e e e e e e e
CCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGCTGCAAAAGAAGTAGGTAGTCTAACCTTCGGGAGG

ACGCTTACCACTTTGTGGTTCATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCC 1494

FELLEEE R e e e e e e el
ACGCTTACCACTTTGTGGTTCATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCC 1517

924

961

984

1021

1044

1081

1104

1141

1164

1201

1224

1261

1284

1321

1344

1381

1404

1441

1464

Ek 9 Izolat I80’e ait 16S rDNA’nin kismi sekans dizisinin gen bankasi niikleotid blast sonucu

-

>

partial sequence
Length=1484

Score = 2728 bits (1477), Expect = 0.0
Identities = 1482/1484 (99%), Gaps = 2/1484 (0%)
Strand=Plus/Plus

Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Sbjct

Query

9

1

69

61

129

121

189

181

249

GGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGCAGGAAATCGACGGAACCCTTCGGGGGGA

LR e e e e e e e e e e e el
GGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGCAGGAAATCGACGGAACCCTTCGGGGGGA

AGTCGACGGAATGAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTAAAGAACCTGCCCTCAGGTCTG

TR e e e e e e e e e et
AGTCGACGGAATGAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTAAAGAACCTGCCCTCAGGTCTG

GGATAACCACGAGAAATCGGGGCTAATACCGGATGGGTCATCGGACCGCATGGTCCGAGG

LR e e e e e e e e e e e
GGATAACCACGAGAAATCGGGGCTAATACCGGATGGGTCATCGGACCGCATGGTCCGAGG

ATGAAAGGCGCTTCGGCGTCGCCTGGGGATGGCTTTGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGGG
NNy Ryunau Ry
ATGAAAGGCGCTTCGGCGTCGCCTGGGGATGGCTTTGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGGG

GTAATGGCCCACCAAGGCGACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGG

ghb]DQ351341.1] Exiguobacterium homiense strain H1-R8 16S ribosomal RNA gene,

68

60

128

120

188

180

248

240

308

149


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=85681831&dopt=GenBank&RID=4HCNHUCC016&log$=nuclalign&blast_rank=4

Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct

Query

241

309

301

369

361

429

421

489

481

549

541

609

601

669

661

729

719

789

779

849

839

909

899

969

959

1029

1019

1089

1079

1149

1139

1209

1199

1269

1259

1329

RNy
GTAATGGCCCACCAAGGCGACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGG

GACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGAC

RNy RN anauananyy
GACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGAC

GAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAACGATGAAGGCCTTCGGGTCGTAAAGTTCTGT

RN NNy
GAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAACGATGAAGGCCTTCGGGTCGTAAAGTTCTGT

TGTAAGGGAAGAACAAGTGCCGCAGGCAATGGCGGCACCTTGACGGTACCTTGCGAGAAA

LEEEEE LR e e e e e e e e e e e e e e e e el
TGTAAGGGAAGAACAAGTGCCGCAGGCAATGGCGGCACCTTGACGGTACCTTGCGAGAAA

GCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGA

LR e e e e e e e e e e e e e e e
GCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGA

ATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGCCTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCT

TR e e e e e e e e e e e e e el
ATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGCCTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCT

CAACCGGGGAGGGCCATTGGAAACTGGGAGGCTTGAGTATAGGAGAGAAGAGTGGAATTC

LR e e e e e e e e e e e e e e e e
CAACCGGGGAGGGCCATTGGAAACTGGGAGGCTTGAGTATAGGAGAGAAGAGTGGAATTC

CACGTGTAGCCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTC

LRELEREEE e e e e e e e e e e e e e et 1t
CACGTGTAG-CGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGAC-TC

TTTGGCCTATAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCC

RNy
TTTGGCCTATAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCC

TGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGC

TRELEE e e e e e e e e e e el
TGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGC

TGAAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGGCTGAAACTCAAAG

LEERRE R e e e e e e e e e e e el
TGAAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGGCTGAAACTCAAAG

GAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAG

PR e e e e e e e e e e e e e e e
GAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAG

AACCTTACCAACTCTTGACATCCCCCTGACCGGTACAGAGATGTACCTTCCCCTTCGGGG

FRELER R e e e e e e e e e e et
AACCTTACCAACTCTTGACATCCCCCTGACCGGTACAGAGATGTACCTTCCCCTTCGGGG

GCAGGGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAG

TR e e e e e e e e e
GCAGGGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAG

TCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAAGGA

LR e e e e e e e e e e e el
TCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAAGGA

GACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATG

TEELRE R e e e e e e e e e e e e e e et
GACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATG

AGTTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAAAGGGCAGCGAAGCCGCGAGGTGGA

TR e e e e e e e e et e e e e e e
AGTTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAAAGGGCAGCGAAGCCGCGAGGTGGA

GCCAATCCCAGAAAGCCGTTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGT

LR e e e e e e e e e e e el
GCCAATCCCAGAAAGCCGTTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGT

CGGAATCGCTAGTAATCGCAGGTCAGCATACTGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTAC
RN RN RN RN RN RN NN RN RN NN RN RN RN RN

300

368

360

428

420

488

480

548

540

608

600

668

660

728

718

788

778

848

838

908

898

968

958

1028

1018

1088

1078

1148

1138

1208

1198

1268

1258

1328

1318

1388

150



Shjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct

1319

1389

1379

1449

1439

CGGAATCGCTAGTAATCGCAGGTCAGCATACTGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTAC

ACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTAGGG

LR RN NN RNy
ACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTAGGG

AGCCAGCCGCCGAAGGTGGGACAGATGATTGGGGTGAAGTCGTA 1492

FELLELE R e e e e e el
AGCCAGCCGCCGAAGGTGGGACAGATGATTGGGGTGAAGTCGTA 1482

1378

1448

1438

Ek 10 izolat 1105°¢ ait 16S rDNA’nin kismi sekans dizisinin gen bankasi niikleotid blast sonucu

r
> gb]AY563032.1] Pseudoalteromonas marina strain mano6 16S ribosomal RNA gene,
partial sequence

Length=

1438

Sort alignments for this

subject sequence by:

identity

E value Score

Percent

Query start position

Subject start position

Score

= 1452 bits (786), Expect

Identities
Strand=Plus/Plus

Query
Sbjct
Query
Shjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct

4

4

64

64

124

124

184

184

244

244

304

304

364

364

424

424

484

484

544

544

0.0
2/793 (O%)

= 791/793 (99%), Gaps

ACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGTAACAGAAAGTAGCTTGCTACTT

FELLELR R e e e e e e e el
ACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGTAACAGAAAGTAGCTTGCTACTT

TGCTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCTTGGGAACATGCCTTGAGGTGGGGGACAA

ELEERR LR e e e e e e el
TGCTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCTTGGGAACATGCCTTGAGGTGGGGGACAA

CAGTTGGAAACGACTGCTAATACCGCATAATGTCTACGGACCAAAGGGGGCTTCGGCTCT

RNy
CAGTTGGAAACGACTGCTAATACCGCATAATGTCTACGGACCAAAGGGGGCTTCGGCTCT

CGCCTTTAGATTGGCCCAAGTGGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCA

LR e e e e e e e e e e e et
CGCCTTTAGATTGGCCCAAGTGGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCA

ACGATCCCTAGCTGGTTTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGA

TREEEE e e e e e e e e e e e e e el
ACGATCCCTAGCTGGTTTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGA

CTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCCAT

IR e e e e e e e e et e e e e e el
CTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCCAT

GCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGTCAGGAGGAAAGGGTG

NNy RN NNy
GCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGTCAGGAGGAAAGGGTG

TGAGTTAATACCTCATATCTGTGACGTTACTGACAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGC

RN NN RNy
TGAGTTAATACCTCATATCTGTGACGTTACTGACAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGC

CAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGT

LEELRR R e e e e e e e e e e e e e e e el
CAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGT

ACGCAGGCGGTTTGTTAAGCGAGATGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTT

FRELRR LR e e e e e e e e e e e e el
ACGCAGGCGGTTTGTTAAGCGAGATGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTT

63

63

123

123

183

183

243

243

303

303

363

363

423

423

483

483

543

543

603

603

151


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=45505258&dopt=GenBank&RID=4HDPTK2P012&log$=nuclalign&blast_rank=25
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DISPLAY_SORT=0&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_DESIGN=on&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=4HDPTK2P012&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&HSP_SORT=1#45505258
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DISPLAY_SORT=0&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_DESIGN=on&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=4HDPTK2P012&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&HSP_SORT=3#45505258
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DISPLAY_SORT=0&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_DESIGN=on&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=4HDPTK2P012&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&HSP_SORT=3#45505258
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DISPLAY_SORT=0&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_DESIGN=on&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=4HDPTK2P012&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&HSP_SORT=2#45505258
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DISPLAY_SORT=0&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_DESIGN=on&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=4HDPTK2P012&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&HSP_SORT=4#45505258

Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Sbjct

Score = 1312 bits (710), Expect
Identities = 712/713 (99%), Gaps

604

604

663

664

723

724

783

783

CGAACTGGCAAACTAGAGTGTGATAGAGGGTGGTAGAATTTCAGG-GTAGCGGTGAAATG

LEEEER LR e e e e e e e e e et
CGAACTGGCAAACTAGAGTGTGATAGAGGGTGGTAGAATTTCAGGTGTAGCGGTGAAATG

CGTAGAGATCTGAAGGAATACCGATGGCGAAGGCAGCCACCTGGGTCAACACTGACGCTC

LR e e e e e e e e e e e et
CGTAGAGATCTGAAGGAATACCGATGGCGAAGGCAGCCACCTGGGTCAACACTGACGCTC

ATGTACGAAAGCGTGGGGAGCAAACGGGATTAGATACCCCGGTAGTCCACGCCGTAAACA

IR e e e e e e e e e e el
ATGTACGAAAGCGTGGGGAGCAAACGGGATTAGATACCCCGGTAGTCCACGCCGTAAAC-

GATGTCTACTAGA 795

LIELELLELIn
GATGTCTACTAGA 795

0.0
0/713 (O%)

Strand=Plus/Plus

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Shjct
Query
Shjct

Ek 11 izolat C46’ya ait 16S rDNA’nin kismi sekans dizisinin gen bankas niikleotid blast sonucu

797

726

857

786

917

846

977

906

1037

966

1097

1026

1157

1086

1217

1146

1277

1206

1337

1266

1397

1326

1457

1386

GTACGAAAGCGTGGGGAGCAAACGGGATTAGATACCCCGGTAGTCCACGCCGTAAACGAT

RN RN nannyy
GTACGAAAGCGTGGGGAGCAAACGGGATTAGATACCCCGGTAGTCCACGCCGTAAACGAT

GTCTACTAGAAGCTCGGAACCTCGGTTCTGTTTTTCAAAGCTAACGCATTAAGTAGACCG

RN NN RN RN RNy
GTCTACTAGAAGCTCGGAACCTCGGTTCTGTTTTTCAAAGCTAACGCATTAAGTAGACCG

CCTGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGG

LR e e e e e e e e e e e el
CCTGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGG

TGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACACTTGACATACAGA

NNy NN NNNN AN RNRNRRAaaNy
TGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACACTTGACATACAGA

GAACTTTCTAGAGATAGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGATACAGGTGCTGCATGGCTGT

RN NNy
GAACTTTCTAGAGATAGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGATACAGGTGCTGCATGGCTGT

CGTCAGCTCGTGTTGTGAGATATTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTATCCTT

LEELRREER et P e e e e e e el
CGTCAGCTCGTGTTGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTATCCTT

AGTTGCTAGCAGGTAATGCTGAGAACTCTAAGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAG

LR e e e e e e e e e e e e e e
AGTTGCTAGCAGGTAATGCTGAGAACTCTAAGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAG

GTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGTGTAGGGCTACACACGTGCTACAATG

LR e e e e e e e e e
GTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGTGTAGGGCTACACACGTGCTACAATG

GCGCATACAGAGTGCTGCGAACCTGCGAAGGTAAGCGAATCACTTAAAGTGCGTCGTAGT

LR e e e e e e e e e e e e e el
GCGCATACAGAGTGCTGCGAACCTGCGAAGGTAAGCGAATCACTTAAAGTGCGTCGTAGT

CCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGTATCAG

RN RNy
CCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGTATCAG

AATGACGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTG

FEELRR LR e e e e e e e e e e e et
AATGACGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTG

GGTTGCTCCAGAAGTAGATAGTCTAACCCTCGGGAGGACGTTTACCACGGAGT 1509

LR e e e e e e e e el
GGTTGCTCCAGAAGTAGATAGTCTAACCCTCGGGAGGACGTTTACCACGGAGT 1438

662

663

722

723

782

782

856

785

916

845

976

905

1036

965

1096

1025

1156

1085

1216

1145

1276

1205

1336

1265

1396

1325

1456

1385

152



>r- dbj JABO00389.1] Pseudoalteromonas elyakovii gene for 16S rRNA
Length=1508

Score = 2699 bits (1461), Expect = 0.0
Identities = 1476/1482 (99%), Gaps = 6/1482 (0%)
Strand=Plus/Plus

Query 3 ACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGTAACAGAAAGTAGCTTGCTACTT 62

TR e e e e e e e e e e e e et
Shjct 21 ACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGTAACAGAAAGTAGCTTGCTACTT 80

Query 63 TGCTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCTTGGGAACATGCCTTGAGGTGGGGGACAA 122

ELEERE R e e e e e e e el
Sbjct 81  TGCTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCTTGGGAACATGCCTTGAGGTGGGGGACAA 140

Query 123 CAGTTGGAAACGACTGCTAATACCGCATAATGTCTACGGACCAAAGGGGGCTTCGGCTCT 182

RN NNy
Shjct 141  CAGTTGGAAACGACTGCTAATACCGCATAATGTCTACGGACCAAAGGGGGCTTCGGCTCT 200

Query 183 CGCCTTTAGATTGGCCCAAGTGGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCG 242

RN NN RNy
Shjct 201  CGCCTTTAGATTGGCCCAAGTGGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCG 260

Query 243  ACGATCCCTAGCTGGTTTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGA 302

TR e e e e e e e e e e e el
Shjct 261  ACGATCCCTAGCTGGTTTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGA 320

Query 303 CTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCAT 362

LRELEE e e e et e e e e e e e e el
Shjct 321  CTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCAT 380

Query 363 GCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGTCAGGAGGAAAGGTTA 422

RN RNy
Shjct 381  GCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGTCAGGAGGAAAGGTTA 440

Query 423 GTAGTTAATACCTGCTAGCTGTGACGTTACTGACAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGC 482

NNy
Sbjct 441  GTAGTTAATACCTGCTAGCTGTGACGTTACTGACAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGC 500

Query 483 CAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGT 542

RN RNy
Shjct 501  CAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGT 560

Query 543  ACGCAGGCGGTTTGTTAAGCGAGATGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTT 602

RNy
Shjct 561  ACGCAGGCGGTTTGTTAAGCGAGATGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTT 620

Query 603 CGAACTGGCAAACTAGAGTGTGATAGAGGGTGGTAGAATTTCAGGTGTAGCGGTGAAATG 662

LR e e e e e e e e e e
Shjct 621  CGAACTGGCAAACTAGAGTGTGATAGAGGGTGGTAGAATTTCAGGTGTAGCGGTGAAATG 680

Query 663 CGTAGAGATCTGAAGGAATACCGATGGCGAAGGCAGCCACCTGGGTCAACACTGACGCTC 722

LR e e e e e e e e e e e e e et
Shjct 681  CGTAGAGATCTGAAGGAATACCGATGGCGAAGGCAGCCACCTGGGTCAACACTGACGCTC 740

Query 723  ATGTACGAAAGCGTGGGGAGCAAACGGGATTAGATACCCCGGTAGTCCACGCCGTAAACG 782

RNy
Sbjct 741  ATGTACGAAAGCGTGGGGAGCAAACGGGATTAGATACCCCGGTAGTCCACGCCGTAAACG 800

Query 783  ATGTCTACTAGAAGCTCGGAGCCTCGGTTCTGTTTTTCAAAGCTAACGCATTAAGTAGAC 842

NNy
Sbjct 801  ATGTCTACTAGAAGCTCGGAGCCTCGGTTCTGTTTTTCAAAGCTAACGCATTAAGTAGAC 860

Query 843 CGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAAATTGACGGGGGCCCGCACAA 902

LRELRE e e e e e e e et feeee el
Shjct 861  CGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAA-TTGACGGGGGCCCGCACAA 919

Query 903 GCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACACTTGACATA 962

LR e e e e e e e e e e e e
Shjct 920  GCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACACTTGACATA 979

153


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=11036396&dopt=GenBank&RID=4HE80HD6016&log$=nuclalign&blast_rank=3

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct

963

980

1023

1040

1083

1099

1143

1157

1203

1216

1263

1276

1323

1336

1383

1396

1443

1455

CAGAGAACTTACCAGAGATGGTTTGGTGCCTTCGGGAACTCTGATACAGGTGCTGCATGG

LEEEEEEE R e e e e e e e e
CAGAGAACTTACCAGAGATGGTTTGGTGCCTTCGGGAACTCTGATACAGGTGCTGCATGG

CTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAGATGTTGGGTTAAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTA

LR e e eee e e e et
CTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAGATGTTGGGTTAA-GTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTA

TCCTTAGTTGCTAGCAGGTAATGCTGAGAAACTCTAAGGAGACTGCCGGTGATAAAACCG

ELEEREERE R e e e R e e ey il
TCCTTAGTTGCTAGCAGGTAATGCTGAGAA-CTCTAAGGAGACTGCCGGTGATAAA-CCG

GAGGAAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGTGTAGGGCTACACACGTG

LR LR e e e e e e e e e e e e et
GAGGAA-GGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGTGTAGGGCTACACACGTG

CTACAATGGCGCATACAGAGTGCTGCGAACTCGCGAGAGTAAGCGAATCACTTAAAGTGC

LR e e e e e e e e e e
CTACAATGGCGCATACAGAGTGCTGCGAACTCGCGAGAGTAAGCGAATCACTTAAAGTGC

GTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCG

NN NNy
GTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCG

CGTATCAGAATGACGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCA

LR e e e e e e e e e e e el
CGTATCAGAATGACGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCA

TGGGAGTGGGTTGCTCCAGAAGTAGATAGTCTAACCCTTCGGGAGGACGTTTACCACGGA

LRELRE LR e e e e e e e ety e el
TGGGAGTGGGTTGCTCCAGAAGTAGATAGTCTAACCCT-CGGGAGGACGTTTACCACGGA

GTGATTCATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCCTAG 1484

IRLEEEREE e e e e e el
GTGATTCATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCCTAG 1496

1022

1039

1082

1098

1142

1156

1202

1215

1262

1275

1322

1335

1382

1395

1442

1454

Ek 12 izolat I84’e ait 16S rDNA’nin kismi sekans dizisinin gen bankasi niikleotid blast sonucu

-

>

sequence
Length=1509

Score

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct

= 2564 bits (1388), Expect = 0.0
Identities
Strand=Plus/Plus

4

17

64

77

124

137

184

197

244

257

1395/1398 (99%), Gaps = 2/1398 (0%)

ACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGTAACAGAGAGTAGCTTGCTACTT

FRELER LR e e e e e e e e e e e e e el
ACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGTAACAGAGAGTAGCTTGCTACTT

TGCTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCTTGGGAATATGCCTTTTGGTGGGGGACAA

LR e e e e e e e e e e e e e e e el
TGCTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCTTGGGAATATGCCTTTTGGTGGGGGACAA

CAGTTGGAAACGACTGCTAATACCGCATGATGTCTACGGACCAAAGTGGGGGACCTTCGG

RNy
CAGTTGGAAACGACTGCTAATACCGCATGATGTCTACGGACCAAAGTGGGGGACCTTCGG

GCCTCACGCCAAAAGATTAGCCCAAGTGGGATTAGCTAGTTGGTAAGGTAATGGCTTACC

NNy NN NNy
GCCTCACGCCAAAAGATTAGCCCAAGTGGGATTAGCTAGTTGGTAAGGTAATGGCTTACC

AAGGCAACGATCCCTAGCTGGTTTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGG

FRELLEERR R e e e e e e e e e e e e e e e el
AAGGCAACGATCCCTAGCTGGTTTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGG

gbJAY771715.1] Pseudoalteromonas porphyrae 16S ribosomal RNA gene, partial

63

76

123

136

183

196

243

256

303

316

154


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=54645955&dopt=GenBank&RID=4HEC784H013&log$=nuclalign&blast_rank=5

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Sbjct

304

317

364

377

424

437

484

497

544

557

604

617

664

677

724

737

783

797

843

857

903

917

963

977

1023

1037

1083

1097

1143

1157

1203

1217

1263

1276

1323

1336

CCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGC

LR e e e e e e e e e e e e e e
CCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGC

AGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGTCAGGAGGAA

TR e e e e e e e e e el
AGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGTCAGGAGGAA

AGGGTGTGTTTTAATAGAGCATATCTGTGACGTTACTGACAGAAGAAGCACCGGCTAACT

RN R NNy
AGGGTGTGTTTTAATAGAGCATATCTGTGACGTTACTGACAGAAGAAGCACCGGCTAACT

CCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTA

LR e e e e e e e e e e e e et
CCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTA

AAGCGTACGCAGGCGGTTTGTTAAGCGAGATGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAACT

TR e e e e e e e e el
AAGCGTACGCAGGCGGTTTGTTAAGCGAGATGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAACT

GCATTTCGAACTGGCAAACTAGAGTGTGATAGAGGGTGGTAGAATTTCAGGTGTAGCGGT

RN RSN RNy
GCATTTCGAACTGGCAAACTAGAGTGTGATAGAGGGTGGTAGAATTTCAGGTGTAGCGGT

GAAATGCGTAGAGATCTGAAGGAATACCGATGGCGATGGCAGCCACCTGGGTCAACACTG

LR e e e L et
GAAATGCGTAGAGATCTGAAGGAATACCGATGGCGAAGGCAGCCACCTGGGTCAACACTG

ACGCTCATGTACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAG-ATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCG

LR e e et e e e el
ACGCTCATGTACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCG

TAAACGATGTCTACTAGAAGCTCGGAGCCTCGGTTCTGTTTTTCAAAGCTAACGCATTAA

EEEEELE R R e e e e e e e e el
TAAACGATGTCTACTAGAAGCTCGGAGCCTCGGTTCTGTTTTTCAAAGCTAACGCATTAA

GTAGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCG

RNy
GTAGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCG

CACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACACTTG

LEEERR LR e e e e e e e e e e e
CACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACACTTG

ACATACAGAGAACTTACCAGAGATGGTTTGGTGCCTTCGGGAACTCTGATACAGGTGCTG

TR e e e e e e e e et
ACATACAGAGAACTTACCAGAGATGGTTTGGTGCCTTCGGGAACTCTGATACAGGTGCTG

CATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACC

LR e e e e e e e e el
CATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACC

CCTATCCTTAGTTGCTAGCAGGTAATGCTGAGAACTCTAAGGAGACTGCCGGTGATAAAC

LR e e e e e e e e e e e e e e
CCTATCCTTAGTTGCTAGCAGGTAATGCTGAGAACTCTAAGGAGACTGCCGGTGATAAAC

CGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGTGTAGGGCTACACACGT

ELRELE R e e e e e e e e el
CGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGTGTAGGGCTACACACGT

GCTACAATGGCGCATACAGAGTGCTGCGAACTCGCGAGAGTAAGCGAATCACTTAAAGTG

LR e e e e e e e e e e e e e e e 1t
GCTACAATGGCGCATACAGAGTGCTGCGAACTCGCGAGAGTAAGCGAATCACTTAA-GTG

CGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATC

LR e e e e e e e e e e e e
CGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATC

GCGTATCAGAATGACGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACC

LR e e e e e e e e e
GCGTATCAGAATGACGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACC

363

376

423

436

483

496

543

556

603

616

663

676

723

736

782

796

842

856

902

916

962

976

1022

1036

1082

1096

1142

1156

1202

1216

1262

1275

1322

1335

1382

1395

155



156

Query 1383 ATGGGAGTGGGTTGCTCC 1400

IEELLELERL
Shjct 1396 ATGGGAGTGGGTTGCTCC 1413

Ek 13 izolat I85’e ait 16S rDNA’nin kismi sekans dizisinin gen bankasi niikleotid blast sonucu

>r- gbJAY620972.1] Vibrio splendidus strain 636 16S ribosomal RNA gene, partial
sequence
Length=1020

Sort alignments for this
subject sequence by:
E value Score Percent
identity
Query start position

Subject start position

Score = 1249 bits (676), Expect
Identities = 679/680 (99%), Gaps
Strand=Plus/Plus

0.0
1/680 (0%)

Query 1 ACACATGCAAGTCGAGCGGAAACGACACTAACAATCCTTCGGGTGCGTTAATGGGCGTCG 60

NN RNy
Shjct 45  ACACATGCAAGTCGAGCGGAAACGACACTAACAATCCTTCGGGTGCGTTAATGGGCGTCG 104

Query 61  AGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAAATTGCCTTGATGTGGGGGATAACCATTGGA 120

FELLELR R e e e e e e e e el
Sbjct 105 AGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAAATTGCCTTGATGTGGGGGATAACCATTGGA 164

Query 121 AACGATGGCTAATACCGCATAATGCCTACGGGCCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTCG 180

FEELERELE e e e e e e e e e e e
Shjct 165 AACGATGGCTAATACCGCATAATGCCTACGGGCCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTCG 224

Query 181 CGTCAAGATATGCCTAGGTGGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGAC 240

LR e et e e e e e e e e e el
Shjct 225 CGTCAAGATATGCCTAGGTGGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGAC 284

Query 241 GATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACT 300

RN AR NNy
Shjct 285 GATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACT 344

Query 301 CCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCCATGC 360

LEEERR e e e e e e e e e e e
Shjct 345 CCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCCATGC 404

Query 361 CGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGTTGTGAGGAAGGGGGTAG 420

LR e e e e e e e e e e e e
Shjct 405 CGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGTTGTGAGGAAGGGGGTAG 464

Query 421 CGTTAATAGCGCTATCTCTTGACGTTAGCAACAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCA 480

. LR e e e e e e e e e e el
Sbjct 465 CGTTAATAGCGCTATCTCTTGACGTTAGCAACAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCA 524

Query 481 GCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCAT 540

LR e e e e e e e e e el
Shjct 525 GCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCAT 584

Query 541 GCAGGTGGTTCATTAAGTCAGATGTGAAAGCCCGGGGCTCAACCTCGGAACTGCATTTGA 600

RN NNy
Shjct 585 GCAGGTGGTTCATTAAGTCAGATGTGAAAGCCCGGGGCTCAACCTCGGAACTGCATTTGA 644

Query 601 AACTGGTGAACTAGAGTACTGTAGAGGGGGGTAGAATTTCAG-TGTAGCGGTGAAATGCG 659

TR e e e e e e e e e ey e
Shjct 645 AACTGGTGAACTAGAGTACTGTAGAGGGGGGTAGAATTTCAGGTGTAGCGGTGAAATGCG 704


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=47934870&dopt=GenBank&RID=4HEGB7CT013&log$=nuclalign&blast_rank=38
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DISPLAY_SORT=0&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_DESIGN=on&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=4HEGB7CT013&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&HSP_SORT=1#47934870
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DISPLAY_SORT=0&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_DESIGN=on&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=4HEGB7CT013&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&HSP_SORT=3#47934870
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DISPLAY_SORT=0&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_DESIGN=on&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=4HEGB7CT013&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&HSP_SORT=3#47934870
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DISPLAY_SORT=0&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_DESIGN=on&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=4HEGB7CT013&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&HSP_SORT=2#47934870
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DISPLAY_SORT=0&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_DESIGN=on&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=4HEGB7CT013&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&HSP_SORT=4#47934870

Query 660 TAGAGATCTGAAGGAATACC 679

. LEELLERLRERn
Shjct 705 TAGAGATCTGAAGGAATACC 724

Score = 350 bits (189), Expect = le-92
Identities = 189/189 (100%), Gaps = 0/189 (0%)

Strand=Plus/Plus

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct

682

832

742

892

802

952

862

1012

TGGAGGTTGTGGCCTTGAGCCGTGGCTTTCGGAGCTAACGCGTTAAGTAGACCGCCTGGG

NNy R RNy
TGGAGGTTGTGGCCTTGAGCCGTGGCTTTCGGAGCTAACGCGTTAAGTAGACCGCCTGGG

GAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAG

RN NNy
GAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAATGAAT TGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAG

CATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAAGC

RNy
CATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAAGC

CAGCGGAGA 870

L
CAGCGGAGA 1020

741

891

801

951

861

1011

Ek 14 izolat 19’a ait 16S rDNA’nin kismi sekans dizisinin gen bankasi niikleotid blast sonucu

>

partial sequence

emb]AJ417594.1]

Length=1505

Pseudoalteromonas agarovorans 16S rRNA gene, strain KMM 255

Sort alignments for this

subject sequence by:

identity

E value Score

Percent

Query start position

Subject start position

Score = 1245 bits (674),

Identities
Strand=Plus/Plus

Query
Shjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct

695

818

755

878

815

938

875

998

935

1058

995

1118

Expect = 0.0

674/674 (100%), Gaps = 0/674 (O%)

CTCGGCTCTGTTTTTCAAAGCTAACGCATTAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAA

EELLELRE e e e e e e e el
CTCGGCTCTGTTTTTCAAAGCTAACGCATTAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAA

GGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATT

LEEEE R e e e e e e e e e e e e e e e e e el
GGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATT

CGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACACTTGACATACAGAGAACTTACCAGAGATGGTT

RN RN NN R NN RNy
CGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACACTTGACATACAGAGAACTTACCAGAGATGGTT

TGGTGCCTTCGGGAACTCTGATACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAG

NN RN NNy
TGGTGCCTTCGGGAACTCTGATACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAG

ATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTATCCTTAGTTGCTAGCAGGTAATGC

RN RN RN ARy
ATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTATCCTTAGTTGCTAGCAGGTAATGC

TGAGAACTCTAAGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTC

LRy
TGAGAACTCTAAGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTC

754

877

814

937

874

997

934

1057

994

1117

1054

1177

157

ref|NR_025509.1] Pseudoalteromonas agarivorans strain KMM 255 16S ribosomal RNA,


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=219878370&dopt=GenBank&RID=4HENK0RG01R&log$=nuclalign&blast_rank=4
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=16555793&dopt=GenBank&RID=4HENK0RG01R&log$=nuclalign&blast_rank=4
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DISPLAY_SORT=0&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_DESIGN=on&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=4HENK0RG01R&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&HSP_SORT=1#16555793
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DISPLAY_SORT=0&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_DESIGN=on&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=4HENK0RG01R&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&HSP_SORT=3#16555793
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DISPLAY_SORT=0&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_DESIGN=on&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=4HENK0RG01R&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&HSP_SORT=3#16555793
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DISPLAY_SORT=0&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_DESIGN=on&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=4HENK0RG01R&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&HSP_SORT=2#16555793
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DISPLAY_SORT=0&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_DESIGN=on&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=4HENK0RG01R&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&HSP_SORT=4#16555793

Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct

Score = 1238 bits (670), Expect
Identities = 689/697 (98%), Gaps

1055

1178

1115

1238

1175

1298

1235

1358

1295

1418

1355

1478

ATCATGGCCCTTACGTGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCATACAGAGTGCTGCG

IRERER LR e e e e e e e e e e et
ATCATGGCCCTTACGTGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCATACAGAGTGCTGCG

AACTCGCGAGAGTAAGCGAATCACTTAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAAC

TRELLE L e e e e e e e e e e e el
AACTCGCGAGAGTAAGCGAATCACTTAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAAC

TCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGTATCAGAATGATGCGGTGAATACGT

RNy
TCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGTATCAGAATGATGCGGTGAATACGT

TCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCTCCAGAAGTAGAT

TR e e e e e e e e e e el
TCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCTCCAGAAGTAGAT

AGTCTAACCCTCGGGAGGACGTTTACCACGGAGTGATTCATGACTGGGGTGAAGTCGTAA

TR e e e e e e e e e e e e e
AGTCTAACCCTCGGGAGGACGTTTACCACGGAGTGATTCATGACTGGGGTGAAGTCGTAA

CAAGGTAGCCCTAG 1368

LEELLTL
CAAGGTAGCCCTAG 1491

0.0
6/697 (0%)

Strand=Plus/Plus

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Sbjct

2

34

62

94

122

154

182

214

242

274

302

334

362

394

422

454

482

514

542

574

602

634

ACACATGCAAGTCGAGCGGTAACAGAGAGTAGCTTGCTACTTTGCTGACGAGCGGCGGAC

TR e e e e e e e e e e e el
ACACATGCAAGTCGAGCGGTAACAGAGAGTAGCTTGCTACTTTGCTGACGAGCGGCGGAC

GGGTGAGTAATGCTTGGGAACATGCCTTGAGGTGGGGGACAACAGTTGGAAACGACTGCT

NNy R RN RNy
GGGTGAGTAATGCTTGGGAACATGCCTTGAGGTGGGGGACAACAGTTGGAAACGACTGCT

AATACCGCATAATGTCTACGGACCAAAGGGGGCTTCGGCTCTCGCCTTTAGATTGGCCCA

FEELE LR et e e e e e e e e e e el
AATACCGCATAATGTCTACGGACCAAAGGGGGCTTCGGCTCTCGCCTTTAGATTGGCCCA

AGTGGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTTT

TR e e e e e e e e e el
AGTGGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTTT

GAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCA

LR e e e e e e e e e el
GAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCA

GTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAG

LR e e e e e e e e e e e e
GTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAG

GCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGTCAGGAGGAAAGGTTAGTAGTTAATACCTGCTAG

LR e e e e e e e e e e e
GCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGTCAGGAGGAAAGGTTAGTAGTTAATACCTGCTAG

CTGTGACGTTACTGACAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATAC

NN NN RNy
CTGTGACGTTACTGACAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATAC

GGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTACGCAGGCGGTTTGTTAA

LEELRE e e e e e e e e e e e e
GGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTACGCAGGCGGTTTGTTAA

GCGAGATGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTTCGAACTGGCAAACTAGAG

NNy RN NNy
GCGAGATGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTTCGAACTGGCAAACTAGAG

TGTGATAGAGGGTGGTAGAATTTCAG-TGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGAAGGAG

LEELEREL e e ey eeee e e et
TGTGATAGAGGGTGGTAGAATTTCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGAAGGA-

1114

1237

1174

1297

1234

1357

1294

1417

1354

1477

61

93

121

153

181

213

241

273

301

333

361

393

421

453

481

513

541

573

601

633

660

692

158
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Query 661 AATACCGATGGCGATG-CAGC-AC-TGGGTCACCACT 694

I ILRRRERERner o e 1 Reenen 1l
Shjct 693 A-TACCGATGGCGAAGGCAGCCACCTGGGTCAACACT 728

Ek 15 izolat 197°ye ait 16S rDNA nin kismi sekans dizisinin gen bankasi niikleotid blast sonucu

>r- gb|AF288360.1]|AF288360 Alteromonas alvinellae 16S ribosomal RNA gene, partial
sequence
Length=1459

Score = 2542 bits (1376), Expect = 0.0
Identities = 1436/1464 (98%), Gaps = 8/1464 (0%)
Strand=Plus/Plus

Query 5 CGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGTAACATTTCTAGCTTGCTAGAAGA 64

RN NN RNA RNy
Shjct 1 CGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGTAACATTTCTAGCTTGCTAGAAGA 60

Query 65 TGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGCTTGGGAACTTGCCTTCGGGAGGGGGATAACAG 124

TRELLEEER e e e e e e e e e e e e el o el
Shjct 61  TGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGCTTGGGAACTTGCCTTTGCGAGGGGGATAACAG 120

Query 125  TTGGAAACGACTGCTAATACCGCATAATGTCTACGGACCAAAGCGGG-CTTCGGCTC-G- 181

LRELEEEEE LR et e e e e e e e e eeen et i
Shjct 121  TTGGAAACGACTGCTAATACCGCATAATGTCTACGGACCAAA-CGGGGCTTCGGCTCCGG 179

Query 182  CACCTAAAGAGAGGCCCAAGTGAGATTAGCTAGTTGGTAAGGTAAAGGCTTACCAAGGCA 241

L e e e e e e e e e e L
Sbjct 180  CGC--AAAGAGAGGCCCAAGTGAGATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGCG 237

Query 242  ACGATCTCTAGCTGTTCTGAGAGGAAGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGA 301

FELERLRE R e e e e e e e e e e e el
Sbjct 238  ACGATCTCTAGCTGTTCTGAGAGGAAGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGA 297

Query 302  CTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGGGAAACCCTGATGCAGCCAT 361

NN NN NN RNy
Sbjct 298  CTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGGGAAACCCTGATGCAGCCAT 357

Query 362  GCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGTTGTGAGGAAAAGTTG 421

ELLELREE e e e e e e e e el
Shjct 358  GCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGTTGTGAGGAAAAGTTA 417

Query 422  GTAGTTAATACCTGCCAGCTGTGACGTTAACAACAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGC 481

LRELEREER e e i e e e et e e e e e e e
Shjct 418  GTAGTTAATACCTGCTAGCCGTGACGTTAACAACAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGC 477

Query 482  CAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGC 541

RNy RNy
Shjct 478  CAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGC 537

Query 542  ACGCAGGCGGTTTGTTAAGCTAGATGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGATGGTCATTT 601

FELLELEER R e e e e e e e e e el
Sbjct 538  ACGCAGGCGGTTTGTTAAGCTAGATGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGATGGTCATTT 597

Query 602  AGAACTGGCAGACTAGAGTCTTGGAGAGGGGAGTGGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATG 661

NN NRRu NNy
Sbjct 598  AGAACTGGCAGACTAGAGTCTTGGAGAGGGGAGTGGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATG 657

Query 662  CGTAGATATCTGGAGGAACATCAGTGGCGAAGGCGGCTCCCTGGCCAAAGACTGACGCTC 721

LEEEERERE e e e e e e LR el
Sbjct 658  CGTAGATATCTGGAGGAACATCAGTGGCGAAGGCGACTCCCTGGCCAAAGACTGACGCTC 717

Query 722  ATGTGCGAAGGTGTGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACACCGTAAACG 781
TEEEEEEEE LR e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e el


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=9858138&dopt=GenBank&RID=4HEURU4301S&log$=nuclalign&blast_rank=10

Shjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct

Ek 16 Izolat C73’e ait 16S rDNA’nin kismi sekans dizisinin gen bankas1 niikleotid blast sonucu

>

718

782

778

842

836

902

896

962

956

1022

1016

1082

1076

1142

1136

1202

1196

1262

1256

1322

1316

1382

1376

1442

1436

ATGTGCGAAAGTGTGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACACCGTAAACG

CTGTCTACTAGCTGTTGTGTGAATTTAATTCGTGAAGTAGCGAAGCTAACGCGCTAAGTA

ERLRERRERnen e veeer et ek e e e
CTGTCTACTAGCTGT-GTGTGTCTTTAAGRCGTGC-GTAGCGAAGCTAACGCGCTAAGTA

GACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCAC

LELLELE e e e e e e e e e el
GACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCAC

AAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACACTTGACA

FRELLE R e e e e e e e e e e e e e e e el
AAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACACTTGACA

TGCAGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGACACAGGTGCTGCAT

ELRERREREER e et e e e e e e el
TGCAGAGAACTTTCTAGAGATAGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGACACAGGTGCTGCAT

GGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTT

EELRERR LR e e e e e e e el
GGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTT

GTCCTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAG

ERLLERREE e e e e e e e e e e e e el
GTCCTTAGTTGCCAGCCTTAAGTTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAG

GAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGTGTAGGGCTACACACGTGCTAC

LNy NN RN RN NN RNy
GAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGTGTAGGGCTACACACGTGCTAC

AATGGCATTTACAGAGGGAAGCGAGACAGTGATGTGGAGCGGACCCCTTAAAGCATGTCG

FELLELE R e e e e e e e e e e e ey il
AATGGCATTTACAGAGGGAAGCGAGACAGTGATGTGGAGCGGACCCCTTAAAGAATGTCG

TAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCAGG

NN NNy
TAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCAGG

TCAGCATACTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGG

RNy RN NN aanayy
TCAGAATACTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGG

AGTGGGATGCAAAAGAAGTAGTTAGTCTAACCTTCGGGAGGACGATTACCACTTTGTGTT

LT e e e e e e e el
AGTGGGATGCAAAAGAAGTAGTTAGTCTAACCTTCGGGAGGACGATTACCACTTTGTGTT

TCATGACTGGGGTGAAGTCGTAAC 1465

ELEERERELR R
TCATGACTGGGGTGAAGTCGTAAC 1459

Length=1507

Score = 2704 bits (1464), Expect = 0.

Identities
Strand=Plus/Plus

Query
Sbjct
Query
Sbjct

3

13

63

73

0
1464/1464 (100%), Gaps = 0/1464 (0%)

AACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGTAGCAGGAAGTGCTTGCACTTT

FELLERR R e e e e e e e e e e el
AACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGTAGCAGGAAGTGCTTGCACTTT

GCTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGCTTGGGAACTTGCCTTTGCGAGGGGGATAAC

LEELEE LR e e e e e e e e e e e e
GCTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGCTTGGGAACTTGCCTTTGCGAGGGGGATAAC

77

841

835

901

895

961

955

1021

1015

1081

1075

1141

1135

1201

1195

1261

1255

1321

1315

1381

1375

1441

1435

62

72

122

132

160

emb | AM887686.1] Alteromonas genoviensis partial 16S rRNA gene, strain LMG 24079


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=161513324&dopt=GenBank&RID=4HEZS244013&log$=nuclalign&blast_rank=2

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Sbjct

123

133

183

193

243

253

303

313

363

373

423

433

483

493

543

553

603

613

663

673

723

733

783

793

843

853

903

913

963

973

1023

1033

1083

1093

1143

1153

AGTTGGAAACGACTGCTAATACCGCATAATGTCTACGGACCAAACGGGGCTTAGGCTTCG

LR e e e e e e e e e e e e e
AGTTGGAAACGACTGCTAATACCGCATAATGTCTACGGACCAAACGGGGCTTAGGCTTCG

GCGCAGAGAGAGGCCCAAGTGAGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCTCACCAAGGCGA

LR e e e e e e e e e e e e el
GCGCAGAGAGAGGCCCAAGTGAGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCTCACCAAGGCGA

CGATCTCTAGCTGTTCTGAGAGGAAGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGAC

NN NN RN NNy
CGATCTCTAGCTGTTCTGAGAGGAAGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGAC

TCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGGGAAACCCTGATGCAGCCATG

LR e e e e e e e e e e e e e e e
TCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGGGAAACCCTGATGCAGCCATG

CCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGTTGTGAGGAAAAGTGAG

NN NNy
CCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGTTGTGAGGAAAAGTGAG

TAGTTAATACCTGCTCACCGTGACGTTAACAACAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCC

LRELEEEe e e e e e e e e e e e e e el
TAGTTAATACCTGCTCACCGTGACGTTAACAACAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCC

AGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCA

FREERR R e e e e e e e e e e e e e el
AGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCA

CGCAGGCGGTTTGTTAAGCTAGATGTGAAAGCCCCGAGCTCAACTTGGGATGGTCATTTA

LR e e e e e e e e e e e e
CGCAGGCGGTTTGTTAAGCTAGATGTGAAAGCCCCGAGCTCAACTTGGGATGGTCATTTA

GAACTGGCAGACTAGAGTCTTGGAGAGGGGAGTGGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGC

LNy
GAACTGGCAGACTAGAGTCTTGGAGAGGGGAGTGGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGC

GTAGATATCTGGAGGAACATCAGTGGCGAAGGCGACTCCCTGGCCAAAGACTGACGCTCA

LR e e e e e e e e e e
GTAGATATCTGGAGGAACATCAGTGGCGAAGGCGACTCCCTGGCCAAAGACTGACGCTCA

TGTGCGAAAGTGTGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACACCGTAAACGC

NN RNy
TGTGCGAAAGTGTGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACACCGTAAACGC

TGTCTACTAGCTGTTTGTGACTTTAAGTCGTGAGTAGCGAAGCTAACGCGATAAGTAGAC

LEELEREE e et e e et e e e e e e e
TGTCTACTAGCTGTTTGTGACTTTAAGTCGTGAGTAGCGAAGCTAACGCGATAAGTAGAC

CGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAG

LR e e e e e e e e e e e e
CGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAG

CGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACACTTGACATGC

RN RN RN RNy
CGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACACTTGACATGC

AGAGAACTTTCTAGAGATAGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGACACAGGTGCTGCATGGC

LRy
AGAGAACTTTCTAGAGATAGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGACACAGGTGCTGCATGGC

TGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTC

LR e e e e e e e e e e e e et
TGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTC

CTTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAA

LR e e e e e e e e e el
CTTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAA

GGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGTGTAGGGCTACACACGTGCTACAAT

LR e e e e e e e e e e el
GGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGTGTAGGGCTACACACGTGCTACAAT

182

192

242

252

302

312

362

372

422

432

482

492

542

552

602

612

662

672

722

732

782

792

842

852

902

912

962

972

1022

1032

1082

1092

1142

1152

1202

1212

161



Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct

Ek 17 izolat 196’ya ait 16S rDNA’nin kismi sekans dizisinin gen bankasi niikleotid blast sonucu

-

>

1203

1213

1263

1273

1323

1333

1383

1393

1443

1453

sequence
Length=1534

GGCATTTACAGAGGGAAGCGAGACAGTGATGTGGAGCGGACCCCTTAAAGAATGTCGTAG

RN NNy
GGCATTTACAGAGGGAAGCGAGACAGTGATGTGGAGCGGACCCCTTAAAGAATGTCGTAG

TCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCAAGTCA

NNy
TCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCAAGTCA

GAATATTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGT

LR e e e e e e e e el
GAATATTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGT

GGGATGCAAAAGAAGTAGTTAGTTTAACCTTCGGGAGAACGATTACCACTTTGTGTTTCA

RNy RNy NNy
GGGATGCAAAAGAAGTAGTTAGTTTAACCTTCGGGAGAACGATTACCACTTTGTGTTTCA

TGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAG 1466

TEELEEELE Ll
TGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAG 1476

Sort alignments for this

subject sequence by:

identity

E value Score Percent

1262

1272

1322

1332

1382

1392

1442

1452

Query start position

Subject start position

Score = 1528 bits (827), Expect
Identities = 839/844 (99%), Gaps

0.0
4/844 (O%)

Strand=Plus/Plus

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbhjct

Query

798

665

857

724

916

784

975

844

1035

904

1095

964

1155

1024

1215

AGAGATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGA-GAATACCGGTGGCGAAGG

L LR e e e e i e e e et el
AGA-ATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGG

C-GCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAG

NN NNy
CGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAG

ATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGA-TTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTG

EEELELR e e e et P el
ATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGATTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTG

GCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACT

LR e e e e e e e e el
GCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACT

CAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACG

LR e e e e e e e e e e e e e
CAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACG

CGAAGAACCTTACCTGGTCTTGACATCCACAGAACTTAGCAGAGATGCTTTGGTGCCTTC

LR e e e e e e e e e e e e e e e e
CGAAGAACCTTACCTGGTCTTGACATCCACAGAACTTAGCAGAGATGCTTTGGTGCCTTC

GGGAACTGTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTT
LEEERE LR e e e e e el
GGGAACTGTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTT

AAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGGTTAGGCCGGGAACTCAA

856

723

915

783

974

843

1034

903

1094

963

1154

1023

1214

1083

1274

162

gb]EU078621.1] Klebsiella pneumoniae strain HR16 16S ribosomal RNA gene, partial


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=156447542&dopt=GenBank&RID=4HF4X3Z8012&log$=nuclalign&blast_rank=7
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DISPLAY_SORT=0&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_DESIGN=on&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=4HF4X3Z8012&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&HSP_SORT=1#156447542
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DISPLAY_SORT=0&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_DESIGN=on&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=4HF4X3Z8012&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&HSP_SORT=3#156447542
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DISPLAY_SORT=0&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_DESIGN=on&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=4HF4X3Z8012&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&HSP_SORT=3#156447542
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DISPLAY_SORT=0&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_DESIGN=on&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=4HF4X3Z8012&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&HSP_SORT=2#156447542
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DISPLAY_SORT=0&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_DESIGN=on&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=4HF4X3Z8012&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&HSP_SORT=4#156447542

Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct

Score

1084

1275

1144

1335

1204

1395

1264

1455

1324

1515

1384

1575

1444

1635

1504

= 1461 bits (791), Expect
Identities = 796/798 (99%), Gaps

TRELRE R e e e e e e e e e e e e
AAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGGTTAGGCCGGGAACTCAA

AGGAGACTGCCAGTGATAAACTGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCT

TREELEEER L e e e e et e e e el
AGGAGACTGCCAGTGATAAACTGGAGGAGGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCT

TACGACCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCATATACAAAGAGAAGCGACCTCGCGAGA

TRELRR LR e e e e e e e e e e e e e el
TACGACCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCATATACAAAGAGAAGCGACCTCGCGAGA

GCAAGCGGACCTCATAAAGTATGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATG

TEEERE L e e e e e e e e e e e e e e e et
GCAAGCGGACCTCATAAAGTATGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATG

AAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGAATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTT

FRELLEEER R e e e e e e e e e e e e e el
AAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGAATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTT

GTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTAGGTAGCTTAACCTT

RN NNy RNyl
GTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTAGGTAGCTTAACCTT

CGGGAGGGCGCTTACCACTTTGTGATTCATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAACCG

RN RN NNy
CGGGAGGGCGCTTACCACTTTGTGATTCATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAACCG

TAGG 1638

111
TAGG 1507

0.0
1/798 (O%)

Strand=Plus/Plus

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Shjct

Query

4

28

64

88

124

148

184

208

244

268

304

328

364

388

424

448

484

508

544

CGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGTAGCACAGAGAGCTTGCTCTCGGG

RN NNy
CGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGTAGCACAGAGAGCTTGCTCTCGGG

TGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTA

TR e e e e e e e e e et
TGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTA

CTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGTGGGGGACCTTCGGGCC

IR e e e e e e e e e e e el
CTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGTGGGGGACCTTCGGGCC

TCATGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAG

TEERRE R e e e e e e e e e e e e e e
TCATGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAG

GCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCC

RN NNy
GCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCC

AGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGC

FRELEE e e e e e e e e e e e e e e
AGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGC

CATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGGGGAGGAAGGC

LR e e e e e e e e e e e e el
CATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGGGGAGGAAGGC

GTTAAGGTTAATAACCTTGTCGATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCG

L IERREE e e e e e e e e e e et
GATAAGGTTAATAACCTTGTCGATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCG

TGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAG
LRELRR R e e e e e e e e e e e e e e e
TGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAG

CGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCA

1143

1334

1203

1394

1263

1454

1323

1514

1383

1574

1443

1634

1503

63

87

123

147

183

207

243

267

303

327

363

387

423

447

483

507

543

567

603

163



Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct

Ek 18 izolat 150’ye ait 16S rDNA’nin kismi sekans dizisinin gen bankasi niikleotid blast sonucu

>

568

604

628

664

688

724

748

784

808

LR e e e e e e e e e e e el
CGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCA

TTCGAAACTGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAA

IREEE R e e e e e e e e e e e e e e e
TTCGAAACTGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAA

ATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACG

RN RNy
ATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACG

CTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAA

IR e e e e e e e e e e e e e e e e
CTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAA

ACGATGTCGATTTGAGAG 801

FLELRLLLLnnt 11l
ACGATGTCGATTTG-GAG 824

RNA gene, partial sequence

Length=1497

Score = 2612 bits (1414), Expect = 0.0

Identities

= 1422/1426 (99%), Gaps = 0/1426 (0O%)

Strand=Plus/Plus

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct

Query

4

26

64

86

124

146

184

206

244

266

304

326

364

386

424

446

484

506

544

ACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGTCACAGAAAGTAGCTTGCTACTT

FRELRE LR e e e e e e e ety e et
ACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGTAACAGAAAGTAGCTTGCTACTT

TGCTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCTTGGGAACATGCCTTGAGGTGGGGGACAA

ELEERR R e e e e e e e el
TGCTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCTTGGGAACATGCCTTGAGGTGGGGGACAA

CAGTTGGAAACGACTGCTAATACCGCATAATGTCTACGGACCAAAGGGGGCTTCGGCTCT

LELEELE R e e e e e e e e e el
CAGTTGGAAACGACTGCTAATACCGCATAATGTCTACGGACCAAAGGGGGCTTCGGCTCT

CGCCTTTAGATTGGCCCAAGTGGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCA

RN RN NNy
CGCCTTTAGATTGGCCCAAGTGGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCA

ACGATCCCTAGCTGGTTTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGA

FELEELR R e e e e e e e e e el
ACGATCCCTAGCTGGTTTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGA

CTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCCAT

NN NN NNy
CTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCCAT

GCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGTCAGGAGGAAAGGGTG

LR e e e e e e e e e e et
GCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGTCAGGAGGAAAGGGTG

TGAGTTAATACCTCACATCTGTGACGTTACTGACAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGC

R e e e e e e e e e e e e el
TGAGTTAATACCTCACATCTGTGACGTTACTGACAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGC

CAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGT
RN NN NNy
CAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGT

ACGCAGGCGGTTTGTTAAGCGAGATGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTT

627

663

687

723

747

783

807

gb|DQ537518.1] Pseudoalteromonas haloplanktis strain BSi20594 16S ribosomal

63

85

123

145

183

205

243

265

303

325

363

385

423

445

483

505

543

565

603

164
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Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct

566

604

626

664

686

724

746

784

806

844

866

904

926

964

986

1024

1046

1084

1106

1144

1166

1204

1226

1264

1286

1324

1346

1384

1406

FRELRR LR e e e e e e e e e e e e e el
ACGCAGGCGGTTTGTTAAGCGAGATGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTT

CGAACTGGCAAACTAGAGTGTGATAGAGGGTGGTAGAATTTCAGGTGTAGCGGTGAAATG

LEEEER R e e e e e e e e e e e e
CGAACTGGCAAACTAGAGTGTGATAGAGGGTGGTAGAATTTCAGGTGTAGCGGTGAAATG

CGTAGAGATCTGAAGGAATACCGATGGCGATGGCAGCCACCTGGGTCAACACTGACGCTC

LR e e e e e e e e et
CGTAGAGATCTGAAGGAATACCGATGGCGAAGGCAGCCACCTGGGTCAACACTGACGCTC

ATGTACGAAAGCGTGGGGAGCAAACGGGATTAGATACCCCGGTAGTCCACGCCGTAAACG

RN RN RNy
ATGTACGAAAGCGTGGGGAGCAAACGGGATTAGATACCCCGGTAGTCCACGCCGTAAACG

ATGTCTACTAGAAGCTCGGAACCTCGGTTCTGTTTTTCAAAGCTAACGCATTAAGTAGAC

RN RNy
ATGTCTACTAGAAGCTCGGAACCTCGGTTCTGTTTTTCAAAGCTAACGCATTAAGTAGAC

CGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAG

LR e e e e e e e e e e e e e e
CGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAG

CGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACACTTGACATAC

NNy NN R RNy
CGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACACTTGACATAC

AGAGAACTTACCAGAGATGGTTTGGTGCCTTCGGGAGCTCTGATACAGGTGCTGCATGGC

NN RNy
AGAGAACTTACCAGAGATGGTTTGGTGCCTTCGGGAGCTCTGATACAGGTGCTGCATGGC

TGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTATC

LEEL RERRER e e e e e e e e e e e e e e e e
TGTCATCAGCTCGTGTTGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTATC

CTTAGTTGCTAGCAGGTAATGCTGAGAACTCTAAGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGG

LR e e e e e e e e e e e e e e e e el
CTTAGTTGCTAGCAGGTAATGCTGAGAACTCTAAGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGG

AAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGTGTAGGGCTACACACGTGCTACA

FRELER LR e e e e e e e e e e e e e e e el
AAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGTGTAGGGCTACACACGTGCTACA

ATGGCGCATACAGAGTGCTGCGAACCTGCGAAGGTAAGCGAATCACTTAAAGTGCGTCGT

TR e e e e e e e e e e e el
ATGGCGCATACAGAGTGCTGCGAACCTGCGAAGGTAAGCGAATCACTTAAAGTGCGTCGT

AGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGTAT

TR e e e e e e e e e e e e e e e el
AGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGTAT

CAGAATGACGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGA

LR e e e e e e e e e e e e e el
CAGAATGACGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGA

GTGGGTTGCTCCAGAAGTAGATAGTCTAACCCTCAGGAGGACGTTT 1429

IR e e e e e e i
GTGGGTTGCTCCAGAAGTAGATAGTCTAACCCTCGGGAGGACGTTT 1451

625

663

685

723

745

783

805

843

865

903

925

963

985

1023

1045

1083

1105

1143

1165

1203

1225

1263

1285

1323

1345

1383

1405

Ek 19 izolat I12’ye ait 16S rDNA’nin kismi sekans dizisinin gen bankasi niikleotid blast sonucu

>

partial sequence
Length=1438

gb]AY563032.1] Pseudoalteromonas marina strain mano6 16S ribosomal RNA gene,

165


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=45505258&dopt=GenBank&RID=4HFEFD1G013&log$=nuclalign&blast_rank=9

Score

= 2649 bits (1434), Expect = 0.0
Identities = 1434/1434 (100%), Gaps = O

/1434 (O%)

Strand=Plus/Plus

Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Shjct

Query

29

5

89

65

149

125

209

185

269

245

329

305

389

365

449

425

509

485

569

545

629

605

689

665

749

725

809

785

869

845

929

905

989

965

1049

CGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGTAACAGAAAGTAGCTTGCTACTTT

RN NN RN RNy
CGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGTAACAGAAAGTAGCTTGCTACTTT

GCTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCTTGGGAACATGCCTTGAGGTGGGGGACAAC

LEELER e e e e e e e e e e e el
GCTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCTTGGGAACATGCCTTGAGGTGGGGGACAAC

AGTTGGAAACGACTGCTAATACCGCATAATGTCTACGGACCAAAGGGGGCTTCGGCTCTC

TR e e e e e e e e e e e e et
AGTTGGAAACGACTGCTAATACCGCATAATGTCTACGGACCAAAGGGGGCTTCGGCTCTC

GCCTTTAGATTGGCCCAAGTGGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCAA

LR e e e e e e e e e e e e e
GCCTTTAGATTGGCCCAAGTGGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCAA

CGATCCCTAGCTGGTTTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGAC

LR e e e e e e e e e e el
CGATCCCTAGCTGGTTTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGAC

TCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCCATG

TRELRE e e e e e e e e e e e e e et
TCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCCATG

CCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGTCAGGAGGAAAGGGTGT

RN RN NNy
CCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGTCAGGAGGAAAGGGTGT

GAGTTAATACCTCATATCTGTGACGTTACTGACAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCC

LR e e e e e e e e e e et
GAGTTAATACCTCATATCTGTGACGTTACTGACAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCC

AGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTA

TREERR R e e e e e e e e e e e e e e et
AGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTA

CGCAGGCGGTTTGTTAAGCGAGATGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTTC

LR e e e e e e e e e e e e
CGCAGGCGGTTTGTTAAGCGAGATGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTTC

GAACTGGCAAACTAGAGTGTGATAGAGGGTGGTAGAATTTCAGGTGTAGCGGTGAAATGC

NN RNy RNy
GAACTGGCAAACTAGAGTGTGATAGAGGGTGGTAGAATTTCAGGTGTAGCGGTGAAATGC

GTAGAGATCTGAAGGAATACCGATGGCGAAGGCAGCCACCTGGGTCAACACTGACGCTCA

IR e e e e e e e e e e e e el
GTAGAGATCTGAAGGAATACCGATGGCGAAGGCAGCCACCTGGGTCAACACTGACGCTCA

TGTACGAAAGCGTGGGGAGCAAACGGGATTAGATACCCCGGTAGTCCACGCCGTAAACGA

LEEEE R e e e e e e e e e e e e e e el
TGTACGAAAGCGTGGGGAGCAAACGGGATTAGATACCCCGGTAGTCCACGCCGTAAACGA

TGTCTACTAGAAGCTCGGAACCTCGGTTCTGTTTTTCAAAGCTAACGCATTAAGTAGACC

NN RN RNy
TGTCTACTAGAAGCTCGGAACCTCGGTTCTGTTTTTCAAAGCTAACGCATTAAGTAGACC

GCCTGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCG

RNy
GCCTGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCG

GTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACACTTGACATACAG

IR e e e e e e e e e e e e e e e e et
GTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACACTTGACATACAG

AGAACTTTCTAGAGATAGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGATACAGGTGCTGCATGGCTG
TR e e e e e e e e e e et
AGAACTTTCTAGAGATAGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGATACAGGTGCTGCATGGCTG

TCGTCAGCTCGTGTTGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTATCCT

88

64

148

124

208

184

268

244

328

304

388

364

448

424

508

484

568

544

628

604

688

664

748

724

808

784

868

844

928

904

988

964

1048

1024

1108
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Query
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Query
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Query
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Ek 20 izolat C91’e ait 16S rDNA nin kismi sekans dizisinin gen bankas niikleotid blast sonucu

1025

1109

1085

1169

1145

1229

1205

1289

1265

1349

1325

1409

1385

NNy
TCGTCAGCTCGTGTTGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTATCCT

TAGTTGCTAGCAGGTAATGCTGAGAACTCTAAGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAA

TRELEREER e e e e e e e e e e e e e e e e el
TAGTTGCTAGCAGGTAATGCTGAGAACTCTAAGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAA

GGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGTGTAGGGCTACACACGTGCTACAAT

LR e e e e e e e e e e el
GGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGTGTAGGGCTACACACGTGCTACAAT

GGCGCATACAGAGTGCTGCGAACCTGCGAAGGTAAGCGAATCACTTAAAGTGCGTCGTAG

TR e e e e e e e e e e e e e e
GGCGCATACAGAGTGCTGCGAACCTGCGAAGGTAAGCGAATCACTTAAAGTGCGTCGTAG

TCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGTATCA

LRELEE R e e e e e e e e e e e e e e et
TCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGTATCA

GAATGACGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGT

LR e e e e e e e e e e e e e el
GAATGACGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGT

GGGTTGCTCCAGAAGTAGATAGTCTAACCCTCGGGAGGACGTTTACCACGGAGT 1462

LR e e e e e e e e e e el
GGGTTGCTCCAGAAGTAGATAGTCTAACCCTCGGGAGGACGTTTACCACGGAGT 1438

1084

1168

1144

1228

1204

1288

1264

1348

1324

1408

1384
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