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OZET

KUTUP IZOLATI Pseudomonas fragi AC'DE
SOGUK SOK PROTEINLERI (CSP2 VE CSP5)’NiIN
MOLEKULER VE in silico KARAKTERIZASYONU

Omer KONUKSEVER
Ondokuz May1s Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Tarimsal Biyoteknoloji Ana Bilim Dali
Yiiksek Lisans, Agustos/2023
Danisman: Dog. Dr. Aslthan KURT KIZILDOGAN

Antarktika’nin zorlu ekolojik sartlarina ragmen boélgede hayatta kalma yetisine
sahip biyokiitlenin en biiyiik bileseni prokaryotik organizmalardir ve 6zel adaptasyon
mekanizmalarina sahiptirler. Bu asir1 sartlara uyum saglayabilen mikroorganizmalar,
kirleticilerin mineralizasyonundan soguk uyarilabilir genlere ve ekstremozimlere
kadar bir¢cok biyomolekiil i¢in potansiyel gen kaynagidirlar.

Bu g¢alismanin amaci, kutup izolati, psikrotolerant Pseudomonas fragi AC’de
soguk soku proteinlerinin belirlenmesini ve literatliirde ilk defa farkli sicaklik
degerlerinde bu proteinleri kodlayan genlerin ifadelerinin qPCR ile analizini
icermektedir. Caligma kapsaminda literatlirde temelde iki farkli gen olan toplam 10
gen tespit edilmistir. AC-csp2 ve AC-csp5 fragmentleri PCR ile klonlanmig ve baz
dizisi ¢ikarilmistir. Dizi analizi sonucuna gore, ilgili genlerden AC-csp2 literatiirdeki
eslenigi ile %100 o6zdes ¢ikarken, AC-csp5’in niikleotit dizilimindeki 17 bazlik
farkliliga ragmen protein yapisinda 1 amino asit farklilik sergiledigi goriilmiistiir.
flgili genlerin birbiri ile 6zdesligi %73 olarak belirlenmistir. Proteinlerin in silico
karakterizasyonu iki genin de ATP bagimli helikaz ile yakindan etkilesim i¢inde
oldugunu gostermistir. Her iki proteinin de B iplik¢ik olusumunun %54 oldugu ve
a sarmali olusumu icermedigi goriilmiistiir. AC-CSP2 P. fluorescens’e ait soguk sok
proteini CapA ile %100 ayni1 domaini igerirken AC-CSP5 P. fragi’de tapB geninin
iriinii olan sicaklik alistirma proteni ile %98.4 ayn1 domaini igermektedir. gPCR
analizine gore 15 °C’dekine kiyasla csp2’nin ifadesi 28 °C’ de artis (p<0.05), csp5
geninin ifadesi ise 28 °C’de istatistiksel agidan anlamli azalis géstermistir. Buna
gore, CspS geninin kontrole kiyasla rolatif ifade degeri 28 °C’ de 0.004’tiir
(p<0.0001).

Calisma kapsaminda P. fragi AC susuna ait 16S rRNA dizisi OR150484 erisim
numarast ile csp2 ve csp5 genleri ise ilgili erisim numaralar1 ile NCBI/GenBank’ta
kay1t altina almmustir. ileriki calismalarda P. fragi csp2 ve csp5 genlerinin heterolog
ifadesinin farkli suslarda soguk stresine toleranstaki roliinlin aragtirilmasi
amaclanmaktadir.

Anahtar Sozciikler: Antarktika, Psikrotolerant, Pseudomonas, Soguk soku proteini,
Kantitatif PZR



ABSTRACT

MOLECULAR AND in silico CHARACTERIZATION OF COLD SHOCK
PROTEINS (CSP2 AND CSP5) IN POLAR ISOLATE Pseudomonas fragi AC

Omer KONUKSEVER
Ondokuz Mayis University
Institute of Graduate Studies
Department of Agricultural Biotechnology
Master, August/2023
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Aslithan KURT KIZILDOGAN

Despite the difficult ecological conditions of Antarctica, the largest component
of biomass capable of surviving in the region is prokaryotic organisms and they have
special adaptation mechanisms. Microorganisms that can adapt to these extreme
conditions are potential gene sources for many biomolecules, from the mineralization
of pollutants to cold inducible genes and extremozymes.

The aim of this study is to determine the cold shock proteins in the polar
isolate, psychrotolerant Pseudomonas fragi AC, and to analyze the expressions of the
genes encoding these proteins at different temperature values by qPCR for the first
time in the literature. A total of 10 genes were determined in the present database and
the representative two genes were identified here. The AC-csp2 and AC-csp5
fragments were cloned by PCR and sequenced. According to the results of the
sequence analysis, AC-csp2 was 100% identical with its counterparts in the literature,
while AC-csp5 showed a difference of 1 amino acid in its protein structure, despite
the 17-base difference in the nucleotide sequence. The identity of the csp2 and csp5
with each other was determined as 73%. in silico characterization of the proteins
showed that both genes interact closely with ATP-dependent helicase. It was
observed that both proteins had 54% B-strand formation and no a-helix formation.
AC-CSP2 contains 100% the same domain as CapA, the cold shock protein of P.
fluorescens, while AC-CSP5 contains 98.4% the same domain as the temperature
acclimation protein, the product of tapB gene, in P. fragi. According to gPCR
analysis, the expression of csp2 increased at 28 °C (p<0.05) compared to that at
15 °C, and the expression of csp5 gene showed a statistically significant decrease at
28 °C. Accordingly, the relative expression value of the csp5 gene compared to the
control was 0.004 at 28 °C (p<0.0001).

Within the scope of the study, the 16S rRNA sequence of P. fragi AC strain
was registered in NCBI/GenBank with the accession number OR150484 and the csp2
and csp5 genes with the related accession numbers. In future studies, it is aimed to
investigate the role of heterologous expression of P. fragi csp2 and csp5 genes in
tolerance to cold stress in different strains.

Keywords: Antarctica, Psychrotolerant, Pseudomonas, Cold Shock Protein,
Quantitative PCR
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1. GIRIS

Kutupsal kriyosfer, Diinya ylizeyinin yaklasik %14 {inli kapsamaktadir (Malard
ve Pearce, 2018). Buzullarla kapli bu alanlarda canliligin siirdiiriilmesi i¢in gereken
degisken sicakliklarin, erime/¢oziilme dongiilerinin olmayis1 ve ihtiya¢ duyulan besin
maddeleri ile sivi formda su mevcudiyetinin kitlig1 gibi nedenler ile bolgenin asiri
diisiik sicakliklarina karst uyum saglamanin zorlugundan dolayr burada var olan
yasamin uykuda oldugu disiiniilmektedir (Malard ve Pearce, 2018). Kutupsal
mikroorganizmalar, ¢evre ve iklim kosullar nedeniyle yavas biiylime ve diisiik
biyolojik aktivite sergilemelerine ragmen biyojeokimyasal dongiide 6nemli roller
sergilemektedir (Nemergut vd., 2005; Malard ve Pearce, 2018). Kutup mikrobiyal
topluluklarini incelemedeki ana zorluk, numune sayisini biiyiik 6l¢iide sinirlayan

bolgenin uzakligi ve asiri iklim sartlaridir (Nemergut vd., 2005).

Antarktika insan eliyle bozulmamis bir alan olarak kabul edilse de giiniimiizde
okyanus akintilar1 ve gelgit olaylar1 etkisiyle bocek ilaglari, agir metaller, kalici
organik Kirleticiler gibi insan kaynakli ¢esitli kati ve sivi atiklara maruz kalarak
kirlenmektedir (Chu vd., 2019; Colesie vd., 2022). Kiiresel 1sinma, turistik ve
bilimsel faaliyetler gibi antropojenik etkilerin yan1 sira endiistriyel gelisme ve niifus
artis1 da, Antarktika'da kirlilige neden olmaktadir (Tomova vd., 2015; Otur vd.,
2023; Ozaydin, 2023). iklim degisikligine iliskin 2021 yilina ait Hiikiimetlerarast iklim
Degisikligi Paneli (IPCC) degerlendirme raporu, kitadaki insan kaynakli ilk fiziksel
bozunma kanitlarina dikkat ¢ekmektedir ve bu durum yeni tiir, irk ve suslarin tespit
edilebilme ihtimalini tehlikeye sokmaktadir (Chu vd., 2019; Colesie vd., 2022;
McCarthy vd., 2022). Antarktika kitasinin yaklasik %0.18’ini teskil eden potansiyel
yasanabilir alan habitat1 degisen iklim karsisinda karmasik biyolojik tepkiler
sergilemektedir. Buradaki karasal ekosistem likenler, briyofitler, 6karyotik algler ve
siyanobakterilerin baskinligindan dolay1 benzersizdir ve yalnizca iki vaskiiler bitki
tiri bu cografyada canliligmi siirdiirmeyi basarabilmistir. Diinyanin son derece
soguk, kuru ve riizgarli bu bolgesinde yalnizca smirli sayida organizmanin
yasayabilmesi, yilizeyin buzla kapli olmasi1 nedeniyle ¢ok az bitki tliriiniin bitki ortiisii
seklinde kolonilesebilmesi, bilim insanlarini canliligi smirlandiran bu gibi zorlu
kosullara dayaniklilik ve direncin arastirilmasi konusunda c¢alismalara tesvik

etmektedir (Abd-Manan vd., 2014; Colesie vd., 2022).



Antarktika numunelerinden izole edilen psikrofil, psikrotolerant ve
mezofil-psikrotolerant organizmalar incelendiginde bakteri, arke ve dkaryot sinifina
dahil tiirleri igerdigi goriilmektedir (Duarte vd., 2018; Ordonez-Enireb vd., 2022).
Antarktik sistemlerdeki prokaryotik cesitlilik ve metabolizmalarinin itici giicii
hakkindaki mevcut bilgilerin derinlestirilmesine ihtiya¢ s6z konusudur. Morfotip
bilesimine bagli olarak, Antarktik prokaryotlarin genel dagilimi: basil (%27),
kokobasil (%26), kok (%23) ve ipliksi formlar (%24) seklindedir (Papale vd., 2021).
Antarktika’dan izole edilen bakteriler temel olarak Actinobacteria, Bacteroidetes,
Proteobacteria ve Firmicutes filumlarina aittir. Temsil edilen baslica cinsler
Arthrobacter, Psychrobacter, Pseudoalteromonas ve Rhodococcus olarak ortaya
cikmaktadir. Silva vd. (2018), Antartktika Yarimadasi’nin kuzeyinde bulunan
Giiney Shetland Adalari’ndan saglanan orneklerden antimikrobiyal aktivite gosteren
Escherichia coli, Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis ve
Candida albicans suslar1 ile antiproliferatif ve antiparazitik Pseudomonas sp. tiirii

tanimladiklarii bildirmektedirler.

Antarktika funguslar topraklar, penguen ve kus tiiyleri ile pisligi, likenler ile
likenli kayalar, deniz ve gol sulari, siinger ve makroalgler gibi cok cesitli
ortamlardan izole edilmistir. izole edilen tiirler arasinda okyanus akintilari, gdgmen
kuslar, turizm gibi etkilerle mikrobiyal propagiiller olarak disaridan siireklenen
fungus tiirleri de yaygindir (Duarte vd., 2018). Antarktika’dan izole edilen lifli
mantarlar yaygin olarak Ascomycota filumuna aittir, literatiirde ise Candida
antarktika ¢alismalart hakimdir (Duarte vd., 2018; Oldham ve Kindness, 2020).
Pseudogymnoascus ve Mortierella cinsinin temsilcileri de siklikla izole edilmistir.
Bolgeden bildirilen diger cinsler sunlardir: Alternaria, Antarktomyces, Ascobolus,
Aspergillus, Beauveria, Cadophora, Capnobotryella Chaetomium, Cladosporium,
Dactylella, Davidiella, Embellisia, Entrophospora, Engyodontium, Epicoccum,
Eurotium, Fusarium, Gyoerffyella, Lecanicillium, Leuconeurospora, Microdochium,
Mycocentrospora, Penicillium, Phaeosphaeria, Phoma, Pseudogymnoascus,
Tetracladium, Thelobolus, Trichoderma ve Verticillium (Duarte vd., 2018).
Antarktika’dan izole edilen mayalarin ¢ogu Basidiomycota filumuna aittir ve
Cryptococcus ile Rhodotorula cinsinin temsilcileri siklikla Antarktika ortamlarindan
izole edilmistir. (Santiago vd., 2017). Yakin zamanda Antarktika’da tanimlanan

Cystobasidium portillonense, Piskurozyma fildesensis, Leucosporidium escuderoi,



Taphrina antarctica, Naganishia vaughanmartiniae suslar1 ve yeni fungus taksonlari
bolgede gizli bir gesitlilige isaret etmektedir (Duarte vd., 2018; Ordoénez-Enireb vd.,
2022).

Papale vd. (2021), Antarktika’nin farkli bolgelerindeki ti¢ farkli tuzlu su
kaynagindan aldiklar1 6rnekler ile yaptiklar1 caligmada arkeal cinslerin homojen bir
sekilde dagildig1 ve ozellikle Aeropyrum, Desulfurococcus, Ignicoccus, Sulfolobus,
Methanothermus, Methanoplanus, Methanosalsum ve Thermococcus cinslerinin tim
tuzlu sularda ortak olarak bulundugu sonucunu sunmaktadirlar. Tiim orneklerde

baskin cinsin Methanothermus oldugunu bildirmektedirler.

Literatiir ¢aligmalar1  degerlendirildiginde aslinda Antarktika kitasinin
mikrobiyal acidan olduk¢a zengin oldugu goriilmektedir. Habitata 06zgi
poplilasyonlara ait gen/proteinlerin tespit ve karakterizasyonu biyoteknolojik acidan

6zglin molekiillerin belirlenmesine katki saglayacaktir.



2. LITERATUR OZETI
2.1. Antarktika Kitasi

60° Giiney enleminin giineyindeki 14 milyon km?’lik tiim alani1 kapsayan,
yalnizca %0.35’i (49.500 km?) buzsuz alan olan ve Giiney Kutbu'nu da igeren bolge
Antarktika kitasi olarak adlandirilmaktadir (Bockheim vd., 2015). Ortalama buz
kalinlig1 yaklasik 2000 m olan bu yer Diinya’daki en biiyiik tathh su kiitlesini
olusturmaktadir ve bu yeryliziiniin kullanilabilir tatli su kaynaklarinin yaklasik
%70’ini buz seklinde teskil etmektedir (Li vd., 2022). Kitanin NASA’ya ait Blue
Marble uydusundan saglanan goriintiisii Sekil 2.1°de gosterilmektedir. Insan
kesiflerinin yer kiirede en son gerceklestigi ve niifus yogunlugunun en az oldugu
Antarktika’da, Diinya iizerinde tespit edilen en diisik dogal sicakliklarin
Ol¢iilmesinin yani sira yillik ortalama yagis miktar1 baz alindiginda bazi bolgeleri yer
kiirenin en kurak alanlarimi olusturmaktadir (Bockheim vd., 2015; Kirkinct vd.,
2021a; Li vd., 2022). iklim degisikligine oldukg¢a duyarli olan Antarktika’nin sahip
oldugu buz tabakasinin hizli bir erime siirecinden gectigi bildirilmektedir (Li vd.,
2022). Velicogna vd. (2020), erime ile meydana gelen kiitle kaybinin yillik 261 gt

oldugunu bildirmislerdir.

Sekil 2.1. Antarktika Kitasi’nin NASA Blue Marble veri seti kullanilarak olusturulan uydu goriintiisii
(https://geology.com/world/antarctica-satellite-image.shtml Erisim tarihi: 26.02.2023).



https://geology.com/world/antarctica-satellite-image.shtml

Kutup boélgeleri kuvvetli riizgarlara, asirn diisiik sicakliklara, nispeten diisiik
yagis miktarina, yazlari yiiksek ve kig donemi diisik UV radyasyonuna maruz
kalmaktadir (Malard ve Pearce, 2018; Kirkinc1 vd., 2021a). Antarktika’da iklim
profiline gore cografi olarak siniflandirilmis iki bolge bulunmaktadir. Dogu’da yer
alan Antarktika Yarimadas: “Kita Antarktikas1” olarak adlandirilirken, daha i1liman
sicakliklara sahip ve yaz aylarinda daha fazla yagmur alan bati kesimleri “Deniz
Antarktikas1”  olarak  adlandirilmaktadir  (Abd-Manan vd., 2014). Kita
Antarktika’sinda, goller genellikle yiizeylerinde her yil gelisen buzlanma
kabarciklariin varligiyla karakterize edilir. Arktik muadillerinden farkli olarak,
Antarktika buzlanma kabarciklar1 ¢ogunlukla kis aylarinda gdl-buz Ortiisiiniin
altindaki yiiksek tuz igerikli suyun kademeli olarak donmasiyla olusan hidrostatik
basinglardan kaynaklanir (Papale vd., 2021). Antarktika, deniz bilimi modellerinde
merkezi bir rol oynamakta olup kiiresel iklim degisikligi tartismalarinin ayrilmaz bir
pargasidir (Colesie vd., 2022). Kiiresel 1sinma ve benzeri g¢evre kosullarindaki
degisikliklere ragmen, Antarktika kitasi genel olarak insan kirliligi etkisiyle heniiz
bozulmamig bir ortam olarak kabul edilmektedir. Buz-deniz suyu ara yiiziiniin
bakteri, mikroalg, heterotrofik protozoa ve kiigiik metazoanlar i¢in zengin ve ozel
yasamlarini olusturmaktadir (Tanimura vd., 1996). Diinya iizerindeki en izole ve sert
ortamlart barindiran Antarktika’da meydana gelen biyolojik, fiziksel, kimyasal ve
jeolojik siirecler bilim insanlar1 i¢in oldukea ilgi ¢ekicidir. Bu nedenle, Antarktika
Yarimadas: farkli iilkelerden en yiiksek aragtirma istasyonu yogunluguna sahip

bolgedir (Zelano vd., 2017; Dopchiz ve Ansaldo, 2022).

Sayilar1 az olsa da Antarktika’da dogal seleksiyon ve adaptasyon
yetenekleriyle canliligini devam ettirebilmis kitaya 6zgii hayvan ve bitki tiirleri, alg
ve mikroalgler, ¢esitli likenler ve mikroorganizma tiirleri bulunmaktadir (Anonim,
2023). Bu canl tiirlerinin fizyolojik ve genetik adaptasyon mekanizmalar1 lizerinde
gerceklestirilen arastirmalarla, iklim degisikligi ve giincel ¢evresel problemlere
¢oziim aranmaktadir (Chu vd., 2019). Bu canlilarin, genlerinin ve irettikleri
enzimlerin biyoteknolojik arastirmalarda kullanilarak basta biyokontrol ve biyo/fito-
remidasyon olmak iizere farkli problemlere ¢6ziim arama ¢alismalar1 yogunlasarak

devam etmektedir (Chu vd., 2019; Kirkinei vd., 2021a).



Antarktika ekosistemleri, kiiresel iklimsel ve biyojeokimyasal dongiilere
onemli katkida bulunmakta ve biyolojik cesitliligin kiiresel degisime nasil tepki
verecegine dair basitlestirilmis kiiresel ndbetcileri temsil etmektedir. Antarktika
ekosistemleri artan antropojenik baski altindadir, ancak Antarktika biyolojik
cesitliliginin cevresel degisime tepkilerini tahmin etme ¢abalari, 6nemli veri
zorluklar1 nedeniyle engellenmektedir. Ekolojik siiregleri hibrit modelleme
cergevelerine dahil ederek, mevcut verilerden daha fazla yararlanilabilir ve
Antarktika'daki biyolojik ¢esitlilik tahminlerinin kapasitesini ve dogrulugunu

artirabilir (Koerich vd., 2022).
2.1.1. Antartktika Mikrobiyal Cesitliligi ve Biyoteknolojik Onemi

Diinyada iklimsel degisiklikler, tuz madenlerinin gelisigiizel kullanimi, yanlis
sulama, agaclarin tahrip edilmesi gibi nedenlerden dolay1 tuzluluk ve beraberinde
kuraklik stresi diinyada tarimsal {iretimi sinirlandiran en O6nemli abiyotik stres
sorunlar1 olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Mikroorganizmalar volkanik kaynaklarin
yiiksek sicakliklari, kutup bolgelerinin diigiik sicakliklari, yiiksek basinca sahip
okyanus derinlikleri, asidik veya alkali pH degerleri ile ¢ok yiiksek tuz
konsantrasyonlari gibi ekstrem ¢evre sartlarina adapte olarak diinya lizerinde pek ¢ok
yerde yasamlarini siirdiirebilmektedirler (Tablo 2.1) (Mechri vd., 2017). Bu tiir asir1
cevresel sartlarda yasamini siirdiirerek tireyebilen mikrobiyal popiilasyonlar
ekstremofil olarak isimlendirilmektedirler (Stanley, 2002; Abanoz, 2016). Kutup
bolgeleri gibi daimi soguk habitatlarin ortalama sicakligi 5°C’nin altinda olsa da
psikrofiller adi1 verilen organizmalar buralara uyum saglayarak basariyla kolonize

olabilmislerdir (Rong vd., 2020).



Tablo 2.1. Ekstremozim kaynagi canlilarin yagsama alani ve ortam istekleri (van den Burg, 2003)

Kaynak organizmalarin yasam alam Organizmalarin ortam istekleri
Psikofil ~ Antarktik ve Arktik topraklar ve sular, buzullar au?sﬂi(s:l; aklidar
Halofil ~ Tuz gélleri, kaya tuzu madenleri, tuzlalar z{zlflgslfﬂklilizcll()o nsantrasyonu
Asidofil  Atik aritma tesisleri 2u;1|1_|k2p)H
Alkalifil Sodali goller, maden atiklari ziﬁlgls_flig)H

Yiiksek agir metal konsantrasyonu

Metallofil Karasal hidrometal kaynaklar, metal igleme fabrikalari (Cu, Cd, As, Zn vs)

Yiiksek hidrostatik basing

Barofil  Okyanus ve derin deniz tabani (40-130 MPa)

Yiiksek iyonize radyasyon

Radiofil Niikleer atiklar (>25 kGy)

Biyocografya, gida koruma, biyoteknoloji ve hatta astrobiyolojideki sorulari
yanitlamak ve sorunlari agmak i¢in ekstremofil canlilar kapsamli bir sekilde
incelenmektedir (Seckbach vd., 2013). Asir1 ¢evre sartlarinda canliligini siirdiirebilen
hayvan, bitki ve mikroorganizmalarin bu ortamlara adaptasyon mekanizmalarinin
belirlenmesi, diger canlilarin bu tip asir1 ortamlara alistirilabilmesi ve gen kaynagi
olarak kullanilabilecek yeni tiirlerin kesfedilmesi ¢alismalari icin 6nem tagimaktadir
(Ventosa vd., 1998; Quillaguaman vd., 2005). Ekstrem yasamin arastirtlmasina
termofiller 151k tutmus olsa da arastiricilar kisa siire icerisinde soguk, asidik, tuzlu,
yiiksek basin¢li ve hatta radyoaktif ortamlar gibi diger agir yasam sartlarindaki
cesitliligi incelemeye baslamistir (Seckbach vd., 2013).

Antarktika’nin tiim olumsuz kosullarina ragmen prokaryotlar bolgenin baskin
biyokiitlesini teskil etmeyi basarmistir ve goéller, akarsular ve toprak dahil olmak
lizere bolgenin tiim habitatlarindan bakteri, fungus ve arkeler izole edilebilmistir
(Rios vd., 2022). Kutup mikroorganizmalari sert ¢evresel kosullarin etkisiyle diisiik
mikrobiyal aktivite sergileseler de besin dongiisiinde dnemli role sahiptirler (Convey
ve Stevens, 2007). Biyojeokimyasal dongiide biyog¢oziiniirliik gibi kritik bir gdrevi
istlenen bu mikroorganizmalar, besin aginin temelini olusturmaktadirlar (Vincent,
2000; Jakosky vd., 2003). Bolgede organik karbon kaynaginin az olmasindan dolay1
azot, fosfor ve hatta metanol parcalama yetenegine sahip mikroorganizmalara
rastlanmaktadir (Laybourn-Parry vd., 2002; Shivaji, 2017). Bolgenin sulak

kesimlerinde daha yaygin rastlanan Planctomycetes, amonyumun anaerobik



oksidasyonuna katilarak azot dongiisii ve iiretiminde 6nemli rol iistlenmektedir
(Pearce vd., 2009; Malard ve Pearce, 2018). Kuru kayaliklarda kolonize olmus en
yaygin takson Gloeocapsa cinsidir. Kuru vadilerde 6ne ¢ikan aktinobakterileri ise
Arthrobacter spp., Brevibacterium spp. ve Corynebacterium spp. olusturmaktadir
(Adams vd., 2006; Cary vd., 2010; Vyverman vd., 2010). Kuzey Victoria Land’da
termal olarak 1sinan bolgelerdeki bazi sicak topraklardan termofilik bakterilerin izole
edildigi de bildirilmektedir. Bunlarin disinda kitadan; Staphylococcus, Bacillus,
Corynebacterium, Micrococcus, Streptococcus, Neisseria ve Pseudomonas suslari da
izole edilmistir (Cary vd., 2010; Kirkinci vd., 2021a).

Bakterilerle birlikte fungal ve arkeal topluluklar da Antarktik mikrobiyal
cesitliligin 6nemli bir pargasidir. Funguslar ¢ok ¢esitli substratlari kolonize ederek
farkli gevresel kosullara dayanabilmekte ve bu 6zelliklerinden dolay1 tiim diinyada
yayillim  gostermektedirler.  Antarktika  kaynakli  funguslar, ekstremofilik
uyarlanabilirlikleri nedeniyle arastirmalarin odak noktasini olusturmaktadir (Duarte
vd., 2018). Antarktika fungal topluluklarinda biyolojik dongiiye katki saglayan en
onemli varyeteleri Candida antarctica, Ascomycota ve Basidiomycota
olusturmaktadir (Ruisi vd., 2007; Duarte vd., 2018; Oldham ve Kindness, 2020).
Antarktika mikrofunguslar1 arasinda buraya taginan ancak Antarktika kosullarinda
bliylimeyen kozmopolit propagiiller bulunsa da buraya adapte olmus diisiik
sicakliklarda iireyip biiyliyebilen, hizli sporlanan ve ¢ogunlukla psikrotolerant yerli
formlar da bulunmaktadir (Ruisi vd., 2007; Rios vd., 2022). Dry Valley gibi kitanin
en u¢ ve izole bolgelerinde fizyolojik ve morfolojik adaptasyonlar sergileyen
endemik yerel tiirler lokalize olmustur. Antarktika funguslar1 ve diger kuru ve soguk
habitatlardan kitaya tasinan funguslar, diisiik sicakliklara, tekrarlanan donma ve
¢oziilme dongiilerine, diisiik su mevcudiyetine, ozmotik strese, kurumaya, diisiik
besin mevcudiyetine ve yikksek UV radyasyonuna adapte olacak sekilde
evrimlesmislerdir (Ruisi vd., 2007).

Yiiksek sicakliklarda gerceklestirilen enzimatik endiistriyel uygulamalarin daha
diisiik sicakliklarda gerceklestirilebilmesi i¢in Antarktika gibi ekstrem soguk
iklimlerden izole edilecek organizma ve sahip olduklar1 enzimler son derece dnem
arz etmektedir. Rios vd. (2022), Antarktik kus yuvalarindan endiistriyel 6neme sahip
proteolitik bir enzim olan keratinaz icin yeni bir Uretici olan psikrotolerant

Pedobacter sp. 3.14.7 susunu tanimlamiglardir. Bu sustan sagladiklari genis pH



araliginda kararli metalloproteaz, 238 saat sonra %85’lik bir aktivite sergilemistir.
Bu enzim ekstraktt 20 °C’de pamuklu kumastan kan lekesini tamamen
cikarabilmektedir. Ik olarak Victoria Land'deki Vanda Goli'niin 9 metre
derinligindeki bir tortudan izole edilen Candida antarktika’dan saglanan B-bilesenli
ve yliksek derecede stereospesifik dayanikli lipazlar biyoteknoloji, biyokimya ve
biyomiihendislikte biyoyakit iiretimi, karbohidradlarin ¢6ziinmesi, amin/amid {iretimi

gibi ¢ok ¢esitli uygulamalarda kullanilmigtir (Oldham ve Kindness, 2020).

Bu fizyolojik adaptasyonlar, potansiyel biyoteknolojik uygulamalarla benzersiz
ikincil metabolitlerin tliretilmesine neden olabilir. Antarktika mikroogganizmalarinin
adaptasyonunun metabolik mekanizmalar1 heniiz yeterince c¢alisilmamis olsa da,
mevcut birgok arastirma diisiik sicaklikta yiiksek katalitik aktivite, antrifiriz protein
tiretimi, yliksek doymamis yag asidi icerigi gibi metabolik 6zelliklerinden dolay1
potansiyel biyoteknolojik uygulamalarini isaret etmektedir (Ordofiez-Enireb vd.,
2022). Styczynski (2022), toplamda 427 Antarktika bakterisinin sekonder
metabolitlerinin biyokimyasal 6zelliklerini, biyolojik aktivitelerini ve biyoteknolojik
potansiyellerini i) biyosiirfektanlar, i) sideroforlar, iii) karotenoidler ve
iIv) pyomelanin bakimindan analiz ettigi tez calismasinda, verimli bir sekilde
siderofor, biyosiirfektan ve pigment iceren 16 sus belirlemistir. Ayrica, ii¢ susun
yonca biiylimesinin uyarilmast ve topraktan demir biyoyararlaniminin artirilmasi
konusunda umut verici sonuglar elde ettigini ve bu bakterilerin ve metabolitlerinin

agroteknik faaliyetlerde kullanilabilecegini bildirmektedir.

Hidrokarbonlarin biyoremediasyonu, oOzellikle yakit ve diger yaglarla ilgili
olarak son yillarda biiyiik ilgi gérmistiir (Zakaria vd., 2021). Mikroorganizmalar
asirt ve zorlu ekosistemlerde baskin yasam formlaridir ve biyojeokimyasal
dongiilerde kirleticilerin mineralizasyonunda rol oynarlar (Rios vd., 2022). Centurion
vd. (2019), Antarktik biyogesitliliginin rezistom (agir metal, antibiyotik, tuzluluk vs.
direnci) profilleri iizerine yaptiklar1 calisma sonucunda, bodlgede antropojenik
kaynakli olabilecek kirlilik unsurlarina kars1 tespit ettikleri direng/tolerans
mekanizmalarinin, biyoremediasyon potansiyelleri bakimindan dikkate deger

oldugunu bildirmislerdir.



Antimikrobiyal direng kiiresel 6lgekte 6nemli bir saglik sorunudur (White ve
Hughes, 2019) ve son yillarda antibiyotiklere direngli suslarin artmasi sonucu
antimikrobiyal direncin hizla yayilmasi diinyada endise yaratmaktadir. Bu durum
antibiyotiklere diren¢li suslar tizerine tesir edebilecek daha etkili ve yeni
antibiyotiklerin bulunabilme c¢alismalarim1  bir Oncelik haline getirmektedir
(Hwengwere vd., 2022). Antarktika’nin uzakligi, ulasim zorlugu ve ¢alismay1
zorlagtiran iklimsel faktorleri buradan yapilan bakteri ve plazmit izolasyon
caligmalarin1 sinirlandirmakta oldugundan burada yapilacak ¢alismalar yeni bakteri
tiirlerinin karakterize edilebilme ve yeni antimikrobiyal ajanlarin ortaya ¢ikarilma
potansiyelinden dolay1 olduk¢a énem tasimaktadir (Kobori vd., 1984). Sinirli insan
faaliyeti nedeniyle ¢ok diisiik antimikrobiyal direng diizeyine sahip oldugu varsayilan
Antarktika, antimikrobiyal diren¢ evriminin erken agamalarini, iletimini destekleyen
mekanizmalart ve etkilesimlerini anlamak ic¢in potansiyel model ortamlari temsil
etmekte olmakla birlikte bugiine kadar yapilan ¢alismalar sinirlidir (Hwengwere vd.,
2022). insan kaynakli bozunmanin sinith oldugu bu cografyada yapilacak
arastirmalar ile insan kaynakli antimikrobiyal direncin dogal olarak gerceklesen
direncle karsilastirilmast ve endemik vahsi yasamin bu diren¢ yayilmasindaki
roluniin tespiti miimkiin olacaktir (Chu vd., 2019; Hwengwere vd., 2022). Ote
yandan, Antarktika kitasinin zorlu g¢evresel sartlari, yeni antibiyotik kesfine neden
olacak potansiyel antimikrobiyal 6zelliklere sahip farkli metabolitlerin iiretilmesine

katkida bulundugu diistiniillmektedir (Ordénez-Enireb vd., 2022).

Otur vd. (2023), Antarktika Ardley Adasi’ndan saglanan g6l suyu
orneklerinden Flavobacterium azizsancarii adini verdikleri psikrotolerant dzellikte
yeni bir tlir tamimlamiglardir. 4-30 °C gibi genis bir iireme sicakligina sahip bu
bakteri, %5°lik dizel par¢alama ve krom (Cr), nikel (Ni), kursun (Pb), bakir (Cu) ve
¢inko (Zn)’ya 2.88 ila 2.14 mM konsantrasyon araliginda tolerans gostererek
hidrokarbon ve agir metal kirliligine kars1 biyoremediasyon potansiyeli sunmaktadir.
S6z konusu bakterinin antibiyotik duyarlilik testi sonucunda sergiledigi ¢oklu ilaca
direngli profili, ihtiva ettigi biyofilm, soguk soku proteini ve oksidatif strese tepki
genleri ile sergiledigi proteaz, amilaz ve lipaz aktiviteleri sayesinde biyoteknolojik

bir 6neme isaret etmektedir.
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Inan vd. (2023), yaptiklar1 ¢alismada, Antarktika’ya 6zgii mikroalg Chlorella
variabilis’in biiylime ortami parametrelerinin maniipile edilerek 1liman kosullarda
verimli bir sekilde iiretilebilecegini ve bdylece ticari dnemi olan karotenoidler i¢in
potansiyel bir kaynak saglanabilece§ini vurgulamaktadirlar. Kirkinc1 vd. (2021b),
Galindez Adasi’ndan toplanan su 6rneklerinden ilk defa pestisit pargalayan bakteri
tanimlayarak literatiire kazandirmislardir. TaeBurcu0Ol1 ve TaeBurcu002 admni
verdikleri bu bakteriler, pestisit etken maddesi olan dalaponu parcalayarak karbon
kaynagi olarak kullanabilmektedirler. Bu 6zelliklerinin genetik mekanizmalari
aydinlatilarak tarim ilaci ile kirlenmis alanlarda canliligim siirdiirebilen transgenik
bitkiler gelistirilebilir, bdylece hem bu alanlarin yeniden tarimsal iiretime
kazandirilabilmesi hem de tarim ilaci ile kirlenmis topraklarin 1slahinin yapilabilmesi

imkan1 dogacaktir.
2.2. Psikrofil/Psikrotolerant Bakteriler

Soguk c¢evreler diinya biyosferinin %85’ini olusturmakta olup, biyosferde
Olgiilen sicakligmin dortte tigii 5 °C’nin altinda kalarak yasamin siirdiiriilmesinde
biiyiik bir caydirici unsur olusturmaktadir (Awasthi vd., 2019). Kutuplar gibi siirekli
diisiik sicakliga sahip ortamlarda canliligim1i devam ettirebilen organizmalar
psikrofiller olarak adlandirilmaktadir (Rong vd., 2020). Gezegenimizin en eski
kolonicileri olan mikroorganizmalar, essiz metabolik islevleri sayesinde asiri
ekolojik ortalarin iyi bilinen sakinleridir (Awasthi vd., 2019). 15-25 °C arasinda
optimum iireme sicakligi istegine sahip mikroorganizmalar psikrotolerant olarak
siniflandirilirken biiytime i¢in 15 °C’ ye esit veya daha diisiik optimum sicakliga
ihtiya¢ duyanlar psikrofilik mikroorganizmalar olarak isimlendirilmektedir (Duarte
vd., 2018). Bu organizmalar, soguk stresine karsi yalnizca hayatta kalmaz, bu tiir
zorlu ortamlarda hayatta kalabilmelerini saglayacak mekanizmalar gelistirerek
ortama uyum saglamaktadirlar. Psikrofilik mikroorganizmalar, hiicresel islevlerini
ciddi anlamda etkileyen soguk stresi ve Oldiriici soguklarin neden oldugu
fizikokimyasal kisitlamalarla basa c¢ikmak icin, zar akigskanligini koruyan coklu
doymamuis yag asitlerinin igerigini artirmak, buzlanma ve donma 6nleyici proteinler
tiretmek ve uygun ¢o6ziinenleri biriktirmek gibi bir takim adaptasyon mekanizmalari
gelistirmislerdir. Ayrica, diisiik sicakliklarda artan oksijen ¢oziiniirliigiiniin neden
olabilecegi oksidatif stresi azaltmak icin dioksijenazlart kodlamaktadirlar. Bu

adaptatif mekanizmalardan bir digeri ise ani sicaklik diisiisii karsisinda translasyon
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ve protein katlanmasina yardimci olarak hiicresel donmaya karsi direng saglayan bir
takim proteinleri tiretmeleridir. Bu proteinlerin baglicalarini1 soguk soku proteinleri
(CSP) ve soguk alistirma proteinleri (CAP) teskil etmektedir (Abraham vd., 2020;
Rong vd., 2020).

2.2.1. Soguk Soku Proteinleri (CSP)

IPCC (2022)’ye gore, kiiresel sicakliklardaki istikrarsizlik, sicak hava dalgalar
ve soguk donemlerin sikligi ve yogunlugundaki artis nedeniyle mahsul verimi
tizerine olumsuz etkiler olusturmaktadir. Sogutma (<20 °C) ve donma (<0 °C) olarak
siniflandirilan soguk stresi, bitki biiylime ve gelisimini sinirlandirarak mahsul
verimini direk olarak etkiledigi gibi canlilarin yasam dongiilerini ve cografi
dagilimlarin1 da etkileyen baslica ¢evresel faktdrlerden birini teskil etmektedir (Eom
vd., 2022). Biyolojik sistemler UV 1511, pH, tuzluluk, basing ve sicaklik gibi stres
kosullarindan etkilenmektedirler (Uziimcii, 2009). Sicakligin diismesi ile membran
akiskanligini degiserek hiicre zarmin sivi kristal fazdan jel benzeri kat1 faza fiziksel
faz gecisi, istime stresinden kaynaklanan birincil olay olarak bilinir ve yetersiz
enerjiye, iyon sizintisina ve reaktif oksijen tiirlerinin birikmesine neden olur
(Uziimeii, 2009; Eom vd., 2022). Eom vd. (2022), yaptiklar1 ¢alisma sonucu soguk
stresi ile miicadele etmede antioksidan mekanizmay1 giiclendirerek bitkilerde soguga

toleransi gelistirmenin énemli bir temel olusturacagini bildirmislerdir.

Genel olarak diisiik sicaklik, mRNA’da ikincil yap1 olusumunu indiikleyerek
diisiik sicaklikta protein sentezinin uygun sekilde gergeklesmesini engellemektedir
(Uziimcii, 2009; Abraham vd., 2020). Ancak soguga adapte olmus bakteriler, diisiik
sicaklikta protein sentezleme mekanizmasimin diizgiin ¢alismasi i¢cin CSP ve CAP
gibi proteinleri Ureterek, diisiik sicakliklarda transkripsiyon, translasyon ve protein
katlanmasini dogru sekilde gerceklestirebilmektedir (Uziimeii, 2009; Abraham vd.,
2020). CSP’ler, soguk soku ya da sicakliktaki ani diisiislerle basa ¢ikmak i¢in hem
Okaryotik hem de prokaryotik sinifta bulunan ve soguga adaptasyonda énemli gorev
istlenen 6nemli biyomolekiillerdir (Awasthi vd., 2019). CSP’ler sicaklik diisiisii
sirasinda tretilen, biiyiik 6l¢iide korunmus, DNA baglanma proteinleri ile yapisal
olarak iligkili protein ailesidir (Awasthi vd., 2019) ve bu proteinler soguk etkisi ile
katlanarak ikincil yap1 olusturan mRNA’larin agilmasini tegvik eden molekiiler
saperonlar olarak gorev yapmaktadir (Zhang vd., 2018; Xu vd., 2021).
CSP’ler ssDNA ve RNA’ya 1is birligi icerisinde baglanarak fonksiyon
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gostermektedirler (Graumann & Marahiel, 1999). CSP’lerin tiirler arasinda DNA
baglama boélgelerinde yiiksek oranda korundugu bildirilmektedir (Xu vd., 2021).
Literatiirdeki ilk CSP, E. coli’de tanimlanan CspA proteinidir ve E. coli’nin
inkiibasyon sicakligi diisiiriildiiglinde biriken toplam proteinin %10’unu teskil
etmektedir (Graumann & Marahiel, 1999; Phadtare vd., 1999; Awasthi vd., 2019).
Daha sonralart bu protein ile homoloji gosteren birgok protein psikrotrofik,
psikrofilik, mezofilik, termofilik ve hatta hipertermofillere kadar cesitli bakterilerde
tanimlanmistir (Phadtare vd., 1999; Uziimcii, 2009). Soguk sok tepkisi sirasinda
bakterilerde meydana gelen global degisiklikleri analiz etmek i¢in genom capinda
yontemler kullanan bir ¢alismada (Zhang vd., 2018) RNazR ve CspA’nin baslica
oyuncular oldugu, RNazR’nin yanlis katlanmig RNA’larin par¢alanmasindan
sorumlu oldugu goziikiirken, CspA’nin de translasyonun olabilmesi i¢in ¢ift zincirli
RNA’y1 agtigi bildirilmistir (Lindquist ve Mertens, 2018). CspA proteini,
ekspresyonun stressiz sartlarda oldugu gibi gerceklesmesi i¢in 5’UTR yapisinin
modiile edilmesinde rol almaktadir (Zhang vd., 2018). CspA’nin amino asit dizisi
Okaryotik Y-box proteini ile %43 6zdeslik gostermekte olup esasinda her iki protein
de olduk¢a korunmus “soguk sok domain” (CSD) icermektedirler. CSD igeren
proteinlerin degisken niikleik asit baglanma aktiviteleri bulunmakta olup gen
transkipsiyonunu, DNA replikasyonunu ve onarimini etkilemektedirler (Zhou vd.,
2021). Bakteriler, hayvanlar ve yiiksek bitkilerde bulunan yiiksek oranda korunmus
bir niikleik asit baglama alani olan CSD’nin yapisi, tek sarmalli DNA/RNA
baglanma i¢in gerekli olan iki konsensiis RNA baglanma motifine (RNP-1 ve RNP-
2) sahip bes sarmalli bir B-varil tabakasi igerir. Bakteriyel CSP tek bir CSD'den
olusur ve RNA'’lardaki ikincil yapilart dengesizlestiren RNA saperonlar1 olarak
gorev yapar (Sasaki vd., 2013). Toplamda, E. coli’de tanimlanan dokuz CSP’den
sadece lcliniin (CspA, B ve G) soguk sokla indiiklenebilir oldugu, CspC ve E’nin
37 °C’de kromozom yogunlasmasi ve boliinmesi ile iliskili oldugu goriiliirken
CspD’nin  iiremenin duragan fazinin baslangicinda karbon agligi sirasinda
indiiklendigi bildirilmektedir (Graumann & Marahiel, 1999). Bacillus subtilis ile
yapilan bir ¢alismada ise duragan fazda indiiklenen baslica proteinlerden birbirinin
homologlarinin asidik CspB ve CspC oldugu bildirilmektedir (Graumann &
Marahiel, 1999). B. subtilis’teki soguk ile indiiklenen diger protein CspD’nin ise
duragan faza gegisle uyarilmadigi belirtilmistir. CspB ve CspC kodlayan genlerin

silinmesinin, duragan fazda hiicre degredasyonuna yol ac¢tig1 literatiirde
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bildirilmektedir (Graumann & Marahiel, 1999). Psikrotrofik Pseudomonas fragi ile
yapilan caligmada, sicakligin 30 ©°C’den kademeli olarak 20 ve 5°C’ye
diistiriilmesiyle lag fazi boyunca 20 °C’de 25, 5 °C’de de 17 farkli proteinin
sentezlendigi bildirilmektedir (Uziimcii, 2009).

Bao vd. (2023), psikrotrof P. fragi D12’de soguk adaptasyon mekanizmasinin
aydinlatilmasi i¢in yaptiklar ¢alismada sicakligin 30 °C’den 15 °C’ye indirildiginde
hiicresel tepkinin; hiicre zar1 akigkanliginin korunmasi, hiicre dis1 proteinlerinin
ifadesinin artirilmasi ve uyumluluk ¢oziinenlerinin igeriginin artirilmasi gibi istikrarl
metabolik ortam saglanmasina yonelik oldugunu bildirmislerdir. Buna karsin,
sicakligm 15 °C’den 4 °C’ye indirilmesiyle de temel tepkinin transkripsiyon ve
translasyonun geri kazanilmasini saglayan molekiiler saperonlarin ve transkripsiyon
faktorlerinin ifadelerinin artis1 seklinde oldugunu belirtmislerdir. Bakterilerin soguga
tepki vermesinin ana mekanizmalarindan biri, RNA’nin stabil bir ikincil yap1
olusturmasin1  engelleyerek transkripsiyon ve translasyonun devamliligini
saglamaktir (Xu vd., 2021). CSP’ler biiyiime ve farklilasma, sindirim, viriilans ve
diger fizyolojik ve biyokimyasal siiregler dahil olmak iizere gesitli diger hiicresel
islevlerle de baglantilidirlar ve bu nedenle, CSP’ler diisiik sicakliklarda iyilesme,
biliylime ve diger bakteriyel hiicre fonksiyonlari i¢in ¢ok 6nemli biyomolekiillerdir
(Xu vd., 2021). Valerie vd. (1997), psikrotrofik P. fragi K1°i ii¢ farkli sicaklikta (30
°C, 20 °C ve 5 °C) inkiibe ederek gerceklestirdikleri calismada sogukla indiiklenen
proteinler arasinda daha 6nce 1s1 asilama proteini (TapA) ve 1s1 soku proteini (Hsp)
belirlediklerini bildirmektedirler. Ote yandan, Zhou vd. (2021), laktat {ireten bir
termofilik sus olan Bacillus coagulans 2-6’da bir RNA saperon proteini olan CspL’yi
bildirmislerdir. Bu calismada bir soguk sok saperonu olan CspL’nin farkli RNA
baglanma hedefleri oldugu ve gerek normal gerekse de yiiksek sicakliklarda bakteri

ve mayalarin gelisimini olumlu yonde etkiledigi tespit edilmistir.

Abiyotik stres sartlarina dayanikli transgenik bitki tiretmek amaciyla Yu vd.
(2017), E. coli cspA ve cspB genlerini bitkinin tercih edecegi kodon dizilerine uygun
sekilde modifiye ederek Arabidobsis bitkisinde ifadelerini saglamislardir. ilgili
calismada, transgenik bitkilerde kuraklik ve tuzluluk stresi altinda kontrol grubuna
kiyasla hayatta kalma, ¢imlenme ve birincil kdk olusturma yeteneklerinin arttigi
belirlenmistir. RNA sekanslama ve qPCR analizi, sentetik CSP olan SeCSpA’nin asir1

ifadesinin strese duyarli diger genlerin ekspresyonunu artirdigini bildirmektedirler.
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2.3. Pseudomonas sp. ve Biyoteknolojik Onemi

Pseudomonas cins tanimi, ilk olarak 1872 yilinda Schroeter tarafindan
Bacterium aeruginosum’ un basit tanimindan ve daha sonra 1895’ de Migula’nin
Pseudomonas cinsi igin yaptig1 6neriden bu yana énemli 6lgiide degismistir. Cinsin
taksonomik 6zellikleri, taksonomik kriterlere ve her an mevcut olan araglara gore, ilk
tanimdan bu yana yaklasik 150 y1l boyunca degisiklik gdstermistir. Suslarin kapsaml
morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal karakterizasyonu i¢in 1926’da Dooren de
Jong tarafindan ortaya atilan yontemleri 1966’ da Stanier ve arkadaslar1 fenotipik
Ozelliklerin tanimlanmas1 ve tiir gruplarinin tanimlanmasi i¢in kullanmislardir. 1981
yilinda Sneath ve arkadaslari, yayinlanan fenotipik kayitlar1 sayisal taksonomi ile
analiz ederek cins i¢inde tanimlanan gruplamalari iyi bir sekilde analiz etmislerdir
(Kahlon, 2016). Mevcut siniflandirmaya gére Pseudomonas, 191 ¢esitlendirilmis tiir
iceren Pseudomonadaceae  familyasina dahil aerobik, gram-negatif bir
Gammaproteobakteri’dir. Katalaz pozitif ve kemoorganotrofik olan Pseudomonas’in
bazi tiirleri bitki patojenidir (Das vd., 2020). Pseudomonas sp., et, balik ve siit gibi
irlinlerin bozulmasina neden olabilecek lipazlar ve proteazlar dahil bircok enzim
tiretmektedirler. Psikrotrofik olmalar1 sogutulmus gida bozulmasinda bu bakterileri

onemli bir sorun haline getirmektedir (Wang vd., 2017).

Pseudomonas sp., muazzam biyosentetik kapasite, c¢ok ¢esitli ikincil
metabolitlerin iiretimi ve bir dizi enzim ile karakterize edilirler. Biyopolimer iiretimi,
organik kimyasal kirleticilerin biyoremediasyonu, bitki hastaliklarinin ve toprak
kaynakl1 patojenlerin biyokontrolii ile endiistriyel uygulamalar i¢in gerekli olan
sicaklik, pH, toksinlerin ve ¢oziiciilerin varligi gibi asir1 ¢evresel kosullara karsi
yiiksek derecede tolerans gosterir. Cok sayida caligma, Pseudomonas tiirlerinin
mantar patojenleriyle antibiyotik ve hiicre dis1 enzim salgilayarak ve ortamdaki
demir i¢in rekabet ederek gelisimlerini engelledigini bildirmektedir (Bai vd., 2020).
Ayrica, heterolog proteinlerin ve molekiillerin tretimi gibi biyoteknolojik
uygulamalar igin genis genetik potansiyelleri vardir. Pseudomonas putida KT2440,
yabanct DNA'nin gen klonlanmasi ve ekspresyonu i¢in "genel olarak giivenli kabul

edilen" (GRAS) olarak onaylanmistir (Kahlon, 2016).
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Pseudomonas sp., bitki biiyiimesini tesvik eden bakteriler (PGPB) olarak
literatiirdeki yerlerini almiglardir (Olanrewaju vd., 2017). Styczynski vd. (2022), yeni
bitki biiyiimesini tesvik edici sus tanimlama iizerine Antarktika kutup izolati
Pseudomonas sp. ANT H12B ile yaptiklari ¢alismada, susun siirgiin uzamasini %26
ve toplam biyokiitleyi %46’ya kadar artirdigini bildirmislerdir. Bir bagska Antarktika
izolati olan ve polihidroksialkonat (PHA) iiretme yetenegi olan psikrotolerant
ekstremofil Pseudomonas sp MPC6’nin tiim genom dizisinin ¢ikarildigi ¢alismada,
izolatin toluen, fenol kloroaromatikler ve TNT gibi toksik aromatik bilesikleri
metabolize edebilecek gen mekanizmasma sahip oldugu goriilmiistiir. Ayrica,
Pseudomonas sp MPC6 izolatinin, diisiik sicaklik degerlerinde yiiksek agir metal
(arsenik, kadmiyum, bakir) konsantrasyonlar1 varliginda yasamini siirdiirdiiglini
bildirmislerdir (Orellana-Saez vd., 2019). Antarktika izolatlar1 Pseudomonas
UMAB-08 ve UMAB-40 ile PHA sentaz genleri ve PHA sentezi ile iliskili gen
kiimeleri tizerine yapilan calismada, arastirmacilar daha once tanimlanmamis bir

PHA sentaz (PhaC) sinifi tanimlayarak literatiire kazandirmislardir (Tan vd., 2020).

Son yillarda kutup izolati psikrofil/psikrotolerantlardan soguk uyarilabilir
enzim c¢alismalar1 enzimoloji alaninda gelismekte olan bir arastirma alani haline
gelmistir (Salwoom vd., 2019). Arastirmacilar Antarktika izolati Pseudomonas sp.
LSK25’den soguk uyarilabilir ve organik ¢oziiciilere dayaniklt LSK25 lipazi bagarili
bir sekilde klonlayarak, E. coli’de asir1 bir sekilde ifadelendirebilmislerdir. S6z
konusu enzimin 5-30 °C ve pH 6-8 araliginda stabil lipolitik aktivite sergiledigi
bildirilmistir (Salwoom vd., 2019).

Pseudomonas cinsine ait tiirler Arktik numunelerden de izole edilmistir.
Abraham vd. (2020), Kuzey Kutbu'ndaki Svalbard takimadalarindan olan Ny-
Alesund’dan izole ettikleri fakiiltatif psikrofil Pseudomonas psychrophila
MTCC12324’iin genom dizilimini ve karsilagtirmali proteom analizini yaptiklar
calismayla soguk ortama dayanmak i¢in benimsenen metabolik yollara ve hiicresel
stireglere 151k tutmuslardir. Calisma kapsaminda CSP’leri ve soguk ile iliskili saperon
geni tanimlamislardir. Soguk stresi altinda temel hayatta kalma yollarinin ve enerji
metabolizmasinda yer alan faktorlerin degismedigi ancak, yag asidi uzamasinda yer
alan enzimlerin ve tamimladiklar1 soguk iligkili saperonlarin soguk stresi altinda
arttigini bildirmislerdir. Arktik Pseudomonas’lar ile gida patojenlerinin biiyiimesinin

inhibe edilmesi lizerine yapilan caligmada Pseudomonas sp.
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AALPS.10.MNAAK.13’lin antibakteriyel etkisini gosterildigi bir aragtirmanin
bulgulari, soguk adaptif Arktik bakterilerin yeni sekonder metabolit kaynagi olma

potansiyelinin umut verici oldugunu gostermektedir (Marcolefas vd., 2019).

Abraham vd. (2020), Arktik izolat P. psychrophila MTCC12324 genomunu
Illumina HiSeq 2000 sitemi ile ¢ikarmis ve alt1 soguk soku protein (csp) geni tespit
etmislerdir. Bu soguk soku proteinlerinin niikleik asit saperonlari1 olarak soguk stresi
sirasinda translasyonu baglatmaya yardimci oldugunu bildirmislerdir. Panicker vd.
(2010), 18 adet Antarktika Pseudomonas izolati iizerine yaptiklari calismada,
izolatlarin hepsinde soguk aligtirma proteini geni capB’nin bulundugunu fakat soguk

sok proteini geni CSPA’nin tespit edilemedigini bildirmektedirler.
2.4. Mevcut Calismanin Amaci

Bu calismada, essiz ve ekstrem iklim kosullarina sahip Antarktika tatli su
orneklerinden psikroflik bakteri izolasyonunun gergeklestirilerek, literatiirde
diizensiz ve yetersiz olan soguk soku proteinleri aragtirmalarina katki saglamak
amaclanmistir. Antarktika’nin  zorlu sartlarina uyum saglayabilen canlilarin
adaptasyon mekanizmalarinin aydinlatilmasi, asirt soguk ve don olay1 gibi tarimsal
tiretimi olumsuz etkileyen abiyotik stres kosullariyla miicadele uygulamalarinda
onemli saglayabilme potansiyeline sahiptir (Panicker vd., 2010; Kristoffersen vd.,
2021). Calisma kapsaminda P. fragi AC susunda ilk kez soguk sok proteinlerini
kodlayan csp2 ve csp5 genleri klonlanmus, literatiirdeki diger soguk soku protein
genleri ile benzerlikleri ortaya konmustur. Elde edilen niikleotit dizi bilgileri NCBI
gen bankasi veri tabanina girilerek literatlire yeni bilgiler kazandirilmistir. Ayrica,
proteinlerin biyolojik islevleri i¢in ¢ok 6nemli olan 3B yapilar1 (Xu vd., 2021) ortaya
konmus ve ilgili soguk soku proteinlerinin in silico karakterizasyonu yapilarak
icerdikleri domainler ve interaksiyon iginde olduklar1 genler tespit edilmistir. Ayrica
bu calismada ilk kez Antarktika kaynakli bir P. fragi susunun soguk stresi altinda
soguk soku protein genlerinin ifade seviyelerindeki degisimler incelenmistir.
Literatiire eklenecek yeni bilgilerin yani sira, calisma kapsaminda belirlenecek aday
genlerin abiyotik stres ile miicadele i¢in gergeklestirilecek ileriki biyoteknolojik

caligmalarda kullanilma potansiyeli calismanin 6zgiin degerini olusturmaktadir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Mikroorganizmanin Eldesi

Calismamizda kullanilan AC izolati, Antarktika’daki Ardley Adasi
(62°12'48.45"S 58°56'17.88"W)’ndan istanbul Teknik Universitesi (ITU) Kutup
Aragtirmalart Merkezi (PolReC) koordinasyonunda, Tiirkiye Bilim, Sanayi ve
Teknoloji Bakanligi tarafindan desteklenen, Ocak-Mart 2019 tarihlerinde
gerceklestirilen Tiirkiye Antarktika Seferi (TAEII)’nde ve yiiriitiiciiliigii Dr. Ogr.
Uyesi Yilmaz KAYA’ya ait “Genetic analysis of herbicides (Dalapon and
Bromoxynil) fragmenting psychrophilic and psychrotolerant microorganisms
studies” (Permit No17-2019) (Ek-A) bashikli proje kapsaminda temin edilen gol suyu
orneklerinden izole edilmistir. Aseptik sartlarda alinan tathi su 6rnegi soguk zincir
bozulmadan Ondokuz Mayis Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarmmsal Biyoteknoloji
laboratuvarina taginmistir. Bakteri izolasyonu i¢in, temin edilen tatli su 6rneginden
100 pL %1.5 Agar iceren Nutrient Broth (NB) (Ek-B) plaklarina yayilmis ve ilgili
plaklar 15 °C’de 5 giin boyunca inkiibe edilmistir (Labwit ZWYR-240 Shaker,
Almanya). Olusan koloniler saf kiiltiir elde etmek amaciyla taze besiyeri plaklarina
aktarilarak alt kiiltiirleri olusturulmustur. Saf siv1 kiiltiirden 2 mL kiiltiir peleti %20
gliserolde ¢ozdiiriilmiis ve elde edilen saf kiiltiir stoklar1 Nutrient Broth besiyerinde

-86 °C’de muhafaza edilmistir.
3.2. Besiyerleri
Calismada kullanilan besiyeri igerikleri Ek-B’de verilmistir.
3.3. Tamponlar ve Cozeltiler
Calismada kullanilan tampon ve g¢ozeltilere ait igerik Ek-C’de verilmistir.
3.4. Kimyasallar ve Enzimler
Calismada kullanilan kimyasallar ve enzimler EK-D’de verilmistir.
3.5. AC izolatindan Genomik DNA Izolasyonu

AC izolatindan genomik DNA (gDNA) izolasyonu i¢in CTAB temelli (Cutting
ve Horn, 1990) ve tuz ile ¢oktiirme prensibine dayali (Pospiech ve Neumann, 1995)

iki farkl prosediir kullanilmistir.



Cutting ve Horn (1990)’da ag¢iklanan yontem uyarinca, NB besiyerinde kiiltiire
alman 2 mL bakteri 6rnegi 15 ml hacmindeki falkon tiiplere alinarak 13.000 rpm’de
3 dk santrifiij edilerek ¢oktiiriilmis (Hettich Universal 320 R, Almanya) ve
stipernatant uzaklastirllmistir. Hiicre ¢Okeltisi 567 pL TE tamponunda (EK-C)
siispanse edilmistir. Siispansiyon iizerine TE tamponunda ¢6ziinmiis 100 mg/mL
konsantrasyonundaki  lizozim (Ek-D) ¢o6zeltisinden 24 uL, 20 mg/mL
konsantrasyonundaki proteinaz K (Ek-D)’dan 30 pL ve %10’luk SDS (EK-D)’den
30 pL ekledikten sonra ters yiiz yapilarak karistirllmistir. Karisim 37 °C’ye
ayarlanmis su banyosunda (Lab Conpanion BW-10H, Kore) 1 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyonun ardindan karisima ilk olarak 100 pL hacminde 5 M NaCl (Ek-D)
eklenip karistirildiktan sonra 800 u. CTAB/NaCl ¢ozeltisi (Ek-C) ilave edilmistir.
Nazik¢e karisitilan numune 65 °C’de 10 dk inkiibe edilmistir. Daha sonra karisima
1:1 oraninda fenol:kloroform:izoamilalkol (25:24:1) (Ek-C) eklenerek siit beyaz1 bir
renk olusumu gozlenene kadar 8-10 defa ters yiiz edilmistir. Istenilen renk
olusumunun ardindan faz ayriminin olugmasi i¢in 13.000 rpm’de 10 dk
santrifiigasyon uygulanmis ve iist fazdan 1 mL kadar alinarak 2 mL’lik steril
mikrosantrifiij tiipline aktarilmistir. Yeni tiipe alinan faz {izerine 0.7X (700 pL)
hacimde izopropanol (2-propanol, Ek-D) ilave edilerek karistirilmistir. 13.000
rpm’de 5 dk santrifiijlenerek siipernatant uzaklastirilmis ve ¢oken gDNA iizerine
1 mL %70’lik etanol (EK-D) eklenerek hafif pipetajla yikanmistir. Sonrasinda,
13.000 rpm’de tekrar 5 dk daha santrifiijlenerek siipernatant uzaklastirilmis ve
etanoliin tamamen ug¢masi i¢in 6rnegin bulundugu tiip 37 °C’ye ayarlanmis 1sitict
blokta (Major Science RS-232, Tayvan) kapagi agik bir sekilde inkiibasyona
birakilmistir. Etanol ugurulduktan sonra 25 pL TE tamponu eklenerek gDNA’nin
37 °C’de ¢oziinmesi beklenmistir (Kurt, 2011).

Pospiech ve Neumann (1995)’da tanimlanan prosediirii uygulamak {iizere,
oncelikle AC stogundan 50 pL alinip 250 mL’lik erlen igerisindeki 50 mL NB
besiyerine inokiile edilmis, 200 rpm ¢alkalamada ve 15 °C’de 16 saat inkiibasyona
birakilmistir. Elde edilen gece kiiltiiriiniin 30 mL’si 2000 rpm'de 15 dk santrifiij
edilmek suretiyle hiicreler toplanmis ve bu hiicreler, 5 mL SET tamponu (Ek-C)
kullanilarak vorteks (VELP ZX4; Avrupa) ve pipetajla yeniden slispanse edilmistir.
Hiicre siispansiyonuna son konsantrasyonu 2 mg/mL olacak sekilde TE tamponunda

¢oziindiriilmiis 100 mg/mL’lik lizozimden 100 pL ilave edilerek 37 °C’de 1 saat
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inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra karisima, 20 mg/mL konsantrasyonundaki
proteinaz K’dan 140 pL ve %10’luk SDS’den 600 pL eklenmis ve karisim ters yiiz
edilerek karistirilmistir. Daha sonra karistma 5 M NaCl’den 2 mL eklenerek
karistirmaya devam edilmistir. Siispansiyona 5 ml kloroform (Ek-D) ilavesinden
sonra 20 °C’de 30 dk ara ara ters yiiz ederek gergeklestirilen inkiibasyonun ardindan
cozelti 6000 rpm devir ve 20 °C’de 15 dk santrifiij edilerek siipernatant yeni bir
falkon tiipe aktarilmistir. Siipernatantin tizerine 0.6X hacimde izopropanol eklenerek
kanstirnlmis ve 3 dk oda sicakliginda bekletilmistir. Kisa inkiibasyonun ardindan
gozle goriilebilir hale gelen gDNA mikropipet yardimiyla alinarak 15 mL’lik falkon
tipe aktarilmis ve 5 mL %70’lik etanol eklenerek pipetaj uygulamasiyla
durulanmistir. Santrifiij sonrasinda etanol uzaklagtirllmig, havayla kurumaya
birakilan gDNA’daki etanol iyice uctuktan sonra 1 mL TE tamponu eklenerek
gDNA’nin ¢6ziinmesi i¢in 55 °C’de inkiibasyon gerceklestirilmistir (Kieser vd.,
2000; Kurt, 2011).

izole edilen gDNA’larin konsantrasyonlar1 ve safliklari Thermo Scientific
NanoDrop 2000c (Kanada) ile spektrofotometrik olarak belirlenmis ve DNA bantlar1
100 mL i¢in 4 uL EtBr (Ek-D) igeren %0.8’lik agaroz jelde UV 1sik altinda
goriintilenmistir (Bio Rad Gel Doc™ XR+, U.S.A.). Elektroforetik ayrimlama
Bio Rad PowerPac™ Basic (Singapur) elektroforez sisteminde, 80 V’da 50 dk olarak
uygulanmistir. Elektroforetik ayrimlama ic¢in 5’er pL gDNA 6rnegi 1’er pL 1X
yiikleme boyast (Ek-D) ile jele yiiklenmistir ve elektroforez 1X TAE tamponunda
(Ek-C) gergeklestirilmistir.

3.6. Bakteriyel izolatin Molekiiler Karakterizasyonu

Kutup izolatinin molekiiler karakterizasyonu diisiik mutasyon oran1 nedeniyle
tiirler arasinda korunmus olan ve bu Ozellikleri sayesinde genotipik akrabalik ve
taksonomik kimliklerin belirlenerek filogenetik konumun tespitine olanak saglayan,
yaklasik 1500 baz c¢ifti uzunlugundaki 16S ribozomal RNA gen sekansindan
faydalanilarak gergeklestirilmistir (Lane, 1991; Weisburg vd., 1991). 16S rRNA
geninin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) temelli klonlanmasi i¢in Tablo 3.1°de
bilgileri verilen evrensel primerler ve Q5 DNA Polimeraz (EK-D) enzimi kullanilarak

Tablo 3.2°deki bilesenler ve Tablo 3.3’deki kosullarla reaksiyon uygulanmistir.
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Tablo 3.1. 16S rRNA gen bolgesinin amplifikasyonu i¢in kullanilan iiniversal primer ¢ifti

. Primer Uriin
' ' Referans
Primer 5 3" Sekans Tm Boyutu Boyutu

27F (BactF) AGAGTTTGATCATGGCTCAG 62 20
1492R (AIIR) GGTTACCTTGTTACGACTT 59

1465-1520  Lane (1991)

Tablo 3.2. 16S rRNA geninin klonlanmast i¢in kullanilan PZR bilesenleri

Bilesen Bilesen Kullanmilan Son
Konsantrasyonu Miktar Konsantrasyon
dH20 124

Q5 Reaksiyon Tamponu 5X 4 uL 1X
dNTPs 10 mM 0.4 pL 200 pM
Primer Karisimi 10 uM 2 ulL 0.5'er uM

Kalip DNA 300 ng 1uL
Q5 DNA Polimeraz 2 U/uL 0.2 uL 04U
Reaksiyon Hacmi 20 pL

Tablo 3.3. Q5 DNA Polimeraz i¢in tavsiye edilen sicaklik dongileri

Sicakhik Siire
IIk Denatiirasyon 98 °C 30sn
Denatiirasyon 98 °C 10 sn
Baglanma Tm-5°C 30sn
Uzama 72 °C 1000 bg/15-30 sn
25-35 Tekrar
Final Uzama 72 °C 5dk

3.6.1. 16S ribozomal RNA Amplikonlarin Dizilenmesi ve Filogenetik

Agacin Olusturulmasi

Calisma kapsaminda PZR ile elde edilen amplikonlar jelden kesilerek
Macherey-Nagel Nucleospin® Gel and PCR CleanUp kiti (Almanya) (Ek-D)
kullanilarak saflagtirilmistir. DNA dizileme islemi BM Labosis (Ankara, Tiirkiye)

firmasindan hizmet alim1 yoluyla AB3730xI cihazi kullanilarak yapilmistir.

llgili amplikona ait sekans verisi ile Clustal W (Thompson vd., 1994)
kullanilarak dizi hizalamasi gergeklestirilmis ve Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi
(NCBI) BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) uygulamasindaki veri

tabani ile karsilagtirllmistir. Buradan saglanan sekans verileri ile Neighbor-Joining

algoritmasi ve Kimura iki parametre testi kullanilarak MEGA X yaziliminda (Kumar
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vd., 2018) filogenetik aga¢ olusturulmustur. Dis grup olarak Psychroserpens sp.
NJDZ02 verileri kullanilmistir.

3.7. Pseudomonas fragi’de csp Genlerinin Taranmasi

P. fragi’de soguk soku proteini ve soguk stresi ile iliskili diger genlerin

belirlenmesi i¢in https://www.nchi.nlm.nih.gov/data-hub/taxonomy/296/ adresinde

tam genomu dizilenmis ya da kromozom sekansi tamamlanmis P. fragi suslarina ait
niikleotit dizi verilerinde “cold, antifreeze ve acclimation” anahtar kelimeleri
kullanilarak tarama yapilmuistir. (Erisim Tarihi:09.09.2022). Listelenen csp
genlerinden ayni olanlarin belirlenebilmesi i¢in ilgili genlerin baz dizileri blastn ve

amino asit dizileri blastp kullanilarak karsilastirilmistir.
3.8. csp Genlerinin Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile Klonlanmasi

Polimeraz Zincir Reaksiyonu kullanilarak gen klonlama teknigi, klonlanacak
genleri hedefleyen primer ciftlerinin tasarlanmasi, kalip olarak kullanilacak DNA nin
izolasyonu ve bu DNA ile PZR gergeklestirilerek ilgili genlerin aplifikasyonu ile
elektroforetik olarak ayrimlanmast ve tanimlanmasimi kapsamaktadir. Primer

tasarimi igin NCBI’dan ¢ekilen hedef genlerin baz dizileri EK-E’de verilmistir.
3.8.1. Klonlama Primerlerinin Tasarimi

Genlerin klonlamas1 amaciyla kullanilacak primer giftlerinin tasarimi

https://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/ web adresindeki ¢evrimigi Primer3 uygulamasi

kullanilarak gerceklestirilmistir. NCBI’in Primer-BLAST uygulamasi ile olusturulan
primerlerin ilgili genomlarda baglanma durumlar1 kontrol edilmistir. Primerlerin
dimer ve hairpin gibi ikincil yapi olusturma analizleri Thermo Fisher firmasinin
internet sitesindeki Multiple Primer Analyzer uygulamasi ile gerceklestirilmistir

(https://www.thermofisher.com/tr/en/home/brands/thermo-scientific/molecular-biology/

molecular-biology-learning-center/molecular-biology-resource-library/thermo-

scientific-web-tools/multiple-primer-analyzer.html). Primerlerin baglandiklar1 bolgeler

Sekil 3.1°de, tasarlanan primerlerin dizileri, olusturduklar1 amplikon biiytikliikleri ve
baglandiklari gen dizileri bilgisi Tablo 3.4’te verilmistir. ilgili primer giftleri

Sentebiolab (Ankara, Tiirkiye) firmasi tarafindan sentezlenmistir.
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csp2 primerinin tasarimi i¢in kullamlan baz dizisi

>DBC.Csp2 CP021986.1:1267550-1267762

GGGGTTCCAAAGCGCACATTTCGACTATGATAGCTCGGTGTGCCCAGTTGGCCTGAGCAGCACAGTAC
TACTGAAAATATAAGTTTCTTGGAGATACACCATGTCTAATCGCCAAACCGGCACCGTAAAATGGTTC
AACGATGAAAAAGGCTTCGGCTTCATCACTCCTCAAGGTGGCGGTGACGACCTGTTCGTACACTTCAA
AGCTATCGAAAGCGACGGTTTCAAAAGCCTGAAAGAAGGCCAGACCGTTTCCTTCGTGGCTGAGAAAG
GCCAAAAGGGTATGCAAGCTGCACAGGTTCGTCCGGAGTAAATCTCCTTCGAACAAAAAAACCCCGTC
CATGTGACGGGGTTTTTTATGCCTGACAGAACGTTAGCCGCAGTTCACGCGGGTAATGACCGCCTGGT

CATCC
cspS primerinin tasarimi icin kullanilan baz dizisi

>P121.Csp5 CP013861.1:3921210-3921422
TACAACCCGTTCTGCGTCTCTTACTTTCCTGCAACCCAGCACCAGTCCTCTTACACAACTAAGAGGCT
CTCATTAATTGTTAGCGTCAAGGAATTAAGAAATGTCCCAACGTCAGAGCGGTACCGTTAAGTGGTTT
AACGACGAGAAAGGTTTTGGTTTCATTACCCCGGAAAGCGGTCCGGACCTGTTTGTGCACTTCCGTGC
CATTCAGGGTAATGGCTTCAAAAGCCTGAAAGAAGGCCAGAAAGTGACCTTCATCGCAGTTCAGGGCC
AAAAAGGCCTGCAGGCTGATGAAGTGCAAGCAGAAGGCTAAGCTTTCTCGCGTTGAAAAGCCTCTGAT
GGTGACATCAGAGGCTTTTTTGTTGGCGTAATTCCGTAAGATGGCGCTTTTCCTTCACGAGACCCTGC
CATGT

Sekil 3.1. Primer ¢iftlerinin ilgili gen dizilerine baglanma pozisyonlari. (Niikleotit erisim numaralari
sirastyla WP_017132437.1 ve WP_019693243.1"dir. Kirmizi isaretli diziler primer dizileri,

gri renkli bazlar ise genleri 5’ ve 3’ bolgelerinde konumlanan niikleotit dizileridir).

Tablo 3.4. P. fragi AC’de csp genlerinin amplifikasyonu amaciyla tasarlanan primer ciftleri

Primer ~ Amplikon

Primer S 3’ Sekans Klonladig1 Genler
Boyutu Boyutu
F CAAAGCGCACATTTCGACTA 20
P2 R AACTGCGGCTAACGTTCTGT 20 378 csp1-Csp2-csp3-csDbpl
F AACCCGTTCTGCGTCTCTTA 20
csp5 R AGCGCCATCTTACGGAATTA 20 385 csp4-csp5-csp6-csp7-csp8-csDbp2

3.8.2. csp Genlerinin Amplifikasyonu

PZR uygulamasinda yliksek dogruluklu sentez yapan Thermo Fisher Phusion
High-Fidelity DNA Polimeraz (EK-D) enzimi kullanilmistir. Reaksiyon, firmanin
enzim ig¢in tavsiye ettigi standart bilesenler ve standart sicaklik dongiilerinde bazi
optimizasyonlar yapilarak uygulanmistir. Primerler igin erime sicaklilart (Tm)
kullanilan enzim icin Onerilen hesaplayici, primerleri sentezleyen firma, primer
tasariminda kullanilan uygulama ve Primer-BLAST uygulamasi Tablo 3.5’de
goriildiigi gibi birbirinden farkli degerler olarak sundugu i¢in PZR uygulamasi
TouchDown PZR olarak gergeklestirilmistir. PZR igerik (Tablo 3.6) ve kosullar
(Tablo 3.7) asagida sunulmustur.
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Tablo 3.5. csp genlerinin klonlama primerlerine ait erime sicakliklar1 (°C)

Tm Tm Tm Tm
Primer (Primer3 (Primer- (Primer (Thermo
v. 0.4.0) BLAST) Katalogu) Calculator)
Pf-1 59.9 57.1 49.7 62.0
Pf-2 59.7 57.1 49.7 62.4

Tablo 3.6. csp2 ve csp5 primerleri ile klonlamada kullanilan reaksiyon bilesenleri

Bilesen Bilesen Kullanilan Son
Konsantrasyonu Miktar Konsantrasyon
dH20 11 uL
HF Tamponu 5X 4 uL 1X
dNTPs 10 mM 0.4 uL 200 pM
DMSO 0.4 pL %?2
Primer Karisimi 10’ar uM 2 uL 0.5’er uM
Kalip DNA 250 ng/pL 2 uL 25 ng/uL
Phusion HF Polimeraz 2 U/uL 0.2 uL 0.02 U/uL
Reaksiyon Hacmi 20 pL

Tablo 3.7. csp genlerinin klonlanmasinda uygulanan TouchDown PZR sicaklik dongiileri

Sicakhik Siire
IIk Denaturasyon 98 °C 5dk
Denaturasyon 98 °C 10 sn
Baglanma 58-49 °C 30sn
Uzama 72 °C 12 sn

9 Tekrar
Denaturasyon 98 °C 10 sn
Baglanma 49 °C 30sn
Uzama 72 °C 12 sn

30 Tekrar
Final Uzama 72 °C 2 dk
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3.8.3. Klonlanan csp Genlerinin Niikleotit Dizilerinin Belirlenmesi

P. fragi AC’de csp genlerine Ozgii tasarlanan primerlerle amplifikasyon
sonucunda olusan PZR iiriinleri agaroz jelden kesilerek Nucleospin® Gel and PCR
CleanUp kiti (Macherey-Nagel, Almanya) (Ek-D) ile saflastirlmustir. Ilgili
fragmentlerin Sanger dizi analizi Ondokuz Mayis Universitesi Karadeniz Ileri
Teknoloji Arastirma Merkezi (KITAM) tarafindan AB3130 Genetic Analyzer
(U.S.A)) cihazi kullanilarak yapilmistir.

3.9. P. fragi AC’de Soguk Stresinin csp Gen Ifade Profili Uzerine Etkisinin

Belirlenmesi
3.9.1. P. fragi AC Susunun U¢ Farkh Sicakhkta inkiibasyonu

P. fragi AC susunda farkli gelisim sicakliklarinin csp gen ifadeleri iizerine
etkisinin belirlemmesi amaciyla bakteri stogundan alinan 100 pL hacmindeki
inokulum 50 mL NB besiyerine ekilmis, 15 °C’de 200 rpm ¢alkalama ile 48 saat
inkiibe edilerek on kiiltiir elde edilmistir. 48 saat sonunda ODgoo degeri yaklasik 2.0
olan 6n kiiltiirden 500 pL alinip 50 mL NB besiyerine ekim yapilarak RNA
izolasyonu yapilacak kiiltiirler olusturulmustur. Bu kiiltiirler bakterinin optimum
tireme performans: sergiledigi 15 °C’de, soguk uygulamasinin CSP gen profili
tizerine etkisinin gozlemlenebilmesi amaciyla 4 °C gibi diisiik bir sicaklikta ve soguk
etkisinin olmadig1 28 °C’de inkiibasyona alinmustir. Her sicaklikta inkiibasyon fi¢
biyolojik replika olacak sekilde gerceklestirilmis ve lireme egrisi olusturulmustur.
Ayrica, 48. saatin sonunda kiiltiirlerden RNA izolasyonu i¢in buz igerisinde 2 mL
ornek alinmustir. Alinan 6rneklerin 4 °C ve 9000 rpm’de 5dk santrifiijlenmesiyle elde

edilen hiicre peleti RNA izolasyonuna kadar -80 °C’de muhafaza edilmistir.
3.9.2. RNA izolasyonu

P. fragi AC susuna ait ti¢ farkli sicakliktaki NB kiiltiirlerinden 48. saatte alinan
hiicre peletleri RNA izolasyonunda kullanilmistir. Bu amacla Nucleospin® RNA Kiti
(Macherey-Nagel, Almanya) (Ek-D)’nde oOnerilen prosediir kullanilmistir.
RNA’lardaki DNA kirliliklerinin giderilmesi i¢in Invitrogen firmasina ait TURBO
DNA-free™ Kit (Litvanya) (Ek-D)’in standart sprosediirii ile DNaz uygulamasi
gerceklestirilmistir. RNA’larin kalite ve miktarlar1 nanodrop ile spektrofotometrik

olarak belirlenmistir.
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3.9.3. Kantitatif PZR (qPCR)

P. fragi AC’nin ti¢ farkli sicaklikta (4, 15 ve 28 °C) 48 saat inkiibasyonu
sonucunda csp genlerinin ifadelerindeki degisimin belirlenmesi amaciyla qPCR
uygulanmustir. Oncelikle ¢cDNA’larin sentezinde High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kiti (Thermo Fisher Scientific, Litvanya) (EK-D) kullanilmis ve Tablo
3.8°deki icerik ve kosullar takip edilmistir. GoTaq® qPCR Master Mix (Promega,
U.S.A) (Ek-D) i¢in kullanilan gqPCR igerik ve kosullar1 ise Tablo 3.9’da
verilmektedir (Bas vd., 2020). Zar gegirgenliginde rol oynayan translokaz oncii
proteininin alt birimini kodlayan ve siirekli eksprese olan secA geninin ifadesi
referans alimmustir (Bai vd., 2020). Uygulama Bio-Rad CFX X96 (U.S.A.) cihazda,
ic biyolojik replikanin her birinden iki teknik replika seklinde gergeklestirilmistir.
gPCR igin kullanilan primerler ve 6zellikleri Tablo 3.10°da verilmektedir.

Tablo 3.8. cDNA sentezi i¢in reaksiyon igerik ve kosullari

Bilesen Hacim Sicakhik Siire
10X RT tamponu 2 uL 25°C 10 dk
25X dNTP karigimi 0,8 uL 37 °C 120 dk
10X RT random primer 2 uL 85°C 5 dk
Multi Scribe™ Ters Transkriptaz 1uL 4°C &)

Total hiicre RNA'st 2000 ng
dH2O (niikleazsiz)  Degisken
Total Hacim 20 pLL

Tablo 3.9. qPCR igin uygulanan igerik ve kosullar

Sicaklik Siire Bilesen Hacim
Denaturasyon 95°C 2dk cDNA 1 pL
. 95°C 15sn 5X GoTaqg™ gPCR Mix 10 uL
Amplifikasyon 60°C 30sn 39X Primer karigimi 2 uL
. ... 05°C -0,5 dH20 (niikleazsiz) 7 puL
Erime egrisi 5sn . -
95 °C C/dongi Total hacim 20 pL

Tablo 3.10. qPCR’da kullanilan primerler ve 6zellikleri

Primer Uriin

Primer 5" -------m-- 3" Sekans Tm Boyutu Boyutu
F GCTTCATCACTCCTCAAGGTG 58.6 21

gcsp-2 115
R TTCTCAGCCACGAAGGAAAC 58.1 20
F GGTTCAACGACGAGAAAGGG 58.9 20

qcsp-5 139
R CCTTGAACTGCGATGAAGGT 58.2 20

secCA F GTTTAACTTCAATGCGCTGT 51.8 20 114
R GTCAGGCCCAGGTATTCGTA 53.8 20
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3.9.4. gqPCR Verilerinin Rélatif Kantifikasyonu ve Istatistiksel Analiz

Rolatif kantifikasyon, mRNA ifade seviyelerinin bagintili degisimini
Olgmektedir (Livak ve Schmittgen, 2001). Gen ifadelerinin rolatif kantifikasyonu
228CT metoduna gore asagidaki formiille hesaplanmustir (Livak ve Schmittgen, 2001;
Zhuo vd., 2021). Kontrol olarak 15 °C’ye ait oOrnekler kullanilmistir. qPCR
verilerinin istatistiksel analizi igin tek yonli ANOVA ve Bonferroni post hoc testi
uygulanmus, istatistiksel 6nem degerleri *** (p<0.001), ** (p<0.01) ve * (p<0.05)
seklinde ifade edilmistir (Zhuo vd., 2021). Analizler Graphpad Prism uygulamasi

kullanilarak gerceklestirilmistir.

Rélarif ifade oran1 (R) = 24A¢1
-AACt = (ACt CSP-ACt S€CA)4 veya 28°C smekleri = (ACT CSP-ACT S€CA)kontrol grubu
ACy = Cr (csp) - Cr (secA)

3.10. P. fragi AC’ye ait CSP Proteinlerinin in silico Karakterizasyonu

Niikleotit dizisi belirlenen csp genlerinin iiriinii olan CSP’lere ait amino asit
dizileri, proteinlerin molekiiler agirligi, pl degerleri ve yarilanma Omiirleri gibi

ozellikleri ExXPASy  (https://www.expasy.org/)  ProtParam  uygulamasindan

saglanmigtir. Bilinen ve tahmin edilen protein-protein etkilesimlerinin aragtirilmasi

icin STRING (https://string-db.org/) (Oliveira vd., 2007) veri tabanindan

yararlanilarak P. fragi AC-CSP’lerinin diger proteinlerle etkilesim ag1 belirlenerek
fonksiyonel zenginlestirme analizi yapilmistir. Protein modelleme ve 3B yap:

tahmini i¢in Phyre2 (Kelley vd., 2015) ve I-TASSER (Yang & Zhang, 2015) web

portallar1 kullanilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Ardley Adas1 Gol Suyu Orneginden AC Susunun izolasyonu

Ardley Adas1 gol suyu 6rneginden yapilan ekimler sonucunda krem renk morfolojiye
sahip kiiglik bir koloni secilerek % 1.5 agar igeren Mueller Hinton Broth (MHB)
besiyeri (Ek-B) plaklarina ¢izgi ekim teknigi ile transfer edilmistir. 15 °C’de 48 saat
inkiibe edildikten sonra elde edilen saf kiiltiir AC olarak adlandirilmistir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. Kutup izolatinin MHA (agar iceren MHB) besiyerindeki koloni morfolojisi.

4.2. AC Susundan gDNA izolasyonu ve PZR ile 16S rRNA Gen Bolgesinin
Amplifikasyonu

15 °C’de 48 saat inkiibe edilen AC kiiltiirlerinden iki farkli yontem ile izole
edilen gDNA’lar %0.8 konsantrasyonundaki agaroz jelde yiiritiilerek
gortintiilenmistir (Sekil 4.2). gDNA’larin nanodrop 6lgtimleri sonucunda elde edilen
yogunluk degerleri Tablo 4.1°de ve saflik durumlarini gosteren grafikler Sekil 4.3°de

verilmigtir.



AC izolatina ait
gDNA’lar

Sekil 4.2. AC izolatina ait iki farkli yontemle izole edilen gDNA'larinin agaroz jel elektroforezi
sonucu. M: Solis BioDyne 1 kb DNA Ladder (Ek-G), 1: Cutting ve Horn (1990) CTAB
yontemi ile elde edilen gDNA, 2: Pospiech ve Neumann, (1995) yontemi ile izole edilen

gDNA.

Tablo 4.1. AC susuna ait gDNA'larinin konsantrasyonlar1 ve saflik degerleri

izolasyon Konsantrasyon  260/280 260/230

Yontemi (ng/pL) Degeri Degeri

Cutting ve Horn, 1990 1310.5 2.38 2.29
Pospiech ve Neumann, 1995 1279.3 2.29 2.28

r— — == —

Sekil 4.3. AC gDNA'larin UV spektrumlari. a) Cutting ve Horn (1990) CTAB yontemi ile izole edilen
gDNA’ya ait UV spektrumu, b) Pospiech ve Neumann (1995)’in yontemi ile izole edilen

gDNA’ya ait UV spektrumu.
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AC-gDNA’larin gerek jel fotograflar1 gerekse de nanodrop degerleri/absorbans
grafikleri incelendiginde saflik kriterleri olan Azsorg0 degerinin ~1.8 ve Aze0/230
degerinin ise ~2.0 - 2.2 oldugu goriilmiistiir. Bundan dolayi, Pospiech ve Neumann
(1995) protokolii RNaz cklenerek tekrarlandiginda saflik degerleri istenen deger
araligina daha yakin olan ve olduk¢a konsantre bir gDNA elde edilmistir (Tablo 4.2
ve Sekil 4.4).

Tablo 4.2. Modifiye edilmis Pospiech ve Neumann (1995) protokoliiyle izole edilen gDNA’nin
konsantrasyon ve saflik degeri

izolasyon Konsantrasyon  260/280 260/230
Yontemi (ng/pL) Degeri Degeri
Pospiech ve Neumann, 1995 1156.4 211 2.02

Modifiye yontemle izole
edilen AC-gDNA’s1

Sekil 4.4. Modifiye edilmig Pospiech ve Neumann (1995), yontemi ile izole edilen AC-gDNA'sinin
goriiniimii. M: Solis BioDyne 1 kb DNA Ladder, 1: AC-gDNA.

Sekil 4.4’teki AC-gDNA’nin kalip olarak kullanildig1 ve tiniversal primerlerle
gerceklestirilen PZR sonucunda yaklasik 1500 bg biiyiikliiglinde amplikon elde
edilmistir (Sekil 4.5). S6z konusu amplikon jelden kesilerek saflagtirilmis ve

niikleotit dizisi belirlenmistir.
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1500 bg

Sekil 4.5. AC susuna ait 16S rRNA geninin PZR amplifikasyonu. M: Solis BioDyne 1 kb DNA
Ladder (EK-G), 1: AC susuna ait 16S rRNA amplikonu.

4.3. Sanger Dizileme ve Filogenetik Dendogramin Olusturulmasi

Sanger dizileme yontemi kullanilarak elde edilen AC susuna ait 16S rRNA
bolgesinin niikleotit dizisi BLAST programi araciligi ile veri tabanindaki dizilerle
karsilastiilmistir  (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) (Tablo 4.3). BLAST

uygulamasi ve tiim genomu c¢ikarilmis benzer suslarla yapilan karsilagtirma ile
olusturulan filogenetik agagta (Sekil 4.6) AC susunun 16S rRNA kismi niikleotit
dizisinin Pseudomonas fragi D12 susununki ile %100 dizi 6zdesligi gosterdigi tespit
edilmistir. Bu nedenle AC susu Pseudomonas fragi AC susu seklinde
isimlendirilmistir. Ilgili niikleotit dizisi NBCI-GenBank veritabanina OR150484

numarasi ile kaydedilmistir.

Tablo 4.3. AC susunun 16S rRNA dizi analizi ve hizalama sonuglarina gore benzerlik yiizdeleri

Benzerlik
Benzerlik Gosterilen Sus Erisim Orant
Numarasi S Yiizde
orgu Ozdeslik
P. fragi CP BD19 16S rRNA, partial sequence MH304254.1 100% 99.86%
P. fragi Sneb811 16S rRNA, partial sequence MF351558.1 100% 99.86%
Pseudomonas sp. PCH24 16S rRNA, partial sequence KY628842.1 100% 99.86%
Pseudomonas sp. N5(2012) 16S rRNA, partial sequence JQ782495.1 100% 99.86%
P. fragi D12 chromosome, complete genome CP104861.1 99% 99.78%
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Pseudomonas fragi strain D12
100

35 AC izolat1 !

15 Pseudomonas crudilactis strain UCMA 17988

Pseudomonas antarctica strain CWMS35
24

31

Pseudomonas poae strain PMAZ22

Pseudomonas fluorescens strain ATCC 13525

Pseudomonas libanensis strain CIP 105460

Psychroserpens sp. NJDZ02

Sekil 4.6. 16S rRNA baz dizisine gore olusturulan filogenetik agag.

4.4. P. fragi csp Genlerinin in silico Tespiti

NCBI veritabaninda genom/kromozom dizilemesi tamamlanmig P. fragi
suslarina ait sekanslar (Tablo 4.4) taranmis ve 10 adet soguk iliskili genler (8 adet
soguk sok protein (csp) geni, 2 adet soguk sok DNA-baglanma protein ailesi geni)
tespit edilmistir. CSP’ler “Cspl, 2, 3...,8” seklinde ve soguk sok DNA-baglanma
proteinleri CsDbp1 ve 2 seklinde isimlendirilmistir.

Tablo 4.4. NCBI veri tabaninda genom dizileri bulunan P. fragi suslar

Belirlenen Sus Erisim Numarasi Sekanslanma Durumu
P. fragi NL20W (Refereans genom) ASM1547627v1 Tam genom
P. fragi P121 ASM154326v1 Tam genom
P. fragi NMC25 ASM212832v1 Tam genom
P. fragi A13BB ASM1576751v1 Tam genom
P. fragi DBC ASM220545v1 Kromozom
P. fragi NRRL B-727 IMG-taxon 2667527431 Kromozom
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Ilgili genlerin suslarin genomlarinda bulunma durumu Tablo 4.5’te
BLAST
csp4-5-6-7-8-cspDbp2  ve cspl-2-3-cspDbpl genlerinin

gosterilmektedir. 10 adet genin niikleotit dizileri analizi ile

karsilastirildiklarinda

ayn1/6zdes olduklar1 belirlenmistir.

Tablo 4.5. NCBI BLAST uygulamasi kullanilarak olusturulan gen benzerlik tablosu*

P. fragi NL20W P121 NMC25 DBC Al13BB '\éRg'?‘

csp4 csp5 csp6 csp2 csp8 csDbpl

1 213 be 213 be 213 bg 213 bg 213 bg 213 bg
70 aa 70 aa 70 aa 70 aa 70 aa 70 aa

cspl csp7 csp3 csDbp2

2 213 be 213 be 213 be 213 be
70 aa 70 aa 70 aa 70 aa

* Arkaplan renkleri BLAST sonucuna gore ayni1 olan genleri belirtmektedir.

Bu sonuglar dogrultusunda calismamizda csp2 ve csp5 genleri calismaya

devam etmek tlizere se¢ilmistir.

45.P. fragi AC’e ait csp2 ve csp5 Genlerinin Niikleotit Dizilerinin

Belirlenmesi

P. fragi AC’ye ait gDNA kalip olarak ve csp2FR ile csp5FR primerleri kullanilarak
yapilan PZR sonucunda AC-csp2 (Sekil 4.7) ve AC-csp5 (Sekil 4.8) amplikonlari
elde edilmistir. Ilgili amplikonlar jelden kesilerek saflastirilmistir. Kalite ve
konsantrasyonlar: nanodrop cihazinda 6lgiilmiistiir (Tablo 4.6). Ilgili DNA
fragmentlerin Sanger dizileme ile niikleotit dizileri belirlenmis ve ardindan bu
EXPASY (www.expasy.org) ile

dizilere karsilik gelen amino asit dizileri

belirlenmistir (Sekil 4.9).
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500 bg

L_M—»378 bg¢ AC-csp2
250 be

amplikonu

Sekil 4.7. csp2FR primer c¢ifti ile gerceklestirilen PZR’a ait jel goriintiisii. M: Solis BioDyne 1 kb
DNA Ladder (Ek-G), 1: AC-csp2 fragmentine ait PZR amplikonu.

500 bg

250 be L ___B—> 385 b¢ AC-csp5

amplikonu

Sekil 4.8. csp5FR primer c¢ifti ile gerceklestirilen PZR’a ait jel goriintiisii. M: Solis BioDyne 1 kb
DNA Ladder, 1: Kalip DNA yerine distile su kullanilarak yapilan negatif kontrol PZR,
2) AC-csp5 fragmentine ait PZR amplikonu.

Tablo 4.6. Sekansa gonderilecek AC susuna ait AC-csp2 ve AC-csp5 amplikonlarinin
konsantrasyonlar1 ve saflik degerleri

Amplikon Konsantrasyon  260/280

(ng/pL) Degeri
AC-csp2 63.51 1.95
AC-csp5 39.8 2.01
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> P. fragi AC’'ye ait csp2 geninin tim niikleotit dizisi

ATGTCTAATCGCCAAACCGGCACCGTAAAATGGTTCAACGATGAAAAAGGCTTCGGCTTCATCACTCC
TCAAGGTGGCGGTGACGACCTGTTCGTACACTTCAAAGCTATCGAAAGCGACGGTTTCAAAAGCCTGA
AAGAAGGCCAAACCGTTTCCTTCGTGGCTGAGAAAGGCCAAAAGGGTATGCAAGCTGCACAGGTTCGT
CCGGAGTAA

> P. fragi AC’'ye ait CSP2 proteininin tim amino asit dizisi

MSNRQTGTVKWENDEKGFGFITPQGGGDDLEVHFKAIESDGFKSLKEGQTVSEFVAEKGQOKGMQAAQVR
PE

> P. fragi AC’'ye ait csp5 geninin tim niikleotit dizisi

ATGTCCCAACGTCAGAGCGGTACCGTCAAGTGGTTCAACGACGAGAAAGGGTTTGGTTTCATCACCCC
TGAAAGTGGTCCAGATCTGTTTGTGCACTTTCGTGCCATTCAGGGCAACGGCTTCAAAAGCCTGAAAG
AAGGCCAAAAAGTGACCTTCATCGCAGTTCAAGGCCAAAAAGGCCTGCAGGCTGACGAAGTTCAACCA
GAAGCCTGA

> P. fragi AC’'ye ait CSP5 proteininin tiim amino asit dizisi

MSQROSGTVKWENDEKGEFGFITPESGPDLEVHFRAIQGNGEFKSLKEGQKVTEFIAVQGOKGLQADEVQP
EA

Sekil 4.9. P. fragi AC susunun AC-csp2 ve AC-csp5 genlerine ait niikleotit ve karsilik gelen amino
asit dizileri.

P. fragi AC’ye ait csp2 geni 213 niikleotit uzunlugunda olup ATG baslangi¢
kodu ile baslayip TAA bitis kodu ile sonlanmaktadir. Bu ORF 70 amino asitlik CSP2
proteinini kodlamaktadir. pl degeri 5.33 ve molekiil agirligi 17.39 kDa’dur. csp5 geni
ise ATG baslangi¢c kodu ile baslayip TGA bitis kodu ile sonlanan 213 niikleotit
uzunlugunda bir ORF’dir. 70 amino asitten olusan CSP5 proteininin pl degeri 5.32
ve molekiil agirhigr 17.4 kDa’dur. Her iki gene/proteine ait niikleotit/amino asit
dizileri NCBI/GenBank’a sunulmus, P. fragi AC susuna ait csp2 geni OR166999 ve

csp5 geni ise OR167000 erisim numaralari ile kayitlanmigtir.
4.6. P. fragi AC Susuna ait csp Genlerinin BLAST Analizleri

P. fragi AC’ye ait csp2 geninin niikleotit dizisi cspl, csp3 ve cspDbpl
genlerine ait niikleotit/amino asit dizileri ile karsilastirildiginda herhangi bir farklilik
goriilmeyip %100 oraninda &zdestirler. Ote yandan csp5 gen sekansi csp4, csp6,
csp7, csp8 ve cspDbp2 genlerine ait niikleotit dizileri ile karsilastirildiginda niikleotit
dizilerinde 17 baz farklili§i olmakla birlikte, amino asit dizileri kiyaslandiginda
sadece 54. amino asit pozisyonunda alanin-serin ve 68. amino asit pozisyonunda

prolin-alanin degisikliginin oldugu tespit edilmistir (Ek-F).
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P. fragi AC’nin csp2 ve csp5 genleri ile ilgili amino asit dizileri blastn ve
blastp ile karsilastirildiklarinda elde edilen sonuglar Sekil 4.10°da verilmektedir.
CSP2 ve CSPS5 proteinleri %73 oraninda amino asit 6zdesligi gostermektedir. Her iki
proteinin amino asit dizilerinin BLAST ile karsilagtirilmasi sonucu en yiiksek
benzerlik gosterdigi protein, erisim numaralari, bu proteinlerin bulundugu organizma

ve benzerlik oranlar1 Tablo 4.7°de verilmistir.

Sequence ID: Query 125655 Length:213 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 190 Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand

117 bits(129) Je-31 142/193(74%) 3/193(1%) Plus/Plus

ey e
Sbict 1 ATOTCCCAACGTCAGAGCOGTACCATCAAGTOOT TCAACGACGAGASAGOROTTTGGTTTC B2

e o A it
CTGAAAGT---GGTCCAGATCTGTT

T
GCA

CAAAGCTATCGAAAGCGAC 128

CTT
[]] LEL T
Tt

i
ar TCGTGCCATTCAGGRGCAAC 117

Sbjct 61 T

T
CCAAAAAGTEACCTTC

GTEGCTEAGAAAGGCCARAAG 188

GC
s
GCAGTTCAAGGCCAAAAA 177

Query 121 GGTTTCAAAAGT

Sbjct 118 GGCTTCAAAAGL

CTGAAAGAAGG
LEEETETETT
CTG

AALGAAGO C

Query 181 GGTATGCAAGCTG 193

Sbjct 178 GGCCTGCAGGCTG 198
Qurey (sorgu): csp2, Subject (konu): csp5

Sequence ID: Query_18769 Length: 70 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 69 Graphics

Score Expect Method Identities Positives Gaps
106 bits(265) 9e-38 Compositional matrix adjust.  51/70(73%) 62/70(88%) 1/70(1%)

Query 1  MSNROTGTVKWFNDEKGFGFITPOGGGDDLFVHFKAIESDGFKSLKEGQTVSFVAEKGOK 6@

M5 RO+GTVKWFNDEKGFGFITP+ G DLFVHF+AI+ +GFKSLKEGQ V+F+4 +GOK
Sbict 1  MSQROSGTVKWFNDEKGFGFITPESG-PDLFVHFRAIQGNGFKSLKEGQKVTFIAVQGEOK 59
Query 61 GMQAAQVRPE 7@

G+QA +V+PE
Sbjct 68 GLQADEVQPE 69

Qurey (sorgu): CSP2, Subject (konu): CSP5

Sekil 4.10. csp2-csp5 genleri ve CSP2-CSP5 proteinleri dizi benzerliklerinin blastn ve blastp ile
karsilastirilmasi.
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Tablo 4.7. CSP2 ve CSP5 proteinlerinin benzerlik verileri

Benzerlik
Protein Benzerlik Gosterilen Protein Erisim Numarasi Pr(g(:g;rl](i;zqr;agl Oram"
Sorgu --YUZd?
Ozdeslik
cold shock protein (beta-ribbon, CspA family) EF062339.1 P. fluorescens WH6 100%  100%
cold shock protein CspA AFY?20585.1 Pseudomonas sp. UW4 100%  100%
CSP2  cold shock protein WP 003179963.1 Pseudomonas 100%  100%
cold shock protein WP 042126302.1 Pseudomonas 100% 98.6%
cold shock protein WP 012273095.1 Bacteria 100% 98.6%
cold shock protein WP 261739387.1 P. fragi 100%  100%
cold shock protein WP_056841579.1 Pseudomonas 100% 97.1%
CSP5  cold shock protein WP 219060944.1 Pseudomonas sp. UMAB-08  100%  97.1%
cold shock domain-containing protein WP_003175786.1 Pseudomonas 100% 95.7%
cold shock protein WP 186657096.1 unclassified Pseudomonas 100% 94.30%

4.7. P. fragi AC’deki csp2 ve csp5 Genlerinin Farkh Sicakhklardaki Ifade
Degisimleri

P. fragi AC susunun ii¢ farkli sicakliktaki tireme profilleri Sekil 4.11°de
verilmektedir. Buna gore, P. fragi AC susu optimum 15 °C’de lireme gostermistir.
En diisiik iireme profili 28 °C’de gozlenmistir. Bir psikrotolerant olan P. fragi AC
susunda farkli sicakliklarda csp2 ve csp5 genlerindeki ifade degisimlerini incelemek
icin 4, 15 ve 28 °C’lerde 48 saat siiresince inkiibe edilen kiiltiirlerden RNA
izolasyonu yapilmustir (Sekil 4.12). izole edilen RNA’lara ait konsantrasyon ve saflik
degerleri Tablo 4.8”de gosterilmektedir.
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Sekil 4.11. P. fragi AC’nin ti¢ farkli sicaklikta zamana bagli tireme profili.
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Sekil 4.12. P. fragi AC’den izole edilen RNA'lara ait jel fotograflari. M: Solis BioDyne 1 kb DNA
Ladder (Ek-G), 1-4-7: 4°C’de inkiibe edilen P. fragi AC Kkiiltiirlerinden izole edilen
RNA’lar. 2-5-8; 15°C’de inkiibe edilen P. fragi AC kiltiirlerinden izole edilen RNA’lar.
3- 6-9: 28°C’de inkiibe edilen P. fragi AC kiiltiirlerinden izole edilen RNA’lar.

Tablo 4.8. P. fragi AC’ye ait farkli sicakliklarda inkiibe edilen kiiltiirlerden izole edilen RNA’larin
kalite ve saflik dereceleri

4°C 15°C 28 °C

1. 992.4 ng/uL 1025.9 ng/uL 492.5 ng/uL
Biyolojik 260/280 :2.14 260/280 :2.18 260/280 :2.09
Replika 260/230 :1.79 260/230 :2.11 260/230 :2.10

2. 613.3 ng/uL 765.2 ng/ulL 817.7 ng/uL
Biyolojik 260/280 :2.15 260/280 :2.15 260/280 :2.18
Replika 260/230 :2.23 260/230 :2.11 260/230 :2.37

3. 549.9 ng/uL 830.8 ng/uL 427.6 ng/uL
Biyolojik 260/280 :2.15 260/280 :2.14 260/280 :2.09
Replika 260/230 :2.28 260/230 :2.17 260/230 :1.97

Farkl1 sicakliklarda gelisen P. fragi AC susunda csp2 ve csp5 genlerinin ifade
degisimleri qPCR ile belirlenmistir. Her bir genin 15 °C’deki ifade degeri 1 olarak
kabul edilerek, 4 ve 28 °C’lerdeki ifade farkliliklar1 Sekil 4.13 ve Tablo 4.9°da

verilmektedir.
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Sekil 4.13. P. fragi AC’de csp2 ve csp5 genlerinin farkli sicakliklardaki rolatif ifade degisimleri.
ns: p<0.05 *, p<0.01 **, p<0.0001 ****,

Tablo 4.9. csp2 ve csp5 genlerinin rolatif ifade degerleri

Sicaklik | Rolatif ifade degerleri

Genler 15 °C 4°C 28 °C
csp2 1.000+0.000 0.843+0.130 1.283+0.140
cspS 1.000+0.000 0.852+0.070 0.004+0.001

Sonuglar incelendiginde, csp2 geninin ifadesinin 4 °C’dekine kiyasla 28 °C’de
istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) ve 1.28 degerinde artig gosterdigi tespit
edilmistir. Ote yandan csp5 geninin ifadesi 15 °C’dekine kiyasla 28 °C’de
istatistiksel agidan anlamli azalis gostermistir. cSpS geninin kontrole kiyasla rdlatif

ifade degeri, 28 °C’de 0.004 tiir (p<0.0001).
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4.8. P. fragi AC Susunda in silico CSP Karakterizasyonu

CSP2 ve CSP5’ nin molekiiler yapisi, I-TASSER ve Phyre2 sunucusu
kullanilarak analiz edilmistir. I-TASSER, sablonlar1 ¢oklu is pargacifiyla seger,
giiven puanimna (C puani), sablon modelleme puanina (TM puani) ve kok-ortalama
kare sapmasina (RMSD) dayali olarak tam uzunlukta modele yaklasir ve tahmin
eder. Phyre2 sunucusu ise geligsmis bir uzaktan homoloji algilama yontemi kullanarak
3B modeller olusturma, ligand baglanma bdlgelerini tahmin etme ve amino asit
varyantlarinin etkisini analiz etme konusunda rehberlik eder (Safak vd., 2020).
Phyre2 analizine gére CSP2 proteininin amino asit dizisinin 3B modeli insan patojeni
Neisseria meningitidis susunda gen diizenlemesinde rol oynayan soguk sok domaini
(CSD) proteini olan C3camB ile %99.9°luk giiven derecesinde %91 oraninda
benzerlik sergiledigi goriilmektedir. Fragmentin domain iceriginin belirlenmesi i¢in
uygulama kapsaminda yapilan BLAST analizi sonucu ilgili fragmentin UniProt
Q4KEWS6 erisim numarali P. fluorescens’e ait soguk alistirma proteini CapA ile
%100 ayn1 domaine sahip oldugu goriilmektedir. CSP5 proteininin amino asit
dizisinin 3B modeli ise Bacillus caldolyticus’ta transkripsiyonda DNA baglanma rolii
oynayan soguk sok DNA baglanma domaini benzeri protein ailesine dahil olan
D1c9oa ile %99.9’luk giiven derecesinde %93 oraninda benzerlik gostermektedir.
BLAST analizi sonucu fragmentin P. fragi’de tapB geninin iriinii olan UniProt
P72192 erisim numarali sicaklik alistirma proteini ile %98.4 oraninda ayni1 domaini
icerdigi goriilmektedir. Phyre2’de olusturulan CSP2 ve CSP5 proteinlerine ait
tahmini 3B yapilar Sekil 4.14’te verilmektedir.

Sekil 4.14. P. fragi AC’ye ait CSP2 ve CSP5 proteinlerinin Phyre2 tarafindan c3camB gablonu baz
alinarak olusturulan tahmini 3B yapilari. a) Putatif CSP2 3B yapisi, b) Putatif CSP5 3B

yapisl.
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Phyre2 analizleri sonucunda, CSP2 ve CSP5 proteinlerinin tahmini 3B
modelindeki sekonder yapilar incelendiginde, B iplik¢ik olusumunun %54 oldugu ve
o sarmali olusumunun bulunmadigi gériilmektedir. Ikincil yapilarin bozukluk
(disorder) tahmin sonuglarina bakildiginda tahmini ikincil yaplarin yiiksek

giivenilirlikli ¢iktig1 goriilmektedir (Sekil 4.15 a,b).
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Sekil 4.15. Phyre2 bazinda CSP2 (a) ve CSP5 (b)’e ait sekonder yap1 ve hata tahmin giivenirligi

sonuglart.

I-Thasser programi araciligi ile olusturulan, CSP2 ve CSPS5 proteinlerinin

protein veri tabani (PDB)’nda yer alan yapisal analoglari Tablo 4.10 ve Tablo
4.11°de verilmektedir.
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Tablo 4.10. PDB’deki CSP2 yapisal analoglart

Sira PDB Hit TM-skoru RMSD? IDEN? Cov

1 2115A 0.925 0.83 0.580 0.986
2 3i2zA 0.905 1.41 0.529 0.986
3 SytsA 0.885 1.36 0.400 0.986
4 3trzA 0.878 1.21 0.377 0.986
5 3aggA 0.874 1.26 0.324 0.971
6 1hzaA 0.864 1.02 0.591 0.943
7 1cspA 0.862 1.05 0.591 0.943
8 506fA 0.851 1.23 0.522 0.957
9 3a0jA 0.843 1.36 0.500 0.943
10 2IssA 0.828 1.64 0.426 0.971

(a) Sorgu yapis: ¢izgilerle gosterilirken, yapisal analog omurga izi kullanilarak goriintiilenir.

(b) Proteinlerin siralamasi, sorgu yapisi ile PDB kitapligindaki bilinen yapilar arasindaki yapisal hizalamanin
TM-skoruna dayalidir.

(c) RMSD?, TM-align ile yapisal olarak hizalanan kalintilar arasindaki RMSD'dir.

(d) IDEN?, yapisal olarak hizalanmig bolgedeki yiizde sekans 6zdesligidir.

(e) Cov, TM-align ile hizalama kapsamini temsil eder ve sorgu proteininin uzunluguna béliinen yapisal olarak
hizalanmis kalintilarin sayisina esittir.

Tablo 4.11. PDB’deki CSP5 yapisal analoglart

Sira PDB Hit TM-skoru RMSD? IDEN® Cov

1 1cspA 0.903 0.80 0.597 0.957
2 1hzaA 0.901 0.85 0.627 0.957
3 1mjcA 0.889 1.19 0.559 0.971
4 3i2zA 0.886 1.47 0.551 0.971
5 5ytsA 0.862 1.49 0.386 0.971
6 3aqgA 0.852 1.48 0.368 0.971
7 3trzA 0.847 1.56 0.371 1.000
8 3a0jA 0.845 1.42 0.493 0.957
9 506fA 0.836 1.42 0.552 0.957
10 1wfgA 0.807 1.52 0.227 0.943

(a) Sorgu yapisi gizgilerle gosterilirken, yapisal analog omurga izi kullanilarak goriintiilenir.

(b) Proteinlerin siralamasi, sorgu yapisi ile PDB kitapligindaki bilinen yapilar arasindaki yapisal hizalamanin
TM-skoruna dayalidir.

(c) RMSD?, TM-align ile yapisal olarak hizalanan kalintilar arasindaki RMSD'dir.

(d) IDEN?, yapisal olarak hizalanmis bolgedeki yiizde sekans 6zdesligidir.

(e) Cov, TM-align ile hizalama kapsamini temsil eder ve sorgu proteininin uzunluguna béliinen yapisal olarak
hizalanmis kalintilarin sayisina esittir.

P. fragi AC susunun CSP proteinlerin protein-protein etkilesimlerinin
belirlenmesi igin STRING veri tabani analizi sonucunda her iki proteinin de ATP
bagimli helikaz ile yakindan iliskili oldugu sonucuna varilmistir. P. fragi AC soguk
sok proteinlerinin yakin interaksiyon i¢inde oldugu diger proteinlerin ise DnaK

saperon ve DEAD-box helikaz oldugu goriilmiistiir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Calismamizda Antarktika Ardley Adasi g6l suyu 6rneklerinden izole edilen AC
susuna ait 16S rRNA bolgesinin PZR amplikonu dizilenmis ve yapilan BLAST
analizi ve filogeni ¢aligmasiyla AC susunun P. fragi D12 susunun kismi 16S rRNA
dizisi ile %100 oraninda 6zdes oldugu gosterilmistir. AC izolat1 P. fragi AC olarak
isimlendirilmistir ve NCBI-GenBank veritabanina OR150484 erisim numarasi ile
kaydi saglanmistir. Calismanin devaminda gen bankasi verileri taranarak P. fragi’de
soguk soku ile alakali genler belirlenmis ve uygulanan blastn ve blastp analizleri
sonucu tespit edilen 10 adet genin temelde 2 farkli gen oldugunu ortaya koyulmustur.
Bunlardan csp2 geni ham petrol kontamine bir topraktan izole edilen ve yiiksek
molekiil agirlikli polihidrokarbonlari pargalama yetenegine sahip Pseudomonas fragi
DBC susuna ait genom dizisinde yer alan bir soguk sok protein kodlayan gendir
(Singha vd., 2017). csp5 geni ise esasinda Kuzey Kutup Dairesi'nden alinan bir
toprak 6rneginden izole edilen ve trehaloz iiretebilme 6zelligi rapor edilen (Wei vd.,
2016) Pseudomonas fragi P121 susuna ait genom dizisinde yer almaktadir. Heniiz
literatiirde her iki gene ait herhangi bir ¢alismaya rastlanilmamstir. csp2 ve csp5 baz
dizilerinden tasarlanan primerler ile uygulanan PCR amplifikasyonu ile elde edilen
fragmentler Sanger dizileme yontemi ile sekanslanmistir. P. fragi AC susundan
klonlanan AC-csp2 fragmentine ait baz dizisinin, hedeflenen csp2 baz dizisi ile
%100 6zdes oldugu tespit edilmistir. Ote yandan AC-csp5 fragmentinin baz dizisinin
cspS niikleotit dizisine kiyasla 17 baz farklilik gostermesine ragmen, amino asit
dizisinde 54. (Ala — Ser degisimi) ve 68. (Pro — Ala degisimi) amino asit
pozisyonunda iki amino asitlik bir farklilik oldugu goriilmiistiir. Ayrica AC-csp2,
csp2 ile ayni stop kodonunu (TAA) kullanirken, AC-csp5 ile csp5’in farkli stop
kodonlart igerdigi tespit edilmistir (AC-csp5: TAA ve csp5: TGA). Klonlanan her iki
fragmentin amino asit dizileri ise %73 oraninda 6zdeslige sahipler. Bu 6zdesligin
temelinde muhtemelen, bakteri kaynakli CSP dizilerinin genel olarak oldukca
korunmus tek bir CSD’den meydana gelmesi yatmaktadir ve hepsi olmasa da bazilari
soguk soku tarafindan indiiklenmektedir (Heinemann ve Roske, 2021). P. fragi AC
susuna ait csSp2 ve csp5 genlerine ait niikleotit dizileri NCBI/GenBank veri tabaninda
OR166999 (AC-csp2 igin) ve  OR167000 (AC-csp5 i¢in) erisim numaralar ile kayit

altina alinmistir.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/OR150484
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/OR166999
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/OR167000

Calismamizda P. fragi AC susunda tespit edilen csp2 ve csp5 genlerinin soguk
soku ile indiiklenip indiiklenmediginin belirlenmesi i¢in oncelikle ii¢ farkli sicaklik
secilerek (4, 15 ve 28 °C) P. fragi susunun iireme profili ortaya ¢ikairrlmigtir. AC
susunun en iyi Uremeyi 15 °C’de gerceklestirebildigi, 28 °C’nin ise bu susun
tiremesini olumsuz etkiledigi sonucuna varilmistir. Dolayisi ile, {i¢ farkli inkiibasyon
sicakliginda gelisen Kkiiltiirlerden izole edilen RNA’larin, 28 °C’de en diisiik
konsantrasyona sahip olmasi bu sicakliktaki iiremenin zayif olmasi ile iligkilidir.
csp2 ve csp5 genlerinin farkli sicakliklarda tireyen P. fragi AC susundaki gen ifade
farkliliklar1 degerlendirildiginde, her iki gen icin de 15 ile 4 °C arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir ifade farki tespit edilmemistir (p>0.05). csp2 geni 4 °C’ye kiyasla
28 °C’de istatistiksel agidan anlamli bir ifade artis1 saglamistir (p<0.05). csp5 geni
ise kontrol grubuna (15 °C) kiyasla ve 28 °C’de p<0.0001 6nem seviyesinde azalis
sergilemektedir. CSP’lerin soguk sokuna ani tepki olarak sentezlendinken, CAP’lerin
uzun siire soguk sicaklik derecelerinde iireme sirasinda sentezlendigi literatiirde
bildirilmistir (Phadtare vd., 1999). Calisma kapsaminda AC-csp5 geninin 15 ve
4°C’lerdeki ifadesine kiyasla 28 °C’de bazal seviyede kalmasi ve bu degisimin
istatistiksel anlamda Onemli bulunmasi, literatiirdeki bu wverileri ilgili gen igin
dogrulamaktadir. Bununla birlikte, yapilan bir ¢alismada (Zhou vd., 2021) bir soguk
sok saperonunu kodlayan cspL geninin bakteri ve mayada normal ve yiiksek
sicakliklarda ifadesinin artmasi ve bakteri/maya gelisimini indiiklemesi bazi
CSP’lerin yiiksek sicakliga direngte 6nemli rol oynadiklart sonucunu gostermektedir.
Baglantili olarak P. fragi AC’deki CSP2 proteininin CSPL’dekine benzer bir

fonksiyonu olabilir.

in silico karakterizasyon sonuglari degerlendirildiginde, P. fragi AC susunun
CSP2 proteininin 3B modeli gen diizenlemesinde rol oynayan soguk domain ailesi
proteini c3camB ile %99.9 giiven derecesinde %91°lik benzerlik gosterdigi ve P.
fluorescens’e ait soguk sok proteini CapA ile %100 ayni domaini igerdigi
goriilmektedir. Panicker vd. (2002), CapB gibi CSD kodlayan genleri sogukta
hayatta kalma destekleyicisi olarak 6nermis, ardindan bu 6neri Antarktika'dan izole
edilen tim Pseudomonas spp.’deki varligi nedeniyle kanitlanmistir (Panicker vd.,
2010; Chauhan vd., 2023).
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AC susunun CSP5 proteini ise 3B modeline gore B. caldolyticus’ta
transkripsiyonda DNA baglanma rolii oynayan soguk sok DNA baglanma domaini
benzeri protein ailesine dahil olan d1c9oa proteini ile %99.9’luk giiven derecesinde
%093’likk bir benzerlik sergiledigi ve P. fragi’de tapB geninin iriinii olan sicaklik
alistirma proteini ile %98.4 oraninda ayn1 domaini i¢erdigi goriilmektedir. Klonlanan
her iki soguk soku proteinin protein-protein etkilesimlerine bakildiginda ikisinin de
ATP bagimli helikaz, DnaK saperon ve DEAD-box helikaz ile iligkili oldugu

gorilmistiir.

CSP’ler ve CSD’ler, bes sarmalli, tamamen antiparalel bir B-varil yapisini ve
tek sarmalli niikleik asitleri baglayan korunmus bir yiizeyi paylasirlar. Bu korunmus
baglanma modu, CSD’lerin hem DNA hem de RNA iplikcikleri ile birlesme
yetenegini ve bunlarin smirh dizi segiciligini agiklamaktadir. Genellikle, CSP ve
CSD’lerde dizi korunumu pB-ipliklerinde dongii bolgelerine goére daha yiiksektir
(Heinemann ve Roske, 2021). 3B yapi1 tahmini sonucuna gore P. fragi AC susuna ait
CSP2 ve CSPS5 proteinlerinin CSP’lerin karakteristik 6zellikleri olan B-iplik¢ik
olusumunu yiiksek oranda igerdikleri goriilmektedir. Xu vd. (2021), P. fluorescens’te
calistiklar1 bes CSP’nin B-iplik¢ik yapisinin %42 ila 47 arasinda oldugunu ve tahmini
3B modellerinin (PSIPRED ve SWISS-MODEL ile olusturulan) diisiik giiven modeli
verdigini bildirmislerdir. Ote yandan, calismamizda Phyre2 kullamlarak yapilan 3B
modelleme c¢aligmasinda, AC-CSP2 ve AC-CSPS5 proteinleri ise %54 pB-iplik¢ik
yapisi ile yiiksek giiven derecesinde tahmini model sunmaktadirlar. Giiven skorlari
sirastyla, AC-CSP2’de dizinin %91°i (64 aa) icin %99,9 ve AC-CSP5’de dizinin
%93’1 (65 aa) icin %99,9 olarak belirlenmistir.

Soguga toleranslt mikroorganizmalarin soguk adaptasyonlar1 membran
akiskanligi, CSP ve helikazlar, psikrofilik enzimler, ekstraseliiler polimerler, uyumlu
(kompatibl) c¢oziinenler ve rekatif oksijen tiirleri (ROS) dengesi gozetilerek
saglanmaktadir (Bao vd., 2023). Elde edilen bulgular 1s1ginda klonlanan
fragmentlerin soguk indiiklenebilir genler oldugu fakat daha ayrintili analiz igin
interaksiyon gosterdigi ATP bagimli helikaz, DnaK saperon ve DEAD-box helikaz
gen ifadelerinin soguk etkisi altindaki ekspresyonlarinin da dikkate alinmasi
gerektigi kanaatine varilmistir. Genlerin islevlerinin tam olarak aydinlatilabilmesi
i¢in ileriki ¢alismalarda fonksiyonel genomik ve gen ontolojisi analizleri yapilmasi

planlanmaktadir.
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Calismamiz kutup izolat1 psiktotolerant bakteriler ile yapilan ilk qPCR ifade
analizini icerigi ile de literatiire katkida bulunacaktir. Caligmaya konu olan genlerin
soguk iliskili genler oldugu bulgusu, s6z konusu genlerin farkli organizmalarda
heterolog ifadesi sonucu soguk zararimin etkilerinin Onlenmesi/azaltilmasi

caligmalarinda kullanilabilme potansiyelini gostermektedir.
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EKLER

EK-A: Proje Kapsaminda Alinan Orneklerin izin Belgesi

Turkish Antarctic Expedition
2018 - 2019

Permit N° 17 - 2019

For Collection of Antarctic Scientific Samples

The Head of the Eavironmental Section of the Twkish Antarctic Program, according 10 the Protocol on
Environmental Protection to the Antarctic Treaty. Annex 2 -Conservation of Antarctic Fauna and Flor-.
following the Scientific Committee on Antarctic Research (SCAR) Environmental Guidelines, authorizes the

collection of screntific samples for the project below:

1. PROJECT: Genomic analysis of herbicides (Dalapon and Bromoxynil) fragmenting

psychophilic and psychrotolerant microorganism studies

2. RESEARCHERS: Frsan Basar

3. INSTITUTION: Karadeniz Technical University

4. SAMPLES TO BE Sampls Amount

COLLECTED: Lake Water 250 ml

Fresh Water 250 ml
Soil 250 ml
Salinity Water 250 mi
fee 250 ml
Water with algae 500 ml
Water mix soil 250 mi

5. COLLECTION SITES: Western Antarctic Peninsula

6. COLLECTION TIME: 25™ of January 2019 — 9% of March 2019

ITU Polar Resewrch Center, S080 Tuala/IST Turkey, Phone #90 - 216 - S802084 (11HS5). kusup® it e



EK-B: Cahsmada Kullanilan Besiyeri Icerikleri

Nutrient Broth \ Merck (1.05443)

Peptone from meat 5¢9/L
Meat extract 3g/L
pH (25°) 7.0
Mueller Hinton Broth \ BD-Difco (275730)
Beef extract 2 g/L
Casein (Acid digest) 17.5g/L
Soluble starch 1.5¢g/L
pH (25°) 7.3
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EK-C: Cahismada Kullanilan Tamponlar ve Cozeltiler

CTAB/NaCl Cozeltisi
CTAB %10
NaCl 0.7M

80 mL distile su igerisine 10 g CTAB ve 4,1 g NaCl eklenerek 65 °C’de
¢ozdiiriiliir. Son hacim distile su ile 100 mL’ye tamamlanir.

Etidyum Bromiir Cozeltisi

Etidyum bromiir 10 mg/mL
Fenol:Kloroform:lzoamil alkol (25:24:1)
Fenol (Saturated, pH 7.5) 5mL
Kloroform 4,8 mL
[zoamil alkol 0,2 mL
SET Tamponu
NaCl 75 mM
EDTA (pH 8,0) 25 mM
Tris-HCI (pH 7,5) 20 mM
TAE (50X)
Trizma base 2M
EDTA (pH 8,0) 50 mM
Asetik asit 1M
TE Tamponu
Tris-HCI (pH 8.0) 10 mM
EDTA (pH 8.0) 1 mM
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a) Kimyasallar

2-propanol (Izopropanol)
6X Gel Loading Dye Purple
Agar

Agaroz

Asetik asit

EDTA

Etanol

Etidyum bromiir

Fenol

Izoamil alkol

Kloroform

NaCl

SDS

Trizma base

b) Enzimler

Lizozim

Phusion High-Fidelity DNA Polimeraz
Proteinaz K

Q5 DNA Polimeraz

c) Kitler

Nucleospin® Gel and PCR CleanUp
Nucleospin® RNA Isolation

TURBO DNA-free ™ Kit

High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kiti
GoTag® gPCR Master Mix
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EK-D: Calismada Kullanilan Kimyasallar, Enzimler ve Kitler

Isolab
New England BioLabs
BD-Bacto
BIOMAX
Merck
Sigma
Isolab
Sigma
Ambresco
Merck
Merck
Isolab
Merck

Sigma

Sigma
Thermo Fisher Scientific
Sigma

New England BioLabs

Macherey-Nagel
Macherey-Nagel
Invitrogen

Thermo Fisher Scientific
Promega



EK-E: Klonlanan Amplikonlarin Niikleotit ve Amino Asit Dizileri

>P. fragi AC’ye ait OR150484 erisim numarali tiim 16S rRNAniikleotit dizisi

GGCGGCCTACACATGCAGTCGAGCGGTAGAGAGAAGCTTGCTTCTCTTGAGAGCGGCGGACG
GGTGAGTAATACCTAGGAATCTGCCTGATAGTGGGGGATAACGTTCGGAAACGGACGCTAAT
ACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCT
AGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCTACGATCCGTAACTGGTCTG
AGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTG
GGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTT
CGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTTACCTAATACGTGATTGTCTTGAC
GTTACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGC
AAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTTGTTAAGTTGAATGTGA
AATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTGGCAAGCTAGAGTATGGTAGAGGGT
AGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGG
CGACTACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGAT
ACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTGGGAGTCTTGAACTCTTAGTG
GCGCAGCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATG
AATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAAC
CTTACCAGGCCTTGACATCCAATGAACTTTCTAGAGATAGATTGGTGCCTTCGGGAACATTG
AGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCACCTCCTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAAC
GAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACGTAATGGTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGG
TGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCTGGGCTAC
ACACGTGCTACAATGGTCGGTACAAAGGGTTGCCAAGCCGCGAGGTGGAGCTAATCCCATAA
AACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAA
TCGTGAATCAGAATGTCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACC
ATGGGAGTGGGTTGCACCAGAAGTAGCTAGTCTAACCTTCGGGAGGACGGTACCACGGTTGT

>P. fragi AC’ye ait OR166999 erisim numarah csp2 geninin niikleotit dizisi

ATGTCTAATCGCCAAACCGGCACCGTAAAATGGTTCAACGATGAAAAAGGCTTCGGCTTCAT
CACTCCTCAAGGTGGCGGTGACGACCTGTTCGTACACTTCAAAGCTATCGAAAGCGACGGTT
TCAAAAGCCTGAAAGAAGGCCAAACCGTTTCCTTCGTGGCTGAGAAAGGCCAAAAGGGTATG
CAAGCTGCACAGGTTCGTCCGGAGTAA

>P. fragi AC’ye ait CSP2 proteininin amino asit dizisi

MSNROTGTVKWENDEKGFGFITPQGGGDDLEVHFKAIESDGFKSLKEGQOTVSEFVAEKGQOKGM
QAAQVRPE

>P. fragi AC’ye ait OR167000 erisim numarah csp5 geninin niikleotit dizisi

ATGTCCCAACGTCAGAGCGGTACCGTCAAGTGGTTCAACGACGAGAAAGGGTTTGGTTTCAT
CACCCCTGAAAGTGGTCCAGATCTGTTTGTGCACTTTCGTGCCATTCAGGGCAACGGCTTCA
AAAGCCTGAAAGAAGGCCAAAAAGTGACCTTCATCGCAGTTCAAGGCCAAAAAGGCCTGCAG
GCTGACGAAGTTCAACCAGAAGCCTGA

>P. fragi AC’ye ait CSP5 proteininin amino asit dizisi

MSQROSGTVKWENDEKGFGFITPESGPDLEVHFRAIQGNGFKSLKEGQKVTFIAVQGOKGLO
ADEVQPEA
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EK-F: csp/CSP BLAST Analizi Sonuclari

Cspi
Sequence ID: Query_51749 Length: 213 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 213 Graphics

Scaore Expect Identities Gaps Strand
394 bit=(213) 8e-115 213/213(100%) 0/213(0%) Plus/Minus

Query 1 ATGTCTAATCGCCARACCAACACCOTAAAATOOTTCAACGATOAAAAAGGCTTCGGCTTC 68

. [LELEEEEEREEEE L EEEEEE L e L L L E L T
Sbijct 213 ATGTCTAATCGCCAAACCGGCACCGTAAAATGGTTCAACGATGAAAAAGGCTTCGECTTC 154

AAAGCTATCOARAGLGA 1za

CTTC
||||||||||||||||||||||
CTTCAAAGLTATCGABAGLGAC 94

CGACCTG
I [
CGACCT

[T
GACCTG

GTA
[11
GTA

CA
[
CA

ittt
Sbjct 153 ATCAC TGGCGaTaA TTC
Query 121 GGTTTCAAAAGCCTGAAAGAAGGLCAGACCGTTTCCTTCOGTGGLTGAGAARAGOCCAAAAGD 188

. COLEREEEEREEEEEE T L e L e LR L L e LT
Sbjct 93  GGETTTCAAAAGCCTGAAAGAAGGCCAGACCGTTTCCTTCGTGGCTGAGAAAGECCAAAAG 34
Query 181 GGTATGCAAGCTGCACAGGTTCGTCCGGAGTAA 213

, CEERELEEREREE R Ly
Shbict 33  GGETATGCAAGCTGCACAGGTTCGTCCGGAGTAA 1

Sequence |D: Query 116257 Length: 70 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 70 Graphics

Score Expect Method Identities Pasitives Gaps
143 bits(360) 3e-32 Compositional matrix adjust. 70/70(100%) 70/70{100%) 0/70{0%)

Query 1  MSNRQTGTVKWFNDEKGFGFITPQGGGDDLFVHFKAIESDGFKSLKEGQTVSFVAEKGQK 68
MSNROQTGTVKWFNDEKGFGF ITPQGGGDDOLFVHFKATIESDGFKSLKEGQTVSFVAEKGOK
Sbjct 1 MSNRQTGTVKWFNDEKGFGFITPQGGGDDLFVHFKAIESDGFKSLKEGQTVSFVAEKGOQK 68

Query 61 GMOAAQVRPE 7@

GMOAAQVRPE
Sbict 61 GMOSAQVRPE 7@

Query: csp2/ CSP2
Subject: cspl/CSP1

61



Cspd

Sequence ID: Query_35203 Length: 213 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 213 Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand

394 bits(213) Be-115 213/213(100%) 0/213(0%) Plus/Minus

Query 1 ATGTCTAATCGCCAAACCGGCACCGTAAAATGGTTCAACGATGAARRAGGCTTCGGCTTC 68
, ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Shjct 213 ATGTCTAATCGCCAAA TCAACGATGAAAAMAGGCTTCGGCTTC 154

Query 61 ATCACTC COaTEACOACCTATTCaTACACTTCAAAGCTATCGARAGCGAC 128
. ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct 153 ATCACTCCTCAAGGTOGCGOTEACGACCTATTCGTACACTTCAAAGCTATCGAAAGCGAC 94

Query 121 GGTTTCAAAAGCCTGAAAGAAGGCCAGACCGTTTCCTTCGTAGCTGAGARAAGGCCAAAAG 158
, ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbhject 93 GaTT CAGACCGTTTCCTTCGTGACTGAGAAAGGCCAAAAG 34

Query 1Bl GGTATGCAAGCTGCACAGGTTCGTCCGGAGTAA 213

COCELELEEELEEEE e r

Sbjct 33 GaTATECAAGCTGCACAGATTCGTCCGOAGTAA 1

Sequence ID: Query_ 14307 Length: 70 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 70 Graphics

Score Expect Method Identities Positives Gaps

143 bits{360) 3e-52 Compositional matrix adjust. 70/70{100%) 70,/70(100%) 0/70(0%)

Query
Shjct
Query
Sbjct

Query:

1 MSNROTGTVKWFNDEKGFGFITPQGGGDOLFVHFKAIESDGFKSLKEGQTVSFVAEKGQK &8
MSNROTGTVKWFNDEKGFGFITPQGGEDDLFVHFKAIESDGFEKSLKEGQTVSFVAEKGOK
1 MSHROQTGTVKWFNDEKGFGF ITPQOGGGDDLFVHFKATESDGFKSLKEGQTVSFVAEKGOK 68
6l GMQAAQVRPE 7@
GMOAAQVRPE
6l GMQAAQVRPE 7@
csp2/ CSP2

Subject: csp3/CSP3
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CsDbp1
Sequence ID: Query_56427 Length: 213 Humber of Matches: 1

Range 1: 1 to 213 Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand

394 hits(213) 8e-115 213/213(100%) 0/213(0%) Plus/Plus
Query 1 ATAQTCTAATCGCCAAACCAOCACCATAAAATEAT TCAACGATEAAAAAGGCTTCGGCTTC B8
i
Query 61 ATCACTCCTCAAGGTGOCGGTOGACGACCTGTTCGTACACTTCARAGCTATCGARMAGCGAC 128
.
Query 121 TTTCAAAAGCCTEAAAGAAGOCCAGACCATTTCCTTCATQECTOAGAAAGGCCAALALG 188
.
Query 181 GGTATGCAAGCTGCACAGGTTCGTCCGGAGTAA 213

e ARG

Sequence ID: Query 56697 Length: 70 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 70 Graphics

Score

143 bits(360) 3e-32 Compositional matrix adjust.

Expect Method Identities Positives Gaps

70/70{100%) 70/70(100%) 0/70(0%)

Query
Sbjct
Query
Sbict

1
1
61
61

MSNRQTGTVKWFNDEKGFGF ITPQGGGDDLFVHFKATESDGFKSLKEGQTVSFVAEKGQK
MSNRQTGTVKWFNDEKGFGF ITPQGGGDDLFVHFKATESDGFKSLKEGQTVSFVAEKGQK
MSNRQTGTVKWFNDEKGFGF ITPQGGGDDLFVHFKATESDGFKSLKEGQTYSFVAEKGQK

GMQAAQVRPE 78
GMQABQVRPE
GMQASQVRPE 7@

Query: csp2/ CSP2

Subject: csDbpl/CSDBP1
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Cspd

Sequence ID: Query_56819 Length: 213 Number of Matches: 1

Range 1: 6 to 213 Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand

296 hitz(160) 2e-85 192/208(92%) 0/208(0%) Plus/Minus
iR
Sbjct 213 ATETCACAACGTCAGAGCGGTACGGTCAAGTGGTTCAACGACGAGAAGGGGTTTGGTTTC 154

e T TTTI T T

Sbict 153 CCCCTGAAAGCEGTCCGGACCTGTTTGTGCACTTCCATGCCATCCAGGGLAACGGE 94
s i .
Shjct 93  TTCAAAAGCCTGAAGGAAGGCCAGAAAGTGACCTTCATCTCGGTTCAGGGCCAAAAAGGC 34

Query 181 CTGCAGGCTGATGAAGTGCAAGCAGAAG 208
COEEEELEERE TEEEr TEEEEEnLr

Sbjct 33 CTGCAGGCTOACGAAGTTCAAGCAGAAL B

Sequence ID: Query_17405 Length: 70 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 69 Graphics

Score Expect Method Identities Paositives Gaps
139 bite(350) 9e-51 Compesitiocnal matrix adjust.  68/69(99%) 69/69(100%) 0/62(0%)

Query 1 MSQOROSGTVKWFNDEKGFGFITPESGPDLFVHFRAIOGNGFKSLKEGQKVTFIAVOGOKG &8

MSORQSGTVKWFNDEKGFGFITPESGPDLFVHFRAIQGNGFKS LKEGOKVTF I+VOGOKE
Sbict 1 MSQROSGTVKWFNDEKGFGFITPESGPDLFVHFRAIQGNGFKSLKEGOKVTFISVOGOKG &8
Query 61 LOADEVQAE &9

LOADEVQAE
Sbict &1 LQADEVQAE &9

Query: csp5/CSP5
Subject: csp4/CSP4
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Cspb

Sequence ID: Query_29617 Length: 213 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 208 Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand

291 bits(157) 1e-83 191,/208(92%) 0/208(0%) Plus/Plus
Query 1 ATATCCCAACOTCAGAGCAATACCAT TAAGTOOTTTAACCACGAGAARAGGTTTTOGTTTC 68
e+ LR TR
Query 61 ATTACCCCGGARAGCOETCCG CTGTTTGTGCACTTCCGTGCCATTCAGGETAATG 12@
e o DO R
Query 121 TTCAAAAGCCTGAAAGAAGOCCAGAAAGTOACCTTCATCGCAGT TCAGOGCCAAAAAG 158
e MR AR R
Query 181 CTGCAGGCTGATGAAGTGCAAGCAGAAG 288

Soict 181 (TGLAGCIGACOAGTTLAAGLAGAAG. 202

Sequence ID: Query_47599 Length: 70 Humber of Matches: 1

Range 1: 1 to 69 Graphics

Score Expect Method Identities Paositives Gaps

139 bite(350) %e-51 Compoesitional matrix adjust.  68/69(99%) 69/62(100%) 0/69(0%)

Query 1  MSQRQSGTVKWFNDEKGFGFITPESGPDLFVHFRAIQGNGFKSLKEGQKVTFIAVOGQKE
MSORQSGTVKWFNDEKGFGF ITPESGPDLFVHFRATOGNGFK S LK EGOKVTFI+VOGQKE
Sbijct 1  MSORQSGTVKWFNDEKGFGF ITPESGPDLFVHFRATQGNGFKSLKEGOKVTFISVOGQKGE
Query 61 LQADEVQAE &9
LOADEVQAE
Sbict 61 LOADEVOAE &9

Query: csp5/CSP5
Subject: csp6/CSP6
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Csp7
Sequence ID: Query 109095 Length: 213 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 208 Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
291 bit=(157) 1e-83 191/208(92%4) 0/208{0%) Flus/Plus

Query 1 ATGTCCCAACGTCAGAGCGOTACCAGTTAAGTOGOTTTAACGACGAGAAAGGTTTTGGTTTC 6@

[LUEE TEELEECEE LR e L FEEEE D FEECEERE e I LTErnLn
sbjct 1  ATGTCACAACGTCAGAGCGGTACGGTCAAGTGGETTCAACGACGAGAAGGGGTTTGGTTTC 6@

Query 61 ATTACCCCOGAAAGCOETCCOEACCTATTTGTGCACTTCCGTGCCATTCAGRGTAATGGE 128

(L TEEET EEEEEE e e e e e e e e e eeet e eeern 1 1
Sbjct 61  ATCACCCCTGAAAGCGGTCCGGACCTGTTTGTGCACTTCCGTGCCATCCAGEGCAACGGC 128

e T T T T T
TTCAARAGCCT GACCTTCATCTCGGTACAGGGCCAARAAGGC 180

Sbjct 121 GAAGGAAGGCCAGARAGT

Query 181 CTGCAGGCTOATOAAGTGCAAGUAGAAG 288

CIUELEEEEEL TEELE TEELEETLT
shjct 181 CTGCAGGCTGACGAAGTTCAAGCAGAAG 208

Sequence ID: Query 25823 Length: 70 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 69 Graphics

Score Expect Method Identities Positives Gaps
139 bits(350) Se-51 Compaositional matrix adjust. 68/69(99%) 69/69(100%) 0/69(0%)

Query 1 MSQRQSGTVKWFNDEKGFGF ITPESGPDLFVHFRATIQGNGFKSLKEGQKVTFIAVQGOKG 6@

MSQRQSGTVKWFNDEKGFGF ITPESGPDLFVHFRATIQGNGFKSLKEGQKVTF I+VQGEQKG
Sbjct 1 MSQROSGTVKWFNDEKGFGF ITPESGPDLFVHFRATIQGNGFKSLKEGQKVTFISVQGOKG 6@
Query 61 LOQADEVQAE 69

LQADEVQAE
Sbjct 61 LQADEVQAE 69

Query: csp5/CSP5
Subject: csp7/CSP7

66



Csp8

Sequence ID: Query_48189 Length: 213 Number of Matches: 1

Range 1: 6 to 213 Graphics

Scaore Expect Identities Gaps Strand
296 bits(160) 2e-85 192/208(92%) 0/208(0%) Plus/Minus

Query 1 ATGTCCCAACGTCAGAGCGOTACCATTAAGTAGTTTAACGACGAGAAAGGTTTTGGTTTC 6@

Sbjct 213 ATGTCACAACGTCAGAGCOGTACGGTCAAGTGGTTCAACGACGAGRAAGERGATTTGATTTC 154

Query Bl ATTACCCCGOAAAGLOOTCCOGOACCTGTTTGTGCACTTCCOTGCCATTCAGRGTAATOGE 128

(L FLEEE TEEEELEE L e e e e eee e LEener il
Sbjct 153 ATCACCCCTGAAAGCGGTCCGGACCTGTTTGTGCACTTCCGTGCCATCCAGGGLAACGEC 94

Query 121 TTCAAAAGCCTGAAAGAAGGCCAGAAAGTGACCTTCATCGCAGTTCAGGGCCAAARAGGL 180

CEELEERELEEEE PEEEEEEE T e er ey o ||||||||||||||||||
sbjct 93  TTCAAAAGCCTGAAGGAAGGLCAGAAAGTGACCTTCATCTCGGTTCAGGGCCARABAGGC 34
e T T T ™

Sbjct 33 CTGCAGECTOACGAAGTTCAAGCAGAA

Sequence ID: Query 70463 Length: 70 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 60 Graphics

Score Expect Method Identities Pasitives Gaps
139 bits{350) 9e-51 Compositional matrix adjust. 68/69(99%) 69/69(100%) 0/69{0%)

Query 1 MSQROQSGTVKWFNDEKGFGF ITPESGPDLFVHFRAIQGNGFKSLKEGQKVTFIAVQGOKG 68
MSQROQSGTVKWFNDEKGFGF ITPESGPDLFVHFRAIQGNGFKSLKEGQKVTFI+VQGQKG
Sbjct 1 MSQROSGTVKWFNDEKGFGF ITPESGPDLFVHFRAIQGNGFKSLKEGQKVTFISVOQGOKG 68

Query 61 LQADEVQAE &9
LOADEVOQAE
Sbict 61 LOADEVOAE 69

Query: csp5/CSP5
Subject: csp8/CSP8
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CsDhp2
Sequence ID: Query_25791 Length: 213 HNumber of Matches: 1

Range 1: 1 to 208 Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
296 bite(160) 2e-85 192/208(92%) 0/208(0%) Plus/Plus

ity .

Sbjct 1 ATGTCACAACGTCAGAGUGGTACGGTCAAGTOET TCAACCGACGAGAAGRGGTTTEGTTTC 6@

Ryt .

Sbjct 61 ATCACCCCTRAAAQCRATCCOEACCTATTTATACACTTCOATRCCATCCAGRGCAACGGC 128
Query 121 TTCAAAAGCCTGAAAGAAGOCCAGAAAGTEACCTTCATCGCAGTTCAGGGCCAAAAAGGC 188
e o1 MMM T e
Query 181 CTGQCAGGCTGATGAAGTGCAAG

CIUELELTELD L1 ||||||||||
Shict 181 CTGCAGGCTGACGAAGTTCAAGCAGAAG 288

Sequence ID: Query_23771 Length: 70 Mumber of Matches: 1

Range 1: 1 to 69 Graphics

Score Expect Method Identities Pasitives Gaps
139 bits(350) 9e-51 Compositional matrix adjust. 68/69(99%) 69/69(100%) 0/69(0%)

Query 1  MSQROSGTVKWFNDEKGFGFITPESGPDLFVHFRAIQGNGFKSLKEGQKVTFIAVQGOKG &8

MSQROSETVKWFNDEKGFGF ITPESGPDLFVHF RAIOGNGFKSLKEGQKVTFI+VOGOKG
Shbict 1  MSQRQSGTVKWFNDEKGFGFITPESGPDLFVHFRAIOGNGFKSLKEGQKVTFISVQGOKG &8
Query &1 LOADEVOAE &9

LOADEVQAE
Sbjct 61 LOADEVOAE &9

Query: csp5/CSP5
Subject: csDbp2/CSDBP2
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EK-G: Calismada Kullamlan DNA Markor Biiyiikliikleri

Solis BioDyne 1 kb DNA Ladder Ready to Load (07-12-00050)

bp ng/10ul

1 kb DNA Ladder
196 aqgarose. 1x TAE

69



0Z GECMIS

Omer KONUKSEVER Samsun 100. Yil Lisesi’ni bitirdikten sonra Atatiirk
Universitesi Hims Meslek Yiiksekokulu, Gida Teknolojsi béliimiinden Ocak 2011°de mezun
oldu. Daha sonra burada ilgi duymaya basladig1 biyoteknoloji alaninda egitim almak tizere
Ondokuz Mayis Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarimsal Biyoteknoloji boliimiinii okumaya
baslad1 ve 01.06.2017 tarihinde buradaki egitimini tamamladi. 2019 yilinda OMU LEE

Tarimsal Biyoteknoloji Ana Bilim Dali Yiiksek Lisans programina girdi.

Tletisim Bilgileri:
ORCID ID : 0000-0001-6613-793X
Yaynlar:

1. Recombinant Expression Purification of Serine Protease Enzyme of Haloarcula sp. TG1
in Escherichia coli BL21DE3, 9. International Molecular Biology and Biotechnology
Congress, Kars, 2020.

N

. Psychrobacter sp. strain TaeBurcu002 16S ribosomal RNA gene, partial sequence,
MN960390.1, NCBI; Genbank. TUBITAK, Ulusal Kutup Bilim Programi (2018-
2022), 5. Izleme ve Degerlendirme Raporu.

Kazamilan Odiiller, Tesvikler ve Burslar:

1. 117Z808-TUBITAK 1001 “Streptomyces clavuligerus’ta AdpA  Pleiotropik
Regiilatoriiniin  Tunikamisin Biyosentezi Uzerine Etkisinin Belirlenmesi” isimli
projede bursiyer. Yiiriitiicii: Aslthan KURT KIZILDOGAN 01/08/2018 - 01/08/2020.

2. 1217821-TUBITAK 1001 “TunRS iki bilesenli sistemin Streptomyces clavuligerus’ta
tunikamisin biyosentezi {izerindeki diizenleyici etkisinin aragtirilmast’’ isimli projede

bursiyer. Yiiriitiicii: Aslihan KURT KIZILDOGAN 15/11/2021 — Devam.

Staj:
1. Tarbio Biyoteknoloji, Bitki 1slahi Yaz staji

Kurs ve Sertifikalar:

1. Biyoinformatik Egitimi Erciyes Universitesi — GenKok

2. GLOBALG.A.P Egitimi NAVIGA

3. GLP - lyi Laboratuvar Akreditasyonu Kirklareli Universitesi — KLUSEM
4,150 9001 - Kalite Yonetim Sistemi CPA Danigsmanlik



