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OZET

Tez Bashg: Yerel Bacillus Izolatlarinin Tiplendirilmesinde Molekiiler Biyolojik
Yaklasimlar.
Yazarmn Adi: . Serda KAYMAN

DNA diizeyindeki farkliliklar1 saptamak i¢in kullanilan genotipik tiplendirme
yontemlerinin ayirt ettirici 6zelligi klasik tiplendirme yontemlerine gorece cok
yuksektir. Bu tez ¢alismasi kapsaminda, daha 6nce a-amilaz, alkalen proteaz ve lipaz
tiretkenliklerine gore secilmis ve manuel testler ile ticari kitler kullanilarak ©6n
tiplendirilmeleri yapilmis olan 25 yerel Bacillus izolatinin 16S rDNA dizi analizi,
ARDRA ve ribotyping molekiiler tiplendirme yontemleri kullanilarak adlandirilmasi
ve bu yontemlerin G.Y.T.E. Biyoloji Boliimii Enzim Molekiiler Genetigi

Laboratuvarinda rutin olarak kullaniminin saglanmasi hedeflenmistir.

Bu hedefler dogrultusunda gergeklestirilen calismalarda Bacillus Genetic
Stock Center (BGSC)’dan saglanan Bacillus soylar1 referans olarak kullanilmistir.
Yerel Bacillus izolatlarmin PCR ile c¢ogaltilan 16S rDNA’larinin  dizilimleri
CEQ8000 Genetic Analysis System (Beckman Coulter®) cihazi kullanilarak
belirlenmistir. Elde edilen 16S rDNA baz dizilimleri NCBI BLAST hizli tarama
programi kullanilarak GenBank veri tabanindaki niikleotit dizileriyle “align” edilmis
ve yerel izolatlarin en yiiksek benzerlik gosterdikleri Bacillus tiirleri belirlenmistir.
25 yerel izolattan 21°1 igin atanan tiir adlar1i, manuel ve ticari kitler ile elde edilen
sonuclara gore Onerilen olasi tiir adlar ile uyumlu sonuglar veristir. Farkli bulunan
izolatlardan P20 B. cereus grubu, P22 B. flexus, A28 ve A26 ise B. subtilis ile

benzerlik gostermistir.

Referans Bacillus soylar1 esliginde gergeklestirilen 16S ve rrn ARDRA
caligmalarinda Sau3Al, Mboll ve Cfol restriksiyon enzimleri kullanilmistir. rrn
operonunu ¢ogaltmaya yonelik PCR’larda 6zgiil olmayan ikinci bir iiriin gézlenmis,
PCR kosullarini optimize etmeye yonelik gerceklestirilen ¢esitli denemelere (enzim,

primer tutunma sicakligi, PCR dongiileri, termal dongii cihazi, kalip DNA’nin



Oziitlenme yontemi vb.) karsin bu iirliniin ¢gogalmasi engellenememistir. Bu nedenle,
rrn ARDRA calismalari, hem tiim izolat ve referans soylar1 igerecek sekilde saf
olmayan rrn-PCR firiinleri ile hem de secilen 11 yerel izolat ve 10 referans soyun
jelden izole edilen 4,5 kbg¢ biiyiikliiglindeki rrn operonlar ile gergeklestirilmistir.
rrn-ARDRA jel profilleri, Vilber Lourmat Jel Goriintiileme Sistemi ile
goriintiilendikten sonra sistem yazilimi BIO 1D++ ile, UPGMA (unweighted pair
group match avarage) yontemi kullanilarak dendogramlara doniistiiriilmiistiir. 16S
ARDRA profilleri ise, o donemde uygun goriintiileme sistemi ve yazilimi
bulunmadig i¢in, gozle incelenerek tablolastirilmis ve referans soylarla benzerlikleri

irdelenmistir.

EcoRV, Clal ve HindIll enzimlerinin kullanildigi ribotyping c¢alismalari
kapsaminda, rrn operonuna yonelik 5 primerden olusan OligoMiks-5’in, “DIG
Oligonucleotide Tailing Kit” (Roche) kullanilarak DIG-dUTP ile veya T4
poliniikleotit kinaz kullanilarak [y-"P]JATP ile isaretlendigi denemeler
gerceklestirilmistir. Her iki yontemle de, pozitif kontrol olarak kullanilan 16S rDNA
ve filtre iizerindeki belirli bir bolgede alinan spotlar, oligoniikleotitlerin etkin sekilde
isaretlendigine ve 0Ozgiil olarak 16S rDNA dizilerine tutundugunu gostermistir.
Ribotyping ve rrn-PCR yontemlerine ydnelik optimizasyon calismalari devam

etmektedir.

Gerekli alt yapmin tamamlanmasinin ardindan AFLP, DNA-DNA
hibridizasyonu gibi ayirt ettiriciligi gecerli diger yontemlerin de yerel Bacillus
izolatlarinin molekiiler tiplendiriminde kullanilmasi planlanmaktadir. Buraya dek
yapilan calismalardan elde edilen bulgular, P20 ve P22 soylarn i¢in daha once
Onerilen tiir isimlerinden biitiiniiyle farkh tiirlere isaret etmektedir. Diger molekiiler
temelli analizler sonucu elde edilecek veriler 6zellikle bu iki izolat1 siniflandirmak

adina ayrica 6nem tagimaktadir.
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SUMMARY

Title of Thesis: Molecular Biological Approaches in Typing Endemic Bacillus
Isolates.

Author: S. Serda KAYMAN

Genotipic typing methods which are used for detecting differences at DNA
level has a relatively higher discriminatory power than the classical typing methods.
The aim of this study was to identify 25 endemic Bacillus isolates, that are
previously selected on the basis of a-amilase, alkaline protease and lipase
productivity and preliminarily typed by using manual tests and commercial kits, by
16S rDNA sequencing, ARDRA and ribotyping methods and to ensure rutin
utilization of these methods in Gebze Institute of Technology, Biology Department,

Enzyme Molecular Genetics Labortory.

In studies carried out to achive these goals, Bacillus species supplied by
Bacillus Genetic Stock Center (BCGS) were used as referances. PCR amplified 16S
rDNA sequences of the endemic Bacillus isolates were obtained by CEQ 8000
Genetic Analysis System (Beckman Coulter®). These 16S rDNA sequences were
aligned against the nucleotide sequences in the GenBank database using NCBI
BLAST tool and the highest similarities were determined. When the potential species
names assigned depending o the results of the manual tests and commercial kits
evaluated 21 names out of 25 were matching. However, P20 seemed to be a member
of the B. cereus group, P22 showed maximum similarity with B. flexus, while A28

and A26 isolates were similar to B. subtilis.

Reference Bacillus species accompaniment to the endemic isolates were
included in 16S and rrn-ARDRA studies and Sau3AI, Mboll and Cfol restriction
enzymes were used for the analysis. During the experiments of PCR amplification of
the rrn operon, amplification of a second unspecific product was observed. Despite
the effort to optimize the PCR conditions (enzyme, primer annealing temperature,
PCR cycles, PCR machine, the extraction method of the template DNA), the

production of the unspecific PCR pruduct couldn’t be prevented. Therfore, rrn
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ARDRA studies were carried out, including all the endemic isolates and reference
species, with both impure rrn PCR products and the 4,5 kb rnn-operons of selected
11 endemic isolates and 10 reference species which are derived from the gel. rrn-
ARDRA gel profiles were converted into denogrames with BIO 1D++ system
software using UPGMA (unweighted pair group match average) method after image
capturing with Vilber Lourmat Ifinity-3026 WL/26M. 16S ARDRA profiles were

visually evaluated because of the lack of such a system then.

In ribotyping studies EcCORV, Clal and HindIll enzymes were used and
Oligomix-5, which is consisting of five primers targeting the rrn-operon, was labeled
with both DIG-dUTP and y->’P-ATP in seperate experiments. With both approaches
banding patterns obtained only for 16S rDNA which was used as a positive control
and in a small area on the membrane. These results indicate that the oligonucleotides
were effectively labeled and specifically binding 16S sequences. The optimization

studies for ribotyping and rrn-PCR still last.

Methods such as AFLP and DNA-DNA hybridization has a high
discriminatory power and we are planning to use these methods in molecular typing
of endemic Bacillus iolates, too. Evaluation of the results obtained with all of the
methods performed showed that P20 and P22 isolates are showing no match with the
preliminary typing results. Utilization of other molecular typing methods would be

valuable esecially for these two isolates.
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Bana ekip calismasinin ve bilginin degerini, bir insanin kendine
giivenmesinin 6nemini 6greten, en sicak bilimsel konularda en yeni teknolojiler ile
calisma imkani sunan, bilimsel kimligi ve is ahlaki ile 6rnek olan degerli hocam

Prof.Dr. Fiisun Giimiisel’e tesekkiir ederim.

Degerli damigsmanim Yrd.Dog¢.Dr. Saliha Issever Oztiirk’e hi¢ esirgemedigi
giiler ylizii, gerek tez ¢alismasi kapsamindaki deneyler gerekse tez yazimi sirasindaki

yol gostericiligi ve insan iistii sabri i¢in tesekkiir ederim.

Bu tez ¢alismasi kapsaminda gece gilindliiz demeden calisan, tim bilgi ve
deneyimlerini benimle paylasan, bitmek tiikenmek bilmeyen sorularima her zaman
giiler yiizle cevap veren, varliklarindan giic aldigim sevgili calisma arkadaslarim

Ar.Gor. Merve Tuzlakoglu Oztiirk ve Ar.Gor. Nagihan Akbulut’a tesekiir ederim.

Bu tez c¢alismasi kapsaminda kullanilan yerel Bacillus izolatlarinin
kaynaklarindan saflastirilmasi ve on tiplendirimlerinin yapilmasinda emegi gegen

arkadaglarim Uzman Hiiseyin Balci’ya ve Mutlu Battal’a tesekkiir ederim.

Neseli halleri ile en kotii glinde bile beni giiliimsetmeyi basaran giizeller
giizeli can arkadasim Ar.Gor. Hiilya Akdemir’e ve bilgi ve deneyimlerini benimle

paylasan sevgili arkadasim Ar.Gér. Ozlem Akkaya’ya tesekkiir ederim.

Giiler yiizii ve nasihatleri ile destek olan degerli hocam Yrd.Dog¢.Dr. Yosun
Mater’e, gerek ders gerekse tez asamasinda her zaman yanimda olan yol arkadagim
Ar.Gor. Irmak Sah’a ve bana her zaman destek olan arkadasim Ergun Kaya’ya

tesekkiir ederim.

Beni en iyi sekilde yetistirebilmek i¢in hi¢ bir fedakarliktan kaginmayan,
kendime inanmadigim zamanlarda bile bana inanmaya devam eden, attigim her
adimda, aldigim her kararda beni kosulsuz destekleyen, en degerli varliklarim canim

annem, canim babam ve kahramanim agabeyime tesekkiir ederim.

Bu ¢alisma TUBITAK (TBAG-105T-188) tarafindan desteklenmistir.



X

ICINDEKILER DIiZiNi

OZET ..ot e, iv
SUMMARY ..ttt sttt ettt et a e e see e vi
TESEKKUR ..ottt viii
ICINDEKILER DIZINI ...coooiiiiiiiieeecceeeeeeeee e ix
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINI..........coooiiiiiiiiiii, xi
SEKILLER DIZINT ... Xiii
CIZELGELER DIZINT ..ot xvi
L GIRIS oot 1
1.1. MOLEKULER TIPLENDIRME TEKNIKLERI.........cccovvntiriiriinineirerenaen. 10
1.1.1. ARDRA (Amplifiye Edilmis Ribozomal DNA Restriksiyon Analizi).... 10
L. 1.2, RIDOLYPING . ..eeeiiieiieeiie ettt ettt et et st e e enes 13
1.1.3. DNA DiZi ANALIZI «ecuvieiiiiiiiiiieieeieeeeee et 15
1.1.4. DNA-DNA Hibridizasyonu, Denatiire DNA Molekiillerinin Yeniden Bir
Araya Gelmesi (“reassosiation”) ve G+C Igeriginin Belirlenmesi.................... 18
LIS PEGE ..ottt sttt e eneas 20
1.1.6. Southern BIot (SB).....cccuioiuiieiieiieeieeieeee ettt 21
LI RELP ettt et nneennas 22
Lo L8 AFLP ettt ettt 23
1.1.9. RAPD ve AP-PCR (arbitrarily primed PCR)........ccccccevviiniiviniinenicnnn. 24
1.1.10. RISA (ITS-PCR) ..ttt 25
1.1.11. REP-PCR, ERIC-PCR ve BOX-PCR ......cccceeoiiiieiieieeeieeeeeee e 26
1.1.12. DGGE ve TGGE ..ottt 28
LLA3. T-RFELP ettt et 30
1.2. TEZIN AMAC T ..., 31
2.GEREC VE YONTEMLER..........cooooiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 32
2.1. Genomik DNA OZBtIemEleri ...........cevvrerueuereieereceeeeieeeeeeeeeieeesesese e, 32
2.1.1. Hiicre Kiltlirlerinin Hazirlanmasi...........cccoeeeveeeeiieeiiieecieeciee e 32
2.1.2. Genomik DNA Oziitleme YONtemlIeri ...........ccoevvuevevevevrceererererececeenenans 33
2.1.2.1. CTAB YONEIMI c..cuvieiiieiieiieiieiiesieeie et eeeesee st eee e enseeneesseenseens 33
2.1.2.2. TEST YONTEMI ...covuiiiiiieiiieiieiieeiteeceee et 34
2.1.2.3. H1ZI1 YONIEM ..oooiiiiiiieeciieccee e 35
2.1.2.4. Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega) Protokolii...... 36
2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR).........ccccooiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeee 37
2.2.1. 16S rDNA’larin PCR ile Cogaltilmasi..........ccceevveeeiiieniiiiniieeniie e 37
2.2.2. rrn Operonunun PCR ile Cogaltilmast.........cccocveveevieniinennenicnccicneene. 39
2.2.3. 16S tDNA Dizi ANANZI....ooviriiiiieiieiieiieieeeeee e 43
2.2.3.1. CEQ 8000 Genetik Analiz Sistemi (Beckman Coulter®j................. 43
2.2.3.2 16S tDNA PCR Uriinlerinin Wizard® SV Gel and PCR Arindirma
Sistemi (Promega) ile Saflagtirtlmast............cooceeiiiiiiiiiiniieeeeeee 43
2.2.3.3. GenomeLab™ Boyali Sonlandirict Kullanilan Déngii-Dizi Analiz
Kiti (Methods Development Kit Dye Terminator Cycle Sequencing)........... 44
2.2.3.4 16S rDNA Dizi Analizi i¢in PCR ........cccooiiiiiiiiiiineeeee, 45
2.3. PCR ile Cogaltilmis Ribozomal DNA’nin Restriksiyon Analizi (ARDRA)..47
2.3.1. 16S TDNA ARDRA ....ooiiiiiiieteeeet ettt 47
2.3.2.1N-ARDRA ..ot 48
2.3.2.1. Wizard® SV Jel ve PCR Saflastirma Sistemi Protokolii.................. 49

2.3.3. Metaforlu JEI (Y01) oo 49



2.4. “RIBOTYPING” (Ribotiplendirme) .........cevveeeerierieeieniienieeieeeesee e 50
2.4.1. MIKEOAIYAlIZ ..ottt 50
2.4.2. Restriksiyon Enzimleri ile KeSim ..........cccovveviiieiciiieniieeiie e 51
2.4.3. Isaretleme Karisiminin Hazirlanisn ..........o.oooevevevieeeveeeeeseeeeeeeseseeeennns 52

2.4.3.1. DIG ile ISAretleme ..........c.oeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 52
2.4.3.2. Radyoizotop ile Isaretleme..............cccoveeveveeeveceeeeeeeeeeee s 52
2.4.4. Agaroz Jeldeki Bantlarin Vakumlu Transfer Cihazi ile Membrana
AKTATTINL 1ottt ettt sttt ettt sttt s nas 53
2.4.5. Membranin HibridiZzaSyonu ............cccccueeeviieniiieeniieeeiee e 54
2.4.5.1. DIG Isaretli Oligomiks-5 ile Hibridizasyon............cc.ccceevevuevevernnnee. 54
2.4.5.2. P isaretli Oligomiks-5 ile HibridiZasyon ............oc.ooeveeeeveeeerrennenn. 56

2.5. COZELTILER........cootiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee s 57

2.6. Kullanilan Primerler..........ccoooiiiiiiiiiinieiieeeceeeee e 64

2.7. Kullanilan Cihazlar ............coooiiiiiiiiiieeee e 64

2.8. Kullanilan Sarf Malzemeleri..........ccocerieririirienieieieeeeceseee e 66

3. BULGULAR ...ttt sttt s nb e e assaeaeensenneens 69

3.1. GENOMIK DNA OZUTLEMELERI.........cocoiviiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeee e, 69

0 o O 2 TSRS 70
3.2.1. T6S IDINA PCR ...ttt 70
3.2.2.1TN-PCR Lttt 71

3.3. 16S IDNA DIZI ANALIZI ....ccooiiiieiecirisieseecece e 91

R N 2 B ) 2 U SPR 106
3.4.1. T6S ARDRA ..ot 106

o I TR o) LSRR USRS 106
34 1.2  MDOIT ..o 118
34 1.3, SAUSAL .ottt 130
3.4.2.1N-ARDRA ... e 140
3.4.2.1. Ozgin olmayan ikincil iiriiniin varhig dikkate alinmadan
gergeklestirilen ARDRA analizi .........ooeeeiieriieiiienieeieeeeeie e 140
3.4.2.1.1. Jel Profilleri .o..coueeiirieiieiinieeeeceee e 140
3.4.2.1.2. Dendogramlar............ccceeeuierieeiiienieeiiieeie et ere e 144
3.4.2.2.1. Jelden izole edilen 6zgiil PCR iiriinii ile gerceklestirilen ARDRA
ANALIZE ettt ettt ettt et st esae e 149
3.4.2.2.2. Dendogramlar............cccueecuieiiiiiiienieeiiee e 153

3.5 RIBOTYPING ..ottt s 165
3.5.1. MIKRODIYALIZ ....covoiiiiiiiiecntinei e 165
3.5.2. RESTRIKSIYON ENZIMLERI ILE SINDIRIM.......cccovuvriririniirerines 166
3.5.3. HIBRITLEME ....ccocevuiiiiiiiiieiencineieiecissise s eoe 169

3.5.3.1. DIG isaretli problarin kullanildig1 “Ribotyping” denemesi............ 169
3.5.3.2. Radyoizotop ile isaretli problarin kullanildig1 “Ribotyping” denemesi
...................................................................................................................... 172
4. TARTISMA VE SONUCQ ....ocuiiiieiieieseeieetesteeie ettt eae e e enne s 175

4.1. 16S tDNA Dizi ANALZI.c..coouieiiiieiiiiieiieieeeeeee et 178

4.2, ARDRA ... .ottt st ettt et neenae s 183
4.2.1. 16S ARDRA .....ooiieeeee et 183
4.2.2. TMN-ARDRA ...ttt 191

4.3, RIDOLYPING . ...eieiiieiiieiieiie ettt ettt et e et esaeebeeeabeesseessseensaessseesseessseenses 203

SONUCLAR ..ottt ettt ettt ae s e seesaesseeseenes 208

KAYNAKLAR .ottt sttt sttt 212

OZGECMIS ettt en e 218



SIMGELER VE KISALTMALAR DiZINi

AFLP Cogaltilmis fragman uzunlugu polimorfizmi
AP Alkalin fosfataz
AP-PCR Gelisigiizel primerler ile polimeraz zincir reaksiyonu

ARDRA Cogaltilmis ribozomal DNA fragman uzunlugu polimorfizmi
be Baz cifti

cDNA Eslenik DNA

cm Santimetre

CTAB Setil trimetil amonyum bromid
dATP 2'-deoksiadenozin 5'-trifosfat
dCTP 2'-deoksisitidin 5'-trifosfat
ddATP 2' 3'-dideoksiadenozin 5'-trifosfat
ddCTP 2'.3'-dideoksisitidin 5'-trifosfat
ddGTP 2',3'-dideoksiguanozin 5'-trifosfat
ddNTP Dideoksiriboniikleotit trifosfat
ddUTP 2' 3'-dideoksiliridin 5'-trifosfat
DGGE Denatiire edici gradyan jel elektroforezi
dGTP 2'-deoksiguanozin 5'-trifosfat
dH,O Distile su

DIG Digoksigenin

dITP 2'-deoksiinozin 5'-trifosfat

dk Dakika

DNA Deoksiriboniikleik asit

dNTP Deoksiribontikleotit trifosfat
DTT Ditiotreitol

dTTP 2'-deoksitimidin 5'-trifosfat
dUTP 2'-deoksiiiridin 5'-trifosfat

EDTA Etilendiamintetraasetikasit

ERIC “Enterobacterial repetitive intergenic consensus”
EtBr Etidyum bromiir

EtOH Etil alkol

FISH Floresan in situ hibridizasyon
HCI Hidrojen Kloriir

ITS Transkribe olan genler arasi aralayici
kbg Kilobaz ¢ifti

LB Luria Broth

LPA Lineer poliakrilamit

M Molar

Mg Magnezyum

MgCl, Magnezyum kloriir

ml Mililitre

mm Milimetre

NaAc Sodyum asetat

NaCl Sodyum kloriir

NCBI “National Center for Biotechnology Information”
ng Nanogram

°C Derece santigrat

OD Optik yogunluk



PCR
PFGE
pmol
PNK
RAPD
rDNA
REP
RFLP
RISA
rpm
rRNA

SDS
SLS

sn

SSU

Td

TE
TGGE
T-RFLP

ng

uM

Fosfor

Polimeraz zincir reaksiyonu
“Pulsed-field” jel elektroforezi
Pikomol

Polintikleotit kinaz

Rastgele ¢ogaltimis polimorfik DNA
Ribozomal DNA

“Repetetive extragenic palindromic”
Restriksiyon fragman uzunlugu polimorfizmi
Ribozomal intergenik aralayici analizi
Dakika basina rotasyon

Ribozomal riboniikleik asit
Sedimentasyon katsayisi

Sodyum dodesil siilfat

Ornek yiikleme soliisyonu

Saniye

Kiigiik alt birim

Denatiirasyon sicakligi

Tris-EDTA

Sicaklik gradyani jel elektroforezi
Terminal restriksiyon fragman uzunlugu polimorfizmi
Unite

Volt

A faj DNA’s1

Mikrogram

Mikrolitre

Mikromolar

Xii
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1. GIRIS

Biyolojik c¢esitlilik, farkli organizma tiplerinin dagilimi ve bunlarin bir
topluluktaki goreceli ¢oklugu olarak tanimlanmistir. Cesitlilik ayrica bir toplulukta

bilginin miktar1 ve dagilimi olarak da tanimlanmustir (Torsvik ve ark., 1998).

Molekiiler mikrobiyal ekolojideki son gelismeler dogadaki mikrobiyal
cesitliligin  diisiiniilenden ¢ok daha biiyiilk oldugunu gdstermektedir. Ancak
mikrobiyal cesitliligin karakteri ve boyutu ile ilgili bilgilerimiz biiyiik dl¢tide, kiiltiire
alinmis mikroorganizmalarla yapilmis ¢alismalarla sinirlidir. Dogada gozlenebilen
mikroorganizmalarin % 99’undan fazlasinin standart yontemler kullanilarak kiiltlire
alinamadig1 tahmin edilmektedir. Bu nedenle kiiltiire dayali teknikler bir mikrobiyal
toplulugun tamamin1 yansitmamakta, bu da yeni arama stratejilerinin gelistirilmesini
veya eski yontemlerin uyarlanmasini tetiklemektedir (Hugenholtz ve ark., 1998;

Rondon ve ark., 1999).

Dogal fiiriinler ve ¢esitli ozellikler icin arayis her gecen giin katlanarak
artmaktadir. Ornegin Bacillus spp.nin de iginde bulundugu toprak kokenli pek gok
mikroorganizma endiistriyel agidan 6nemli iiriinlerin tiretiminde kullanilmaktadir: B.
subtilis, B. amyloliquefaciens ve B. licheniformis deterjan, tekstil, vb. alanlarda
kullanilan enzimlerin, antibiyotiklerin, ¢6ziiciilerin vb diger molekiillerin endiistriyel
olarak iiretiminde kullanilir. B. thuringiensis ve B. sphaericus gibi digerlerinin
tirettikleri toksinler bocek oldiiriicti aktiviteleri nedeniyle ekinlerin korunmasinda
kullanilirken, B. mycoides, bitki biiyiimesini arttirmaktadir. italya ve Vietnam gibi
tilkelerde B. subtilis, B. clausii veya B. alcalophilus, gastrointestinal rahatsizliklarin
tedavisinde oral bakteriyoterapotik olarak kullanilir. Ote yandan B. anthracis ve B.
cereus’un bazi suslar1 insanlar ve/veya hayvanlar i¢in patojendir (Rondon ve ark.,

1999; Wu ve ark., 2006).

Biyoteknolojik bir hedef bir kez tanimlandiginda iki soru ortaya ¢ikar:
Birincisi; bu biyolojik hedefi en iyi iireten mikroorganizma veya mikroorganizma

grubu hangisi olabilir? Ikincisi; istenilen aktivite veya &zelligi ortaya ¢ikarmak igin



ne tip bir tarama yontemi uygulanmalidir? Giiniimiizde tiplendirme igin
kullanilmakta olan molekiiler yontemlerin ¢ogu farkli uzunluktaki DNA
(deoksiribontikleik asit) fragmanlarinin elektroforetik ayirimina dayanmaktadir.
Elektroforetik sonug¢ bir jel iizerindeki bantlarin profili ile temsil edilmektedir. Bu
profiller asir1  derecede karmasik olabildigi i¢in  yorumlanmasi  ve
iligkilendirilmesindeki  kolaylik, belirli  bir yontemin kullanilabilirligini
degerlendirmede 6nemli bir faktordiir. Yontemin kullanimi ile varilan sonuglarin
kolayca yorumlanabilmesi kadar, kullanim kolayligi da 6nemlidir. Bir sonug elde
etmedeki teknik zorluk, maliyet ve zaman belirli bir tiplendirme yonteminin
kullanilabilirligini 6l¢mek icin birlikte degerlendirilmelidir (Bull ve ark., 2000; Olive
ve Bean, 1999).

Alt tiplendirme veya sus smiflandirilmasi bircok farkli yaklagimla
gerceklestirilebilmektedir. Bu yontemlerin yaygin olarak kullanimi belirli kriterleri
karsilamalarina baghdir. Yeni gelistirilen molekiiler alt tiplendirme yontemleri
birbirlerine kars1 degerlendirilmeli ve kabul gérmiis yontemlerle karsilastiriimalidir.
Kullanilan yontemler ile bir tiir i¢indeki biitiin organizmalar tiplendirilebilmelidir.
Bu nedenle iyi nitelendirilmis 6zdes ve farkli suslar, yontemin tiplendirme, ayirim
yapabilme ve tekrarlanabilirlik yetenegini analiz etmek amaciyla kullanilmaktadir.
Tiplendirilebilirlik; bir teknigin her bir izolata kesin bir tiplendirme sonucu
atayabilmesidir. Tekrarlanabilirlik; belirli bir teknigin sec¢ilen bir sus ile yapilan ve
yinelenen testlerinde ayni sonucu verme yetenegidir. Tekrarlanabilirlik, 6zellikle, bir
tiir i¢indeki bilinen tiim suslar1 igeren giivenilir veritabanlarinin kurulmasi igin
Oonemlidir. Bilinmeyen organizmalar, siniflandirma amaciyla bu veritabanlar ile
karsilagtirilabilmektedir. Her alt tiplendirme yontemi yiiksek ayirim giiciine sahip
olmalidir. Iliskili olmayan suslar1 acik sekilde ayirabilmeli, ayn1 zamanda drnekten
izole edilen tiim organizmalarin iligkisini gosterebilmelidir. Belirli bir teknigin
ayirim i¢in uygulanmasi, tiim tekniklerin dikkatli bir sekilde degerlendirilmesini ve
genel olarak avantaj ve dezavantajlarin belirlenmesini gerektirmektedir. Ancak
optimal aymrim giicii, tekrarlanabilirlik ve kararlilik beraberce gozetildiginde
miikemmel bir teknigin heniiz mevcut olmadigi da unutulmamalidir (Olive ve Bean,

1999; Busch ve Nitschko, 1999).



Giiniimiizde mikroorganizmalarin molekiiler tiplendirimi i¢in basariyla
uygulanmakta olan pek cok teknik bulunmakta, her gecen giin de yenileri
gelistirilmektedir. Tiplendirme sistemleri genel olarak iki alt gruba ayrilabilir:
Fenotipik ve genotipik teknikler. Fenotipik teknikler bakteri tarafindan ifade edilen
Ozelliklerin saptanmasi ic¢in tasarlanmistir, genotipik teknikler ise DNA diizeyine
inmektedir. Klasik fenotiplendirme yoOntemlerinden bazilar1 biyotiplendirme,
serotiplendirme, lizotiplendirme, antibiyotik direnci testi, elektroforetik protein
ayirimi, immiinoblotlama ve multilokus enzim elektroforezidir. Klasik fenotipik
yontemler, genellikle tatmin edici bir sonu¢ almaya elverisli degildir. Bu nedenle
DNA diizeyindeki farkliliklar1 saptamak i¢in genotipik tiplendirme ydntemleri
kullanilmaktadir; 6rnegin ribo-standardizasyon, plazmit profil analizi, restriksiyon
endoniikleaz analizi, PCR (polimeraz zincir reaksiyonu) ve PFGE (“pulsed-field” jel
elektroforezi). Bu yontemler mikroorganizmalarin tiplendirilmesinde daha doyurucu

sonuglar vermektedir (Busch ve Nitschko, 1999).

Gegctigimiz yillarda birgok DNA parmak izi ¢ikarma yontemi (“fingerprinting”)
gelistirilmistir. Genotipik parmak izi tekniklerinin ilk nesli bakteriyel hiicrelerin tiim
genomlarinin restriksiyon fragman analizine dayanmaktadir. Agaroz jel elektroforezi
ile aymrim sonrasinda karmasik restriksiyon motifleri elde edilmektedir. Ek olarak
DNA, Southern Blot ile bir membrana aktarilabilmekte ve rRNA (ribozomal
riboniikleik asit) genlerine 6zgii isaretlenmis problarla hibridize edilebilmektedir. Bu
yontem “ribotyping” olarak adlandirilir. PCR’1n gelistirilmesi, ikinci nesil DNA
“fingerprinting” yontemlerine Onciiliik etmistir. Bunlar belirli DNA bolgelerinin
cogaltilmasina dayanan tekniklerdir. RAPD-PCR (rastgele ¢ogaltimis polimorfik
DNA-PCR), REP-PCR (“repetetive extragenic palindromic-PCR”), ERIC-PCR
(“enterobacterial repetitive intergenic consensus PCR”), AFLP (¢ogaltilmis fragman
uzunlugu polimorfizmi) ve ARDRA (¢ogaltilmis ribozomal DNA fragman uzunlugu

polimorfizmi) bu nitelikteki tekniklerin arasinda yer alir (Pukall ve ark., 1998).

Glinlimiizde kullanilan molekiiler filogenetik teknikler; toplam DNA’nin
analizine dayali teknikler (RFLP,restriksiyon fragman uzunlugu polimorfizmi; REP-
PCR, AFLP, PFGE, RAPD, DNA-DNA hibridizasyonu, DNA amplifikasyonuna

dayali parmak izi ¢ikarma, mikrosatellit analizi) ve hedeflenmis DNA dizilerinin



analizine dayal1 teknikler (DNA dizi analizi, RFLP, PCR-RFLP, DGGE (denatiire
edici gradyan jel elektroforezi), ARDRA, ITS (transkribe olan genler arasi aralayici)
polimorfizmleri, PCR polimorfizmleri, 6zgiil problarin hibridizasyonu, plazmit
profilleri; FISH, floresan in situ hibridizasyon) olarak iki ana sinifta toplanabilir
(Morris ve ark., 2002).

Kalitimda bir organizmanin 6zellikleri nesilden nesile korunmaktadir. Ciinkii
kromozom her bir hiicre boliinmesinde aslina sadik kalarak bir kopyasim
olusturmaktadir. Ancak, ¢cok uzun evrimsel siirecler sirasinda yeni niikleotit dizileri
ve bdylece yeni organizmalar, daha once var olanlardan tiiremektedir. Bu nedenle
kromozom sadece bir organizmanin taslagini igeren bir yap1 olmakla kalmayip, ayni
zamanda farkli organizmalardan elde edilen diziler karsilastirildiginda agiga
cikabilecek olan tarih ve gelisimin ayrintilarin1 igermektedir. Bu nedenle
organizmalar kromozomlarindaki essiz niikleotit dizilerine gore siniflandirilmaktadir

(Singleton, 2004).

Bir bakteriyel tiiriin kromozomal DNA’sindaki dogal genetik ¢esitlilik,
molekiiler tiplendirme sistemlerinin iligkili olmayan suslar1 ayirt edebilmesinin temel
dayanagini olusturur. Cesitlilik arttik¢a iligkisiz suslarin herhangi bir genotipik
yontem kullanilarak ayrilmasindaki problemler azalmaktadir. Yiiksek derecede
hassas molekiiler tekniklerin gelistirilmesiyle, PCR veya PFGE kullanilarak bir tiir
icerisindeki kiiclik degisiklikleri bile giivenilir sekilde saptamak olasidir (Busch ve
Nitschko, 1999).

Yiiksek derecede cesitlilige sahip olan Orneklerde, parmak izi teknikleri
kullanilirken ayirim giicii (rezoliisyon) sorunlari ile karsilasilabilmektedir. Ancak ya
islevsel genler ya da yaygin genlerin 6zgiil pargalari kullanilarak, popiilasyonun

hedeflenen belirli bir pargasindaki profiller ¢oziilebilmektedir (Dahllof, 2002).

Bakteriyel c¢esitliligin saptanmasi i¢in kullanilan molekiiler siireglerin ¢ogunda
ornekten DNA’nin 0Oziitlenmesi ve saflastirilmasi ilk adimdir. Toplam DNA,

bakteriyel topluluklardaki 6zgiin genlerin baskinligini arasgtirmak ve topragin



bakteriyel = dagilim  {izerine  fiziko-kimyasal  etkisini  c¢alismak  ig¢in
kullanilabilmektedir. Yasayan tiim organizmalar, hem yakin akrabalarindan hem de
iligkisiz tiirlerden farkliliklar gosteren DNA molekiilleri tagimaktadir. Bu nedenle
toprakta bulunan DNA, dogrudan 6ziitlenebilirse, aragtirmaci tiim toprak mikrobiyal

populasyonu hakkinda bilgi sahibi olabilir (Dubey ve ark., 2006).

Mikrobiyal gesitliligi aragtirmaya yonelik yontemlerin ¢ogu 16S rRNA geninin
analizine dayanmaktadir. Yaygin olarak kullanilan yaklasimda c¢evre kokenli
orneklerden izole edilen DNA kalip olarak kullanilarak 16S rRNA gen dizilimi PCR
ile ¢ogaltilmakta ve cesitli yontemlerle analiz edilmektedir. Hedef dizinin PCR ile
cogaltilmasina dayanan bu yontemler, primerlerin tasarlanmasina imkan verecek
korunmus dizileri olan herhangi bir gen i¢in modifiye edilerek tasarlanabilir (Rondon

ve ark., 1999).

16S rRNA’lar mikroorganizmalar i¢in degerli filogenetik belirteglerdir. Ciinkii
evrensel olarak dagilmislardir ve islevleri sabit olup, dizilimlerinin belirli
pozisyonlar1 farkli oranlarda degiskenlik gosterir. Bu durum, 16S rRNA genini, dizi
analizi, “ribotyping”, restriksiyon fragman uzunlugu polimorfizmi (RFLP) analizi ve
oligoniikleotit problar ile hibridizasyon gibi, tiimii mikroorganizmalarin
tanimlanmas1 ve tiplendirilmesi i¢in uygun pek cok yontem ig¢in hedef kilmaktadir

(Weidner ve ark., 1996).

Glintimiizde topluluk analizi i¢in 16S rDNA (ribozomal DNA) veya rRNA’nin
kullanim1 en yaygin yaklagimdir. 16S’in filogenetik 6zelliklerinin ve c¢ok sayida
bilinen dizinin var olmasmin kayda deger bir avantaj sundugu aciktir, ancak
dezavantajlar1 da vardir. Ornegin, 16S’in bir tiir igerisindeki ¢oklu kopyalarmdaki
heterojenlik profil analizini engellemekte ve bant profillerinden elde edilen dizilerin
ve klon kiitliphanelerinin farkliliginin yorumlanmasinda karisiklik yaratabilmektedir.
16S heterojenliginin boyutu farkli bolgeler arasinda degiskenlik gdstermektedir.
Ayrica 16S’in tiir diizeyinde, 6rnegin Bacillus’ta, ayirim giiciinden yoksun oldugu
gosterilmigtir. Aksine, 16S’in ayirim giiciinden yoksun oldugu durumlarda,
“ribozomal intergenic spacer analizinde (RISA)” kullanilan, farkli rRNA alt iiniteleri

arasindaki bolge, “internal transcribed spacer (ITS)”nin yakin iligkili suglar arasinda



ayirim saglayabildigi gosterilmistir. Ancak bir tiirtin ITS bolgeleri i¢inde de dizi ve
biiytikliik acisindan heterojenlik olduguna dair kanit bulunmaktadir (Dahllof, 2002).

Mikrobiyal ¢esitlilik ve topluluk analizi ¢alismalart DNA dizi analizinin icat
edilmesiyle biiylik bir sigrama yapmis, bu da mikrobiyal filogeni anlayigini
biitlinliyle degistirmistir. DNA analizi su an standart yaklasimdir ve pek ¢ok ¢alisma
16S rRNA genine odaklanmistir. Bu c¢alismalarin ¢ogunda PCR ile cogaltim
sonrasinda elde edilen rRNA genlerinin dizilerinin analizi yapilmaktadir. Diger bir
yaklasim ise, dogrudan ¢evre kokenli 6rneklerden elde edilen DNA’dan klonlanan

rRNA gen dizilimlerinin analizidir (Dahll6f, 2002; Ranjard ve ark., 2000).

Molekiiler tekniklerin gelistirilmesi, TRNA geni (rDNA) veya rRNA’nin
kendisini kullanan topluluk ¢esitliligi arastirmalarini yaygmlastirmistir. Internet
aracilign ile erisilebilen hizla biiyliyen rDNA dizisi veri bankasi giiniimiizde
diinyanin her yerinden dizileri karsilastirmay1 olasi kilmaktadir. Kisaca; bir
topluluktan elde edilen izolatlar in situ yontemler kullanilarak dogrudan analiz
edilebilmekte veya “microarray” ya da dot-blot hibridizasyonu i¢in niikleik asit izole
edilebilmektedir. Ayrica ilgilenilen bir gen, polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile
cogaltilabilmekte ve motif analizi, klonlama ve dizi analizi, prob hibridizasyonu ve
“microarray”’ler gibi ¢esitli teknikler kullanilarak degerlendirilebilmektedir. Elde
edilen bilgilerin artmasina karsin, gerek yorumlama gerekse verilerden yola ¢ikarak

sonuca ulagma asamalarinda karmasa olabilmektedir (Dahll6f, 2002).

Toprak bakteriyel topluluk analizinde DNA topraktan izole edildikten sonraki
basamak, rRNA kodlayan genlerin (rDNA) toplam niikleik asitten izole edilmesidir.
DNA’nin PCR araciligi ile cogaltimi, 6zgilin mikroorganizmalarin, dziitlenen niikleik
asitlerden hareketle saptanmasinda en kullanigh ara¢ olarak ortaya cikmaktadir.
DNA’nin 6zgiin par¢asini ¢ogaltmak amaciyla, istenen mikroorganizmalar i¢in 6zgiil
bir primer seti tasarlanmaktadir. Yiiksek duyarliligi ve 6zgilliigii nedeniyle PCR

giiclii bir tekniktir (Dubey ve ark., 2006).



Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) 1988’de Kary Mullis tarafindan
gelistirilmistir. PCR, bir DNA kaynag1 i¢inde bulunan tanimlanmis hedef DNA
dizilerinin ¢ogaltilmas1 igin hizli bir in vitro yontemdir. Bu yontem tiim genomik
DNA veya karmasik bir cDNA (eslenik DNA) popiilasyonu gibi heterojen bir DNA
dizi kolleksiyonu i¢indeki 6zgiin DNA dizi/dizilerinin segici olarak ¢ogaltilmasini
saglamak {lizere tasarlanmistir. PCR’da baslangi¢ materyali ¢ift iplikli bir DNA’dur.
Boylesi bir secici ¢ogaltimi saglamak icin, hedef DNA dizileri hakkinda dnceden az
da olsa bilgi sahibi olunmas1 gerekmektedir. Bu dizi bilgisi kullanilarak hedef diziye
ozgiil, genellikle 15-25 niikleotitlik iki oligoniikleotit primeri tasarlanmaktadir.
Primerler denatiire edilmis kalip DNA’nin iizerine gonderildiginde hedef bolgedeki
komplementer DNA dizilerine 6zgiil olarak baglanmaktadirlar. Sicaklik-kararlilig
olan uygun bir DNA polimeraz ve DNA o6nciillerinin (dATP, dCTP, dGTP ve dTTP)
varliginda, primerler hedef DNA parcasinin tek ipliklerine komplementer olan yeni
DNA ipliklerinin sentezini baslatmaktadir. Bu reaksiyonlarda kullanilan sicakliga
dayaniklt DNA polimeraz enzimleri, 75 °C civarindaki kaplicalarda yasayan Thermus
aquaticus gibi bakterilerden elde edilmektedir. Bu polimeraz enzimleri, ¢ift iplikli
DNA’y1 ayirmak icin kullanilan yiiksek sicakliklarda bile kararlidir (Strachan ve
Read, 1999; Lodish ve ark., 1999; Cooper, 2000).

Reaksiyon DNA kalibinin yiiksek bir sicakliga isitilmasi ile baslamakta,
denatiirasyon sicakligina ulasildiginda ¢ift iplikli DNA agilmakta ve daha sonra
baglanma sicakligina degin sogutma asamasinda primerler hedef DNA iizerinde
komplementer olduklar1 bolgelere baglanmaktadir. Sentez asamasinda DNA
polimeraz her bir kaliba komplementer yeni bir iplik sentezlemek i¢in bu primerleri
kullanmaktadir. DNA polimeraz enzimi her bir primeri dNTP’lerin polimerizasyonu
ile 3' ucundan uzatmaktadir. Boylece bir ¢cogalma dongiisiinde, bir kalip molekiilden
iki yeni DNA molekiilii sentezlenmektedir. PCR zincirleme bir reaksiyondur, ¢iinkii
yeni sentezlenen DNA iplikleri sonraki dongiilerde daha fazla DNA sentezlenmesi
icin kalip olarak kullanilmaktadir. Yaklagik 25 dongiiliik bir DNA sentezi sonrasinda
6zgill hedef dizinin yaklasik 10° kopyasi cogalacaktir ve bu da agaroz jel
elektroforezinde 0Ozgiil bir biiyiikliikte belirgin tek bir bant olarak goriilecektir
(Strachan ve Read, 1999; Lodish ve ark., 1999; Cooper, 2000).



Molekiiler tekniklerin bakteriyel topluluk yapisinin analizine uygulanmasi,
mikrobiyal c¢esitliligi daha saglikli ve kesin bir diizeyde anlama yetenegimizi
arttirmistir. Bu teknikler topraktaki 6zgiin bakteri tiplerinin bollugunu tarif etmede
yardimci olmaktadir. Glinlimiizde PCR yontemleri kullanilarak 6zgiin islevlere sahip
bakterilerin varligin1 ve baskinligini saptamak olasidir. Bu tiir toprak 6rnekleri daha
ileri kullanim i¢in 6nemli bakteriyel suslarin veya genlerin izolasyonu amaciyla
kullanilabilmektedir (Dubey ve ark., 2006). PCR temelli molekiiler teknikler kiiltiir-
temelli metotlarin sinirlamalariin iistesinden gelmek i¢in kullanilmaktadir (Kirk ve
ark., 2004). PCR temelli tiplendirme yontemleri evrensel olarak uygulanabilirlikleri,
basit ve hizli olmalar1 nedeniyle oldukcga ilgi ¢ekmektedirler (Vandamme ve ark.,

1996).

16S rDNA’y1 hedefleyen PCR prokaryot c¢esitliligini aragtirmak amaciyla
yaygin olarak kullanilmakta olup, hem prokaryotlarin tanimlanmasina hem de
filogenetik iligkilerin Ongoriilmesine izin vermektedir. Baslangicta ekolojik
calismalar icin kullanilan molekiiler temelli metotlar, ¢evresel orneklerden izole
edilen hedef genlerin klonlanmasin1 temel almaktadir. Dizi analizinin rutin hale
gelmesine karsin binlerce klonun dizi analizi gii¢c ve pahali bir ugrastir. Bu nedenle
mikrobiyal topluluk ¢esitliligini degerlendirmek i¢in pek cok bagka teknik
gelistirilmistir. Bu metotlarda, DNA c¢evresel Ornekten Oziitlenmekte ve
saflagtirllmaktadir. Hedef DNA evrensel veya Ozgiin primerler kullanilarak

cogaltilmakta ve olusan iiriinler farkli yollarla ayrilmaktadir (Kirk ve ark., 2004).

Problarin PCR iirlinlerine hibridizasyonu yoluyla veya prob baglhh PCR
iriinlerinin mikroarraylere hibridizasyonu yoluyla ¢esitlilik analizi; grup veya tiir
diizeyinde tanimlamanin, daha ileri dizi analizi olmaksizin dogrudan yapilabildigi
tekniklerdir. “Microarray”ler icin rapor edilen duyarlilik diizeyi jeller igin var
olandan daha yiiksektir. “Mikroarray”lerin bir alternatifi prob bagl bilyelerin “flow
sitometri” ile birlestirildigi bir yontemdir, bu yontemde proba 6zgii bir floresan ile
isaretlenen bilyeler kullanilmaktadir. Hibridizasyon ve “microarray”’lerde dezavantaji

yalnizca aranilanin bulunabilmesidir (Dahll6f, 2002).



Prokaryotlarin ¢esitliligini belirlemek amaciyla yapilan ¢alismalarda kullanilan
primerlerin se¢imi &nemlidir. Ideal olan, kullanilan primerlerin tiim dbakteriler ve
arkealarin SSU (kii¢iik alt birim)-rRNA genlerine eslenik olmasidir. Evrensel olarak
adlandirilan bu primerlerin yaygin kullanimina karsin, bunlar evensel olmaktan ¢ok
uzaktir. Primerlerin evrenselligini arttirmak amaciyla dejenere primerler (dizi
icerisinde belirli bir konumda birden fazla niikleotite sahip olan primerler) veya
belirli bir pozisyonda inozin (DNA’da bulunan doért niikleotitin tamamiyla baz cifti
yapabilmektedir) i¢eren primerler kullanilabilmektedir. Ek olarak, tutunma sicakligi
ve PCR i¢in kullanilan reaksiyon karisimlarinin bilesimi ayni sonuca ulagmak i¢in
uyarlanabilir. Bu degiskenler evrenselligi arttirma c¢abasiyla ayarlanirken 6zgiilliikte
azalma s6z konusu olabilmekte, bdylece hedef olmayan diziler de

cogaltilabilmektedir (Forney ve ark., 2004).

Peki, neden pek c¢ok evrensel primer gergekte ¢ok evrensel degildir? SSU
(kiiciik alt birim) genlerinin dizilerinde korunmus bdlgeler bulunmasina karsin,
korunmus boélgelerin dizileri bile 1raksaktir. Sonug olarak; evrensel primerlerin tam
olarak tanimlanamamasimin nedeni, TRNA gen dizilerindeki heterojenliktir. Ek
olarak, bilinen dizilerin sayisi arttikga arastirmacilar, ¢ok daha kiiciik bir veri seti
kullanilarak gelistirilmis olan primerlerin 6zgiilliiglinii ve ise yararligin1 yeniden

degerlendirmelidir (Forney ve ark., 2004).

Teknik kisitlamalart ve sorunlarina ragmen dogal topluluklardan elde edilen
SSU rRNA genlerini hedefleyen g¢esitli yaklasimlarin, mikrobiyal topluluklarin
yapisini tarif etmek i¢in oldukca kullanisli oldugu kanitlanmistir. Bu tip bir yaklasim
olan klon kiitliphanelerinin kurulmasi ve analizi, topluluklarin bireyleri hakkinda
detayli filogenetik bilgi saglamaktadir. Ancak bu yaklagim, g¢ok sayida klon
kiitliphanesinin analizi i¢in gerekli olan zaman ve maliyet nedeniyle, genellikle ¢ok
sayida Ornegin analizi i¢in pek uygun degildir. Topluluk yapisindaki uzaysal ve
zamansal degisiklikleri, prokaryotlarin biyocografyasin1 veya topluluk yapisinin
cesitli diizensizliklere karsi cevap olarak nasil degistigini anlamayr hedefleyen
caligsmalar i¢in ¢ok sayida Oornegin analiz edilebilme olanagi ise kritiktir (Forney ve

ark., 2004).
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T-RFLP (“terminal restriction fragment polymorphism analysis”), ARDRA
(“amplified rDNA restriction analysis”), RAPD (“randomly amplified polymorphic
DNA”), DGGE (“denaturing gradient gel electrophoresis”), TGGE (“temperature
gradient gel electrophoresis™), SSCP (“single strand conformation polymorphism”)
ve RISA/IGS (“ribozomal intergenic spacer analysis”) gibi PCR temelli parmak izi
tekniklerinin ayirim giicii yliksek olup, topraktaki tiim mikrobiyal topluluk

yapisindaki degisiklikler hakkinda bilgi saglamaktadir (Dubey ve ark., 2006).

ARDRA ve RFLP gibi yiksek c¢oziniirliikli yontemler mikrobiyal
topluluklardaki 6zgiil popiilasyonlar1 izlemek ve bakteriyel izolatlar ile klonlanmig
genlerin cesitliligini  belirlemek i¢in uygundur. Ancak karmasik mikrobiyal
topluluklardan elde edilen toplam DNA’nin bilgi icerigi, yiiksek ¢oziintirliiklii
metotlar araciligiyla dogrudan analiz edilebilmek icin ¢ok fazladir (Torsvik ve ark.,

1998).

Molekiiler tekniklerin gelistirilmesine daha uygun bir zemin saglamak ig¢in
oldugu kadar, yapt ve islevin daha iyl anlasilmasin1 saglamak icin de

mikroorganizmalarin kiiltiire alinabilmesi gerekmektedir (Dahllof, 2002).

1.1. MOLEKULER TiPLENDIiRME TEKNIKLERIi

1.1.1. ARDRA (Amplifiye Edilmis Ribozomal DNA Restriksiyon
Analizi)

Teknigin ilk tanimlamasi1 Vaneechoutte ve arkadaslari tarafindan yapilmistir
(Rodas ve ark., 2003). PCR temelli DNA tiplendirme yOntemi restriksiyon enzimi
analizi ile birlestirilerek ARDRA yontemi gelistirilmistir. PCR araciligi ile iiretilen
rDNA fragmanlar1 sonraki basamakta restriksiyon enzimlerinin segilmis bir
kombinasyonu ile sindirilmektedir (Vandamme ve ark.,, 1996). Elde edilen
fragmanlar agaroz veya poliakrilamit jelde ayrilmakta ve bant profilleri

yorumlanarak gruplanmaktadir (Torsvik ve ark., 1998; Moffet ve ark., 2000).
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Restriksiyon endontikleazlar1 bakterilerde yabanci DNA girisine karsit bir
savunma saglamaktadir. Bakteriler, DNA’y1 her birisi 4-8 baz ¢iftlik 6zgiil bir
diziden olusan yiizden fazla farkli tanima bdlgelerinden kesebilen gesitli restriksiyon
endoniikleazlarina sahiptir. Restriksiyon endoniikleazlarinin 6zgiil bolgeleri tanima
ve kesim yapabilme yetenekleri pek cok molekiiler tiplendirme ydntemine temel

saglamistir (Cooper, 2000).

ARDRA, toprak bakterilerinin topluluk diizeyinde giivenilir genotipik
karakterizasyonunu yiiksek bir aymrim giicliyle saglayan hassas bir tekniktir. Bu
teknik, cesitli Orneklerin topluluk yapisin1 belirlemek amaciyla siklikla

kullanilmaktadir (Dubey ve ark., 2006).

Gilinlimiizde molekiiler yontemlerin mikroorganizmalarin tanimlanmasi igin
kullanim1 giderek yayginlagmaktadir. 16S rRNA geni analizi filogeni ¢alismalarinda
yogun sekilde kullanilmakta olup, genis ¢esitlilikteki ortamlarda bakteriyel topluluk
analizi i¢in bagarili sekilde kullanilan ARDRA, 16S rRNA geni analiz yontemleri
arasinda yer almaktadir. 16S rDNA niikleotit dizilerini temel alan filogenetik
yaklasim, izolatlarin tiir veya daha yiiksek diizeylerde siniflandirilmast igin
uygulanabilmektedir. ARDRA teknigi farkli habitatlardan elde edilen, kiiltiire
alinabilen veya alinamayan organizmalarin genis setlerinin filogenetik ve
taksonomik ¢alismalar1 i¢in degerli ve giivenilir bir tekniktir (Pukall ve ark.; Lagace

ve ark., 2004).

ARDRA’nin avantajlar;; hizli ve basit olmasi, amplifiye edilen rDNA
fragmanlarina ait dizi bilgisi gerektirmemesi, tekrarlanabilirligi, mikrobiyal
cesitlilikle 1iligkilendirilebilmesi ve kiiltiire bagli metotlarla karsilastirildiginda
mikrobiyal topluluklar {izerine daha fazla bilgi saglamasidir (Ziemer ve ark., 2004;
Weidner ve ark., 1996). ARDRA daha ¢ok tiire-6zgii profiller iiretir, bu da rRNA
genlerinin tiir diizeyinde korunmus karakteri diisiiniildiigiinde sasirtict degildir

(Vandamme ve ark., 1996).



12

ARDRA kullanilarak ¢ok sayida 6rnek hizla incelenebilmektedir. Kullanilan
restriksiyon enzimlerinin sayisi veya 16S rDNA amplikonunun uzunlugu arttirtlarak
daha iyi bir aymm elde edilebilmektedir. Restriksiyon kesimlerinin sayisindaki
artisin getirecegi yiik, is ilerledik¢e benzersiz profillere sahip klonlarin, daha ileri

inceleme gerektirmemesi nedeniyle azalmaktadir (Moffet ve ark., 2000).

Chéneby ve arkadaslarinin (2000) calismalarinda da belirtildigi iizere
gectigimiz on yil boyunca, 16S rDNA’y1 kodlayan genlerin molekiiler belirtegler
olarak kullanimi mikrobiyal ekolojistler i¢in rutin bir teknik haline gelmistir.
Ribozomal DNA dizi bilgisi sadece mikrobiyal filogeninin daha iyi bir sekilde
kavranmasini saglamakla kalmayip, ayn1 zamanda ¢evresel 6rneklerdeki bakterilerin
tanimlanmasimni da kolaylastirmaktadir. Bu c¢alismada, bakteriyel Orneklerin
tanimlanmasi ve smiflandirilmas: i¢in 16S rDNA’nin dizi analizi ve restriksiyon

fragman uzunlugu polimorfizmi basarili sekilde uygulanmistir.

Pukall ve arkadaslar1 1998’de yaptiklar1 caligmada floresan isaretli bir 16S
rDNA’nin otomatize edilmis ARDRA analizini tarif etmislerdir. 16S rDNA’nin esit
miktarlart amplifikasyon sirasinda ii¢ farkli dUTP ile isaretlenmis ve her bir 16S
rDNA tek bir restriksiyon enzimi ile kesime tabi tutulmustur. Ug restriksiyon enzimi
ile analizlerin tiimiinden elde edilen fragmanlarin bilesimi, otomatize edilmis bir
DNA dizi analizi jelinin tek bir kolonuna yiiklenmistir. Yakin ge¢miste, restriksiyon
enzimlerinin floresan isaretli DNA’y1 kesme yetenegi ile ilgili ¢ok az sey
bilinmekteydi. Floresan isaretli oligoniikleotitlerin restriksiyon enzimleri ile hafifce
azalmig oranda kesilebildigi rapor edilmistir. Diger metotlarla karsilastirildiginda
floresan isaretli PCR iiriinleri kullanarak otomatize edilmis DNA parmak izi
analizinin en biiyiik avantaji daha yliksek duyarliliga sahip olmasidir. dUTP’lerin
amplifiye olan DNA’ya dogrudan katilmasi, floresan molekiillerin DNA’ya daha
ylksek oranda katilmasi avantajin1 beraberinde getirmektedir. Bu yontem ile elde

edilen ayirim normal ARDRA metotlarindan ¢ok daha iyidir.

Kesim reaksiyonunda ayni anda iki enzim yerine her bir enzimin tek tek
kullanilmast daha dogru sonuglar vermektedir. Cift kesimde ortaya c¢ikan kiiciik

bantlarin jelde saptanmasi zordur; ve c¢ift kesimde hangi bandin hangi enzimden
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geldigini ayirmak miimkiin degildir. ARDRA ile elde edilen motiflerin gorsel analizi
cok zaman almakta ve artan motif sayilar1 ile de imkansizlasmaktadir. Uygun bir
yazillm yardimiyla benzer ARDRA motiflerinin gruplandirilmas1 otomatize
edilebilmekte ve motiflerin benzerligi hesaplanabilmektedir. Kullanilan programlar
ayrica ARDRA motiflerinin biiyliyen bir veri tabaninin {iiretimine de izin
vermektedir. Bu daha sonraki karsilastirmali ¢aligmalar icin gereklidir (Weidner ve

ark., 1996).

Bu metodun bir sinirlamasi, ¢ok yiiksek bir 16S rDNA homolojisi tastyan
soylar arasinda ayrim yapamamasidir. Yiiksek 16S homolojilerine karsin bazi soylar
DNA-DNA hibridizasyon caligmalar1 temel alindiginda farkli soylardir. ARDRA
teknigi kullanilarak alttiir diizeyinde ayirim saglamak zordur (Rodas ve ark., 2003).

1.1.2. Ribotyping

DNA parmak izi ¢ikarma restriksiyon enzimi analizi olarak da
adlandirilmaktadir. Orijinal yontemde ilgilenilen sustan elde edilen kromozomal
DNA belirli restriksiyon endoniikleazlari ile sindirilmekte ve elde edilen fragmanlar
agaroz jel elektroforezi ile biiyiikliiklerine gore ayrilmaktadir. Fragmanlar jel
igerisinde denatiire edilmekte ve daha sonra blotlanmakta ve boyanmaktadir. Parmak
izi olarak adlandirilan bant profilleri belirli bir enzim i¢in kesim bdlgelerinin say1 ve
konumlaniglarin1 yansitmaktadir ve belirli bir organizma igin karakteristiktir.
Boylece farkli organizmalar parmak izlerine gore siniflandirilabilir. Bu orijinal
yontemin bir dezavantaji ¢cok fazla fragman elde edilmesi ve bu nedenle karmasik ve

yorumlanmasi zor bir parmak izi vermesidir (Singleton, 2004).

Yorumlamada zorluk yaratan karmasik parmak izlerinin elde edilmesi
probleminin bir ¢dziimii isaretli problarin kullanimidir. Ribotyping yonteminde
genomik DNA’nin restriksiyon enzimleri ile sindirimi sonrasi agaroz jel
elektroforezinde elde edilen karmasik bant profilleri bir membran {izerine

aktarilmaktadir. Daha sonra membran {izerine ilgilenilen gen bdolgelerini hedefleyen
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isaretli problar gonderilerek sadece problarin hibridize oldugu bantlar goriiniir hale

getirilmektedir (Vandamme ve ark., 1996; Singleton, 2004).

Ribozomal RNA’y1 (16S ve 23S) kodlayan gen dizileri yiiksek derecede
korunmustur. rRNA genleri bakteriyel kromozom igerisinde pek ¢cok kopya halinde
bulunmaktadir. Bu nedenle rRNA’ya 6zgii problarla hibridizasyon sadece rRNA gen
dizisini igeren kromozomal fragmanlar1 agiga ¢ikarmaktadir. Hibridizasyon
bantlariin sayis1 (genellikle 7-12 arasi) bant motifinin basit analizine izin verecek
kadar kiicliktiir. Ancak bu, bu teknigin yakin iligkili suslar arasindaki farki
saptayabilme yetenegini sinirlandirmaktadir (Olive ve Bean, 1999; Busch ve

Nitschko, 1999; Singleton, 2004 ).

Ayirim yapabilme yetenegi, bir yontemin akraba olmayan iki sus arasindaki
farki saptayabilme yetenegidir. “Ribotyping”in ayirim yapabilme yetenegi PFGE’ye
gore disik olmakla birlikte, birden fazla enzim kullanilarak aymrm giicii
arttirilabilmektedir. Ribozomal RNA kodlayan genlerin sadece bir veya iki kopyasini
tasiyan bakteri tiirleri icin ribotyping elverisli bir yontem degildir (Olive ve Bean,

1999, Busch ve Nitschko, 1999).

Grif ve arkadaslar1 2003’te yaptiklar1 arastirmada, tehlikeli bakteriyel
patojenleri saptamak ic¢in otomatize edilmis rRNA operon ribotyping teknigini
kullanmiglardir. Bu calisma tek bir restriksiyon enzimi ile olusturulan riboprint
profillerinin test edilen her bir tiir i¢cin her zaman essiz olmadiginin altini
cizmektedir. Ribotyping icin kullanilacak restriksiyon enzimlerinin se¢imi kritiktir ve
tek enzim kullanimi1 yetersiz kalabilmektedir. Bu nedenle birden fazla enzim

kullanimi ile daha iyi bir ayirim giicii saglanabilmektedir (Meays ve ark., 2004).

“Ribotyping” dizi analizi icermez. Bunun yerine belirli bir organizmadan elde
edilen DNA’nin restriksiyon enzimi kesimine tabi tutulmasi ve fragmanlarin
ayrilmasiin ardindan belirli bir bolgeye yonelik (6rnegin ribozomal RNA genleri)

prob ile hibridize edilmesi sonrasinda elde edilen benzersiz deseni belirler.
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“Ribotyping” bakteriyel tanimlama i¢in hem hizli hem de 06zgiil bir yontemdir

(Meays ve ark., 2004).

Niikleik asit hibridizasyonu, tek iplikli niikleik asit molekiillerinin ¢ift iplikli
molekiiller olusturabilme yeteneginden yararlanmaktadir. Bunun olabilmesi ig¢in
birbirleri ile etkilesen DNA molekiilleri yeterli derecede baz tamamlayiciligina sahip
olmalidir. Standart niikleik asit hibridizasyon denemeleri, isaretlenmemis niikleik asit
molekiillerinin karmagik bir karisiminin i¢inde ilgili DNA veya RNA molekiillerini

tanimlamak i¢in isaretli bir niikleik asit probunun kullanimmi kapsamaktadir

(Strachan ve Read, 1999).

Kalsik radyo-isaretleme yonteminde tek iplikli oligoniikleotitler genellikle
poliniikleotit kinaz enzimi kullanilarak uglarindan isaretlenmektedir. Tipik olarak
isaret bir ATP’nin y-fosfat pozisyonundaki **P seklinde saglanmaktadir ve
poliniikleotit kinaz 5'-terminal fosfatlar ile bir takas reaksiyonu katalizlemektedir.
Radyo isaretli problar genlikle **P, **P, *°S veya °H radyoizotoplarindan birisini

icermektedir (Strachan ve Read, 1999).

1.1.3. DNA Dizi Analizi

Organizma alt tiplerini ayirt etmek i¢in kullanilan tiim genetik yontemler,
sonucta DNA dizisindeki farkliliklara dayanmaktadir. Buradan hareketle DNA dizi
analizi alt tiplerin ayirt edilmesinde en iyi yaklasim olarak goriinse de, gercekte

durum boyle degildir (Olive ve Bean, 1999).

DNA dizi analizi i¢in hizli ve etkili yontemler ilk olarak 1970’lerin ortalarinda
tasarlanmistir. Hemen hemen ayni zamanda iki farkl siire¢ yayinlanmistir. Sanger ve
arkadaglarinin 1977°de yayimladigi zincir sonlandirilmas: yonteminde tek iplikli
DNA molekiillerinin dizisi komplementer poliniikleotit zincirlerinin enzimatik
sentezi ile saptanmaktadir. Bu zincirler 06zgiil niikleotit pozisyonlarinda

sonlanmaktadir. ikinci yéntem Maxam ve Gilbert’in 1977 de yayimladigi kimyasal
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degredasyon yontemidir. Bu yontemde ¢ift iplikli bir DNA molekiiliiniin dizisi,
molekiilii 6zgiil niikleotit pozisyonlarinda kesen kimyasallarla muamele ile
saptanmaktadir. Her iki yontem de ilk yillarda popiiler olmakla birlikte, kimyasal
degredasyon yonteminde kullanilan kimyasallarin toksik olmasi ve insan sagligini
tehdit etmesi nedeniyle zincir sonlandirilmasi yontemi istiinliik kazanmustir. Bir
baska neden de zincir sonlandirilmasi dizi analizinin, otomatizasyon i¢in daha uygun

olmasidir (Brown, 2002).

Baslangigta DNA dizi analizi, reaksiyon iiriinlerinin saptanmasi i¢in radyoaktif
isaretlerin kullanimiyla gerceklestirilmekteydi. Bu yontemde dNTP karisimi belirli
bir oranda radyoisaretli niikleotitler icermektedir ve bunlar biiyliyen DNA zincirine
katilmaktadir. Elektroforezi takiben jel kurutulmakta ve otoradyografik bir film
kurumus jel ile temas halinde olacak sekilde yerlestirilmektedir. Uygun bir maruziyet
zamani sonrasinda film banyo edilmekte ve siyah renkli karakteristik bir bant profili
elde edilmektedir. **P-isaretli niikleotitler bu is icin pek uygun degildir; ciinkii -
radyasyonun neden oldugu kayda deger sinyal sacilmasi diffiiz bantlara yol
agmaktadir. Bunun yerine *°S- veya *’P-isaretli niikleotitler tercih edilmektedir

(Strachan ve Read, 1999; Olive ve Bean, 1999).

DNA dizi analizinin ilk basamaginda, DNA 06rneginin ilgilenilen bdlgesine
yonlendirilmis bir polimeraz zincir reaksiyonu gergeklestirilir. Daha sonra PCR
tirtinlerinin dizi analizi reaksiyonlar1 yapilir. Siirec istege gore uyarlanabilmektedir.
Ornegin, baslangic materyali olarak RNA kullanilabilmektedir. Yakin zamanda
gelistirilmis olan floresan isaretlemenin kullanildigi otomatize edilmis DNA dizi
analizinde genellikle floresans yayma ozelligindeki kimyasal gruplara (floroforlar)
tututurulmus primerler veya dideoksiniikleotitler kullanilmaktadir. Elektroforez
sirasinda DNA jel igerisinde sabit bir noktadan gecerken bir monitdr floresan sinyali
saptamakta ve kaydetmektedir. DNA dizi analizi cihazlarn genellikle
dideoksiniikleotit zincir sonlandirma yontemini kullanmaktadir (Strachan ve Read,

1999; Olive ve Bean, 1999).

Zincir sonlandirilmasina dayanan DNA dizi analizi, uzunluklar1 sadece tek bir

niikleotit kadar farklilik gosteren tek iplikli DNA molekiillerinin poliakrilamit jel
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elektroforezinde ayrilabilmesi ilkesine dayanmaktadir. Zicir sonlandirilmasi
reaksiyonunda PCR ortamina dNTP’ler ile birlikte az miktarda dideoksiniikleotit
eklenmektedir. Polimeraz enzimi dNTP’ler ve ddNTP’ler arasinda ayirim
saglayamamakta,  boOylece  dideoksiniikleotitler = uzamakta olan  zincire
sokulabilmektedir. Ancak ddNTP’ler, sonraki niikleotit ile baglanti1 kurulmasi i¢in
ihtiyag duyulan 3'-hidroksil grubundan yoksundur ve bu da uzamanin durmasina

neden olmaktadir (Brown, 2002)

Tiim kromozomu inceleyen PFGE, rep-PCR veya RAPD metotlarinin aksine
DNA dizi analizi metodu ile, mikroorganizma suslari arasinda potansiyel olarak
degisebilen bolgelerin oldukca kiigiik bir kismi incelenebilmektedir. DNA dizi
analizinin en biiylik dezavantaj1 bir organizmanin kromozomunun sadece ¢ok kiigiik
bir bolgesine yonlendirilebilmesidir. Dahasi, kullanilan kisa DNA bolgesinin, suslari
ayirt ettirmek tlizere kullanilabilmesi igin birgok kritere uymasi gerekmektedir.
Secilen DNA bolgesinin yapisi, yiiksek derecede korunmus bdlgelerle bunlart iki
yanda kusatan degisken bolgeler icermelidir. Bu, PCR ile ¢ogaltmay1 ve bir tiiriin
tiim tyelerinin tiplendirilmesini miimkiin kilmaktadir. Secilen dizideki degiskenlik
belirli bir tiiriin farkli suslarini ayirt etmek igin yeterli olmalidir. Son olarak, segilen
dizi tiiriin diger suslarina horizontal olarak aktarilamamalidir. 16S rRNA genleri yeni
organizma tiirlerini tanimlamak i¢in kullanilirken, bir bakteriyel tiirlin suslari
arasinda smirli degiskenlik gdstermektedir. Tersine, DNA dizi analizi viral
tiplendirme igin altin standart olarak kabul edilmektedir. ARDRA ile
karsilastirildiginda, dogrudan dizi analizi daha ¢ok zaman gerektiren ve gerek kiiltiire
alabilen gerekse alinamayan bakterilerin rutin olarak tanimlanmasi i¢in uygun

olmayan bir yaklasimdir (Olive ve Bean, 1999, Pukall ve ark., 1998).

16S rDNA dizi analizi bir ¢evre igindeki mikrobiyal tiirlerin gesitliligini
belirlemek {izere ayirt ettirici giicii yiiksek bir yontemdir, ancak 6rneklerin rutin
taramasinda kullanilmak i¢in olduk¢a zaman harcanan ve ¢ok masrafli bir metottur.
Orneklerin ilk analizi i¢in kullanilacak ydntemler hizli olmali ve mikrobiyal ekoloji
hakkinda genis bir goriis verebilmelidir. Ilk analizlerden elde edilen verilerin

degerlendirilmesi daha detayli arastirmalarin nereye odaklanmasi gerektigini
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belirleyecek ve kullanim i¢in en uygun yontemin saptanmasina yardimei olacaktir

(Ziemer ve ark., 2004).

1.1.4. DNA-DNA Hibridizasyonu, Denatiire DNA Molekiillerinin
Yeniden Bir Araya Gelmesi (“reassosiation”) ve G+C Iceriginin
Belirlenmesi

Bakteriyel topluluklardaki toplam genetik yap1 ve ¢esitlilik, baz kompozisyonu
ve toplam topluluk DNA’sinin karmasikligi Olciilerek tayin edilebilmektedir.
Guanin+Sitozinin mol yiizdesi (% G+C) olarak ifade edilen baz kompozisyon
profilleri, DNA’nin erime egrileri analiz edilerek saptanabilmektedir. Erime
profilleri, erime egrisinin birinci dereceden tiirevi hesaplanarak % G+C profillerine

dontistiirilmektedir (Torsvik ve ark., 1998; Singleton, 2004).

DNA’nin G+C igerigindeki farkliliklar toprak topluluklarinin bakteriyel
cesitliligini ¢aligmak i¢in kullanilabilmektedir. Bu teknik, mikroorganizmalarin G+C
icerigi acisindan farklilik gosterdigi ve taksonomik olarak iligkili gruplarin sadece %
3-5 aras1 farklilik gostermekte oldugu bilgisine dayanmaktadir. Farkli taksonomik
gruplar ayn1 G+C araligin1 paylasabilecegi i¢in, benzer degerler mutlaka yakin bir
taksonomik iliski anlamia gelmez. Ancak biiyiik dl¢tide farklilik gosteren degerler
bu tip bir iliskinin olmadigin1 gdéstermektedir. G+C analizinin avantajlari, PCR ile
ilgili sorunlardan etkilenmemesi, 6ziitlenen tiim DNA’y1 igermesi, kantitatif olusu ve
mikrobiyal populasyonlardaki az rastlanan bireyleri agiga ¢ikarmasidir. Ancak bu
metot ¢cok biiyiikk miktarda DNA (50 pg’a kadar cikabilir) gerektirmektedir (Kirk ve
ark., 2004; Singleton, 2004).

G—+C igerigindeki degisiklik bakteriyel topluluktaki degisiklikleri saptamak i¢in
kullanilabilmektedir. Ancak tiir sayis1 (“richness”), goreceli bolluk (“evenness”) ve
mikrobiyal toplulugun kompozisyonu hakkinda herhangi bir bilgi saglamamaktadir

(Dubey ve ark., 2006).
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Topluluk DNA’siin yeniden bir araya gelme kinetikleri (“reassosiation”) gibi
teknikler kullanilarak toprak mikrobiyal toplulugundaki toplam genetik cesitlilik
hakkinda bilgi saglanmaktadir. Bu yaklasim daha karmasik denatiire DNA’nin, daha
az karmasik denatiire DNA’ya goreceli olarak daha yavas sekilde bir araya geldigi ve
yeniden bir araya gelme kinetiklerinin genomik karmasiklik ile orantili oldugu
varsayimina dayanmaktadir. Bu teknigin temel kisitlamasi yiiksek miktarda DNA’ya
olan gereksinimdir; ¢linkii toprak Orneginden yliksek miktarda DNA elde etmek
teknik olarak zordur. DNA-DNA hibridizasyonu iki mikrobiyal toplulugu
karsilastirmada oldukea iyi bir aragtir (Dubey ve ark., 2006).

Denatiire edilen DNA’nin  molekiillerini yeniden bir araya gelmesi
(“reassosiation””) mikrobiyal toplulugun genetik karmasikliginin bir Olgiitiidiir ve
cesitliligi dngoérmek icin kullanilmaktadir. Cevre kokenli 6rneklerden toplam DNA
Oziitlenir, saflastirilir, denatiire edilir ve yeniden birlesmelerine izin verilir.
Hibridizasyon veya yeniden bir araya gelmenin oram1 var olan dizilerin
benzerliklerine bagl olacaktir. DNA dizilerinin karmasikligi veya cesitliligi arttikca
DNA’nin yeniden bir araya gelme oran1 azalacaktir. Belirli kosullar altinda DNA’nin
yarisinin yeniden bir araya gelmesi igin gerekli olan zaman bir ¢esitlilik indeksi
olarak kullanilabilmektedir, ¢iinkii DNA’nin yeniden bir araya gelme miktarin1 ve
dagilimmi hesaba katmaktadir. Alternatif olarak, iki farkli 6rnegin topluluklari
arasindaki benzerlik, DNA’nin benzerlik derecesinin hibridizasyon kinetikleri

yoluyla ol¢lilmesi ile belirlenebilmektedir (Kirk ve ark., 2004).

DNA-DNA hibridizasyonu yontemi tiir diizeyindeki ilskileri arastirmak ig¢in
kullanighdir. DNA’lar1 % 70’ten fazla kararli hibridizasyon gdsteren organizmalar
ayni tiir olarak smiflandirilmaktadir (Singleton, 2004). Her bir % 1’lik baz
uyusmazligi i¢in termal kararlihigin % 1-2,2 arasinda diistiigii tespit edilmistir

(Vandamme ve ark., 1996).

DNA-DNA hibridizasyonu ve diger dizi temelli yontemler ile elde edilen
sonuglar geleneksel siiflandirmadan belirgin derecede farkli olabilmektedir. Bunun
nedeni, geleneksel siniflandirmada organizmalarin ¢ogunlukla siirlt bir sayidaki

fenotipik ozelliklere, O0rnegin enzimler, hiicre diizeyindeki yapi, hareketlilik ve
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metabolik iriinler gibi, dayanarak karsilagtirilmasidir. Buna karsin, DNA-DNA
hibridizasyonu tiim kromozomu incelemekte, fenotipik 6zellikleri kodlayan dizileri
ve kromozom iizerinde olup da fenotipik olarak ifade edilmeyen cesitli dizileri
karsilagtirmaktadir. Bu nedenle, geleneksel yontemlerle karsilastirildiginda DNA-
DNA hibridizasyonu organizmalar1 daha genis bir temelde karsilagtirmaktadir

(Singleton, 2004).

Hibridizasyon teknikleri 6ziitlenmis DNA veya RNA ile ya da in situ olarak
uygulanabilmektedir. Bilinen dizilerden tasarlanan oligoniikleotit veya polintikleotit
problar 5' ugta belirteclerle etiketlenebilir. Floresan belirtecler yaygin olarak
kullanilmaktadir.  Kantitatif — dot-blot  hibridizasyonu  belirli ~ bir  grup
mikroorganizmanin géreceli bollugunu dlgmek icin kullamlmaktadir. Ornek tiim
niikleik asitleri serbestlemek igin lizize ugratilmaktadir. Ilgilenilen rRNA dizilerinin
miktari, toplam rRNA ya goreceli olarak 6zgiil ve evrensel oligoniikleotit primerleri
ile dot-blot hibridizasyonuyla belirlenmektedir. Goreceli bolluk, populasyondaki
bolluktaki degisiklikleri veya aktivitedeki ve dolayisiyla rRNA igeriginin
miktarindaki degisiklikleri gosterebilmektedir. Hibridizasyon ayrica hiicresel
diizeyde de yiiriitilebilmekte ve in situ yapilabilmektedir. Geleneksel olarak
radyoaktif izotoplar kullanilirken, giiniimiizde floresan isaretli problar tercih
edilmektedir. Bu yontem FISH (Fluoresence In Situ Hybridization) olarak
bilinmektedir (Kirk ve ark., 2004).

1.1.5. PFGE

DNA parmak izi teknigi yaklasiminda sonuglarin yorumlanmasini
kolaylastirmak amaciyla DNA fragmanlarinin sayisi; 6-8 bazlik 6zgiil bir baz
dizilimini taniyan ve bu nedenle DNA’y1 ender olarak kesen restriksiyon enzimleri
kullanilarak azaltilabilmektedir. Bu teknik diisiik frekansli restriksiyon fragman
analizi olarak adlandirilmaktadir. Ancak, bu yontemle elde edilen fragmanlar
geleneksel jel elektroforezi ile ayrilamayacak kadar biiyiiktiir. Agaroz jelin
uygulanabilirligi 50 kilobaz ciftinden kiiclik molekiillerle smirhidir, ¢linki
elektroforetik mobilite (hareket yetenegi) molekiiler biiyiikliikkten gittikce bagimsiz
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hale gelmektedir. Bu simirlamanin iistesinden gelmek icin PFGE teknigi

gelistirilmistir (Rodas ve ark., 2003; Busch ve Nitschko, 1999).

PFGE molekiiler tiplendirme metotlarinin “altin standardi” olarak kabul
edilmektedir. Bu metotta bakteriyel izolatlar eriyik agaroz ile karistirilarak kaliplara
dokiilmektedir. Gomiilmiis olan bakteriler daha sonra in situ deterjan-enzim lizizine
ve seyrek olarak kesim yapan bir restriksiyon enzimi ile kesime tabi tutulmaktadir.
Elde edilen parcalar agaroz jele sokularak akimin polaritesinin énceden belirlenen
araliklarla degistirildigi bir cihazda elektroforeze tabi tutulmaktadir. Bu degisiklik
kiigiik fragmanlara biiyiik fragmanlarin aksine daha hizli bir yonelim saglamaktadir;
bu nedenle kii¢iik fragmanlar biiylik olanlardan daha hizli go¢ etmektedir ve DNA
fragmanlar1 verimli bir sekilde ayrismaktadir. Elektroforetik profiller jellerin etidyum
bromiir gibi floresan bir boya ile boyanmasi sonrasi goriiniir hale gelmektedir (Olive

ve Bean, 1999; Busch ve Nitschko, 1999).

PFGE 10-800 kb arasinda degisen ¢ok biiyiik molekiiler uzunluga sahip DNA
fragmanlarinin net ayrimint miimkiin kilmaktadir. PFGE’nin rutin olarak kullanimini
sinirlandiran faktorlerden birisi protokolii tamamlamak icin gerekli olan siirenin 2-3
giin olabilmesidir. Bu da laboratuvarin ¢ok sayida Ornegi analiz etme yetenegini

azaltmaktadir (Olive ve Bean, 1999; Singleton, 2004).

1.1.6. Southern Blot (SB)

Gen saptanmasi i¢in, tiim kromozomal DNA bir restriksiyon enzimi ile kesime
tabi tutulmaktadir ve olusan fragmanlar bir agaroz jelde -elektroforeze tabi
tutulmaktadir. Ayrilan DNA fragmanlar1 agaroz jelden bir nitroseliilloz veya naylon
membrana transfer edilir. Membrana bagli niikleik asitler daha sonra, incelenen gene
homolog bir veya daha fazla igaretli prob ile hibritlenir. Problar enzim-kolorimetrik
substratlar veya enzim-kemiliiminesans substratlar ile isaretlenebilir (Olive ve Bean,

1999).
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1.1.7. RFLP

Bakteri suslarinin, ilgilenilen belirli bir genetik lokus igindeki cesitli
restriksiyon enzimi tanima bolgelerinin sustan susa polimorfik olabilecekleri
varsayimina dayanarak ayirt edilmesi i¢in “Southern Blot” tekniginin adapte edilmesi
ile restriksiyon fragman uzunlugu polimorfizmi (RFLP) teknigi gelistirilmistir.
Yaygin olarak tercih edilen bu yaklasimda, kromozomal DNA restriksiyon
endoniikleazlar ile kesime ugratilmakta ve olusan fragmanlar agaroz jel elektroforezi

ile ayrilmaktadir (Olive ve Bean, 1999).

Restriksiyon endoniikleazlar DNA’y1 6zgiin bir tanima bolgesinin ig¢indeki
veya yakinindaki tanimlanmis bir pozisyondan kesen enzimlerdir. Restriksiyon
endoniikleazlar yiiksek derecede 6zgiil olduklari igin belirli bir DNA’nin tamamen
kesimi DNA fragmanlarinin tekrarlanabilir bir profilini saglamaktadir. Fragmanlarin
sayr ve biyiiklikleri DNA dizilimine baghdir. Fragmanlarin profillerindeki
degiskenlik restriksiyon fragman uzunlugu polimorfizmi (restriction fragment length
polymorphism-RFLP) olarak adlandirilmakta ve DNA’daki c¢ok kiigiik bir
degisiklikten (6rnegin restriksiyon enzimi tanima ve/veya kesim bolgesinde tek baz
eklenmesi, ¢ikarilmasi veya yer degistirmesi) ya da dizi yeniden diizenlenmeleri gibi
biiylik degisikliklerden kaynaklanabilmektedir. Tiim genomun restriksiyon enzimi
kesiminin dezavantaj1 ¢ok sayida farkli fragmanlarin elde edilmesidir. Geleneksel jel
elektroforezi ile ayirim jel iizerinde DNA’nin “smear” benzeri bir goriintii
olusturmasina ve elde edilen bant profilinin karsilastirilamayacak kadar karmasik bir
gorilintli vermesine neden olmaktadir. Bu problemle basa ¢ikmak i¢in yoOntem,
niikleik asit problar1 ile birlestirilmistir. Fragmanlar “Southern Blot” analizi
kullanilarak ayirt edilir. Bu yontemde genomik DNA kesime tabi tutulmakta, bir
agaroz jel boyunca elektroforeze birakilmakta, bir membrana transfer edilmekte ve

0zgiin problarla hibridizasyon sonucu goriiniir hale getirilmektedir (Liu ve Cordes,

2004; Busch ve Nitschko, 1999).

Yontemin modifikasyonu ile gerceklestirilen PCR-RFLP metodunda,
incelenecek belirli bir lokus yine 0zgiin primerler ile g¢ogaltilmakta ve RFLP

analizine tabi tutulmaktadir. Eger bir lokus i¢in iki yanda yer alan bolgeler
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biliniyorsa RFLP bdlgesini i¢ceren parca PCR yoluyla ¢ogaltilmaktadir. Eger uzunluk
poliformizmine, goreceli olarak biiylik (kesilmemis PCR {iriiniiniin biiytikliigline
bagl olarak yaklasik olarak 100 bg¢’den biiyiik) bir delesyon veya insersiyon sebep
oluyorsa PCR iriinlerinin jel elektroforezi, biiyiikliik farkini aciga ¢ikarmalidir.
Ancak, eger wuzunluk polimorfizmi bir restriksiyon bolgesindeki baz
substitiisyonundan kaynaklanmaktaysa, PCR firtinleri RFLP yi aciga ¢ikarmak i¢in
bir restriksiyon enzimi ile kesilmelidir. Literatiirde mevcut olan ve sayisi artan
evrensel primerler ile, goézlenen g¢esitliligin miktarina ve incelenmekte olan
taksonomik diizeye bagl olarak, goreceli korunmus veya hizli bir sekilde degisen
DNA bolgeleri hedeflenebilir. Ek olarak, PCR firiinleri restriksiyon enzimleri ile
kesime tabi tutulabilmekte ve PCR ile cogaltilan DNA nin miktar1 daha cok
oldugundan etidyum bromiir ile boyama, bantlarin goriilmesi i¢in yeterli olmaktadir

(Olive ve Bean, 1999; Liu ve Cordes, 2004).

1.1.8. AFLP

Amplifiye edilmis fragman uzunlugu polimorfizmi (AFLP) metodu,
restriksiyon enzimi kesimi ile elde edilen DNA fragmanlarinin bir alt kiimesinin
secici olarak c¢ogaltilmasini hedefleyen bir genomik parmak izi ¢ikarma teknigidir.
Teknigin benzersiz 6zelligi, tim genomik DNA’nin kesimi ile iretilen DNA
fragmanlarina bilinen diziye sahip adaptorlerin eklenmesidir. Bu, toplam
fragmanlarin bir alt kiimesinin, daha sonra PCR ile ¢ogaltimina olanak saglamakta,
bu da fragmanlarin jel elektroforezi ile birbirinden ayristirilmasini
kolaylastirmaktadir. AFLP’nin bakteriyel uygulamalarinda iki farkli restriksiyon
enzimi ve iki primer kullanilarak amplifikasyon veya tek bir primer ve tek bir
restriksiyon enzimi kullanilarak amplifikasyon yapilabilir (Olive ve Bean, 1999; Liu

ve Cordes, 2004; Vandamme ve ark., 1996; Singleton, 2004).

En yaygin uygulamada, bakteriyel DNA o6ziitlenmekte, saflastirilmakta ve iki
farkli enzim ile kesim uygulanmaktadir. Daha sonra, primerler i¢in hedef olarak
tasarlanmig bir dizi ve her iki restriksiyon bolgesini igeren linkerlar bu restriksiyon

fragmanlarina ligasyonla eklenmektedir. Amplifikasyon icin kullanilan PCR
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primerleri linkera homolog DNA dizileri ve 3’ uglarinda bir iki tane segici baz
icermektedir. Ornegin; ECORI siti igin secici primerin dizisi 5-GAATTCAA-3'.
Burada ilk alt1 baz EcoRI sitine komplementerdir, 3" ucundaki iki A rezidiisii ise
secicilik saglamakta ve sadece 3'-CTTAAGTT-5" dizisine sahip ECORI sitlerinin
amplifikasyonuna izin vermektedir. Boylece, se¢ici niikleotitler genomik restriksiyon
fragmanlarinin sadece bir alt kiimesinin amplifikasyonuna izin vermektedir. Motifleri
goriintiileyebilmek amaciyla PCR primerlerinden biri ya radyoaktif ya da floresan bir
isaret icermektedir. Alternatif olarak, jeller etidyum bromiir ile boyanabilmekte ve

profiller UV 15181 altinda incelenebilmektedir (Olive ve Bean, 1999).

Calismalar AFLP’nin tekrarlanabilir oldugunu gostermistir. AFLP’nin ayirt
ettirici 6zelligi PCR-tabanli “ribotyping”den daha biiyiiktiir. AFLP, REP-PCR’dan
daha ¢ok is giicli gerektirmekte, ancak sonuglar PFGE ile olandan daha hizli elde
edilmektedir (Olive ve Bean, 1999).

1.1.9. RAPD ve AP-PCR (arbitrarily primed PCR)

AP-PCR yonteminde, standart PCR’da kullanilanlar (18-24 bg) ile
karsilastirilabilir uzunlukta primerler kullanilmaktadir. Oysa rastgele amplifiye
edilmis polimorfik DNA (RAPD) metodu, kromozomal DNA dizilerine yeterli
afinite ile hibridize olan 9-10 bazlik kisa, rastgele diziye sahip primerlerin
kullanimina dayanmaktadir. Her iki yontem de kiigiik genomlarin (6rnegin viriis)
tanimlanmasi i¢in elverissizdir. Clinkii iirlinlerin sayis1 genellikle azdir. Keyfi olarak
secilen kisa primerler, kromozomlar iizerindeki rastgele ve ¢oklu bolgelere diisiik
tutunma sicakliklarinda hibridize olabilir ve bakteriyel genom bdlgelerinin
cogaltilmmi baslatmak tizere kullanilabilir. Eger iki RAPD primeri birkag¢ kilobaz
icerisinde birbirleriyle uygun yonelimde baglanirsa, iki primer arasindaki uzakliga
karst gelen molekiiler uzunlukta bir PCR {iriinii olusmaktadir. Bu rastgele primer
sitlerinin say1 ve yerlesimi bir bakteriyel tlirlin farkli suslari i¢in degiskenlik
gostermektedir. Sonugta elde edilen DNA parmak izleri arastirilan suslarin akrabalik
derecesine bagli olarak farklilik gdstermektir. Ancak tekrarlanabilirlik konusunda

problemler tanimlanmistir ve farkli motiflerin karsilastirilmasinda zorluklar ortaya
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ctkmaktadir. Pek ¢ok durumda ayirim igin en iyi DNA motifini lireten RAPD
primerlerinin dizisi deneysel olarak belirlenmektedir (Olive ve Bean, 1999; Busch ve

Nitschko, 1999; Singleton, 2004).

Primerler kisa oldugu i¢in ve reaksiyonda goreceli olarak diisiik tutunma
sicakliklar (siklikla 36-40°C) kullanildig1 icin, ¢ok sayida {iriiniin ¢cogalma olasilig
yiiksektir. Her bir iiriin olasilikla farkli bir lokusu temsil edecektir. ilgilenilen
taksonomik {tiniteler arasindaki veya i¢indeki genetik ¢esitlilik ve wraksaklik her bir
iriiniin varhig1 veya yoklugu (ki bu her bir lokustaki DNA dizisindeki degisiklikler
tarafindan belirlenmektedir) ile belirlenmektedir. RAPD polimorfizmleri primer
baglanma bolgelerindeki baz yerdegistirmeleri veya baglanma bolgeleri arasindaki
kisimlarda olusan indellerden (eklenme-cikarilma) dolay1 ortaya ¢ikmaktadir. RAPD
analizi hizli ve elverisli olmasina karsin tekrarlanabilir degildir; Taq polimeraz veya
tampondaki kiigiik degisimler bile parmak izini degistirebilmektedir (Liu ve Cordes,

2004; Dubey ve ark., 2006).

1.1.10. RISA (ITS-PCR)

16S rRNA dizileri obakteriler arasindaki yiiksek derecede korunmus oldugu
icin bu bolgedeki genetik cesitliligin analizi tiirler arasinda ayirimi gostermek igin
yeterli degildir. 16S ve 23S rDNA arasindaki intergenik ara dizilerinde daha biiytik
bir ¢esitlilik bulunmakta olup, bu dizilerin genetik cesitliliklerin “inter-specific”
diizeyde analizi i¢in daha kullanmish oldugu gosterilmistir. RISA (ribozomal
intergenik dizi analizi) toprak sisteminde tiir kompozisyonunun analizi i¢in de
kullanilmaktadir. Bu teknik rrs (16S rRNA) ve rrl (23S rRNA) genleri arasindaki
intergenik dizinin uzunlugunun polimorfizm analizini i¢ermektedir. Bu bdolgenin
biiyiikliigii tiire bagl olarak 50 bg—=>1,5 kbg arasinda degiskenlik gosterebilmektedir.
Ayrica amplikonlarin sonraki dizi analizleri bir topluluk i¢indeki spesifik

populasyonlarin taksonomik tanimlanmasina izin vermektedir (Dubey ve ark., 2006).
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1.1.11. REP-PCR, ERIC-PCR ve BOX-PCR

Tim bakteri genomlarinda rastgele dagilmig sekilde bulunan tekrarlayan
kromozomal elemanlar (REPs) bu 6zgiil PCR-temelli yontemin hedefidir. Primerler
tekrarlayan kromozomal eleman dizilerine baglanmakta ve eger bu dizi elemanlari
komsu primer baglanma bdlgelerine, verimli bir amplifikasyonu destekleyecek kadar
yakin konumlanmiglarsa bir DNA fragmani ¢ogalmaktadir. Tekrarlayan dizilerin say1
ve yerlesimleri sustan susa degisken oldugu i¢in farkli bir desen olusacaktir (Busch

ve Nitschko, 1999; Singleton, 2004).

Versalovic ve calisma arkadaslar1 (1991), bakteriyel genomlarda mevcut olan
tekrarlayan DNA elemanlarinin PCR aracilig1 ile ¢ogaltilmasi sonucunda elde edilen
susa 0zgii motiflerin incelenmesi ile, parmak izi ¢ikarmak iizere yeni bir yontem tarif
etmiglerdir. Bu ¢alismada, tekrarlayan elemanlarin iki ana seti tiplendirme amaciyla
kullanilmigtir. Tekrarlayan “extragenic” palindromik (REP) elemanlar, 6 dejenere
pozisyon ve korunmus bir palindromik sapin her iki tarafi arasinda 5 bg¢’lik degisken
bir ilmekten olusan 38 bg’lik dizilerdir. REP dizileri ¢ok sayidaki enterik bakteri i¢in
tarif edilmistir. Enterobakteriyel tekrarlayan intergenik uyum (ERIC) dizileri DNA
tiplendirme i¢in basarili sekilde kullanilan ikinci set DNA dizileridir. ERIC dizileri
126 be¢’lik elemanlardir, yiiksek derecede korunmus merkezi bir ters tekrar igerirler

ve bakteriyel genomun “extragenic” bolgeleri igerisinde konumlanmislardir.

REP-PCR, bakteriyel kolonilerden 6ziitlenen DNA ile veya modifiye bir metot
kullanilarak islenmemis biitlin haldeki hiicrelerle gergeklestirilebilmektedir. REP
veya ERIC amplifikasyonu tek bir primer, tek bir primer seti veya ¢oklu primer
setleri ile gerceklestirilebilmektedir. ERIC motifleri genellikle REP motiflerinden
daha az karmasiktir, ama her ikisi de sug diizeyindeki farki yansitmaktadir. REP ve
ERIC-PCR’1in orneklere beraber uygulanmasi ile her iki teknigin tek basina
kullanimindan ¢ok daha iyi bir ayirt edebilme yetenegi saglanmaktadir (Olive ve

Bean, 1999).
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REP-PCR hizla yaygin kullanilan bir tiplendirme metodu haline gelmektedir.
Teknigin uygulanmasi kolaydir ve ¢cok veya az sayidaki izolata uygulanabilmektedir.
REP-PCR, hem genomik parmak izi ¢ikarma hem de plazmit profillerinden daha iyi
bir ayirim yapabilme yetenegi gdstermekte olup, daha genis bir araliktaki tiirlere
uygulanabilmektedir. REP-PCR, 16S rRNA geni veya 16S-23S ara bolge
restriksiyon analizinden ¢ok daha iyi bir aymrim yapabilme yetenegine sahiptir.
Bunun yanisira, yapilan pek ¢ok calisma gdstermistir ki REP-PCR, multilokus enzim
elektroforezi, biyokimyasal karakterizasyon veya ribotypingden daha iistiindiir. Son
olarak, pek ¢ok c¢alisma REP-PCR verilerinin PFGE sonuglari ile iyi bir korelasyon
gosterdigine isaret etmektedir. Ancak genelde PFGE yontemine goreceli daha diisiik
bir ayirim yapabilme yetenegine sahiptir (Olive ve Bean, 1999).

REP-PCR uyarlanarak otomatik format gelistirilmistir. Bu yontemde floresan
isaretli primerler kullanilarak REP veya ERIC profilleri olusturulmakta ve ¢ogaltilan
diziler bir floresans-tabanli DNA dizi analizi cihaz1 ile ayrilmaktadir. Bu yontem
tutarli profil olusumuna ve verilerin bir veri tabaninda sayisallastirilmis bir resim
olarak saklanmasina izin vermektedir. Bilinmeyen suglar tanimlama amaciyla
veritabanlarindaki veriler ile karsilagtirilabilmektedir. Boylece REP-PCR, PFGE gibi
standardizasyona izin vermekte, bu da farkli laboratuvarlarda izole edilen suslarin

karsilastirilmasini saglamaktadir (Olive ve Bean, 1999).

Diger yandan tekrarlayan “intergenic” DNA dizilerini kullanan DNA parmak
izi ¢ikarma yonteminde tekrarlayan bitisik “extragenic” elemanlar arasindaki DNA,
cesitli biiytikliiklerdeki fragmanlar1 vermek iizere PCR eliyle ¢ogaltilmaktadir. PCR
triinleri daha sonra 0Ozgiil DNA parmak izleri olusturmak {izere agaroz jel
elektroforezi ile biiyiiklikklerine gore ayrilmaktadir. Bu parmak izleri daha sonra
motif taniyic1 bilgisayar yazilimlan tarafindan analiz edilebilmektedir (Meays ve

ark., 2004).

BOX-PCR, ARDRA’nin aksine, multilokus analizidir ve izolatlar arasinda
daha yiiksek derecede rezoliisyon vermektedir. BOX elementleri seklindeki
tekrarlayan diziler tiim genom igerisinde rastgele konumlanmiglardir ve BOX

primerleri ile iki BOX elementi arasindaki genomik bolge amplifiye edilir. Bu
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tekrarlayan dizilerin (BOX ve ERIC) dagilimi genomik yapinin neredeyse tam bir
yansimasidir ve inter-REP elemanlarinin amplifikasyonu genellikle belirli bir bakteri
grubu i¢indeki benzerlikleri saptamaktadir. REP- ve ERIC-benzeri dizilerin
bakteriyel genomun hemen her yerinde olmasinin, PCR temelli parmak izi ¢ikarma
yontemleri ile hizli molekiiler karakterizasyonu kolaylagtirmasi beklenmektedir

(Dubey ve ark., 2006).

1.1.12. DGGE ve TGGE

Mikrobiyal c¢esitliligi ¢alismak i¢in kullanilan ve birbirine benzeyen iki
metottur. Bu metotlar orijinal olarak DNA dizilerindeki nokta mutasyonlarini
saptamak icin gelistirilmistir. Daha sonra kullanim alani genisletilerek mikrobiyal
cesitlilik caligmalarina dahil edilmistir. DNA, toprak drneklerinden dziitlenmekte ve
16S veya 18S rRNA dizilerinin bir pargasini hedefleyen evrensel primerlerle ilgili
gen bolgeleri gogaltilmaktadir. Ileri primerin 5' ucu 35-40 baz ciftlik bir “GC clamp”
icermekte, bdylece DNA’nin en azindan bir kisminin ¢ift iplikli kalmasi garanti
edilmektedir. Bu nitelikteki 6rneklerin denatiire edici ajanlarin (formamit ve iire)
artan konsantrasyonlariin bir gradyanini i¢eren bir poliakrilamit jeldeki hareketi ¢ift
iplikli DNA’nin erime davranigina bagli olarak gerceklesecektir. Teorik olarak,
DGGE tek bir baz ¢ifti farki olan DNA’y1 ayirabilmektedir. TGGE, DGGE ile ayni
prensipleri kullanmakta, ancak bu yontemde kimyasal denatiire edici ajanlar yerine

sicaklik gradyani uygulanmaktadir (Kirk ve ark., 2004).

Sicaklik gradyani jel elektroforezi (TGGE) ve iliskili olan DGGE (denatiire
edici gradient jel elektroforezi) gibi denatiirleyici jel kullanmilan elektroforetik
yontemler, tek bir baz cifti bolgesinde farklilik gosteren DNA fragmanlarini
ayirabilmektedir (Wartell ve ark., 1998).

TGGE DNA’nin iki fiziksel ozelliginden yararlanir; baz ¢ifti dizisinin
sicaklikla uyarilan erime {izerine etkisi, ve kismi denatiirasyonun elektroforetik
hareketlilik lizerine etkisi. Tipik bir deneyde bir DNA fragmani arttirilan bir sicaklik

gradyani ile gerceklestirilen elektroforez sirasinda kismi iplik agilmasina ugrayacak
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ve bu da tliimiiyle c¢ift iplikli haldeki DNA formu ile karsilastirildiginda jelde daha
yavasg ilerleyecektir. Erime sicakligi baz dizilimine bagli oldugu i¢in bu yontemle
ayn1 uzunlukta, ancak dizi agisindan farklilik gosteren DNA fragmanlari birbirinden

ayrilabilmektedir (Wartell ve ark., 1998).

DGGE, aym boyda fakat farkli diziye sahip genleri ayiran elektroforetik bir
tekniktir. Jel boyunca ilerlemekte olan ¢ift iplikli bir DNA fragmanini eritmek ig¢in
DNA’y1 denatiirleyen bir ajanin gradyani kullanilmakta, bu da gd¢ii durdurmaktadir.
Erime oOzellikleri arasindaki farkliliklar genellikle baz dizileri arasindaki farktan
kaynaklanmaktadir. Bu nedenle jel iizerinde gozlenen her bir bant, dizisinde belki de
tek bir baz kadar kiigiik bir farklilik tasiyan bir genin 06zgiin dizisini temsil
etmektedir. Bu yontem ornek igerisinde bulunan farkli 16S rRNA genlerinin sayisina
dair detayli bir resim sunmaktadir. Daha sonra bu bantlarin dizi analizi
yapilabilmekte ve uygun veri tabanlarinda bulunan bilinen tiirlerin dizileri ile
karsilastirilabilmektedir. Boylelikle, bir topluluk icerisinde gergekte var olan tiirler
aciga c¢ikarilabilmektedir. rDNA genlerinin PCR ile ¢ogaltilmasi ile birlikte
kullanilan DGGE temel olarak, mikrobiyal topluluklarin genetik parmak izlerini
saptamak i¢in kullanilmaktadir (Meays ve ark., 2004).

Topluluk yapisinin SSU rRNA genlerinin DDGE ile analizi, sonuglari
degerlendirmek i¢in kullanilacak tatmin edici yontemlerin bulunmamasi nedeniyle
gerceklestirilememektedir. Bu ve diger nedenlerden 6tiirii farkli laboratuarlarda elde
edilen verilerin karsilastirilmasi zordur. Ancak bu metodun baslica avantaji goreceli

basitligi ve diisiik maliyetidir (Forney ve ark., 2004).

DGGE ve TGGE nin t-RFLP ile karsilastirildiginda avantaji bir bakteriyel
topluluk profilindeki her bir amplikonun izole edilebilmesi ve DNA dizi analizi ile
karakterize edilebilmesidir. Bdylece Ornekler sadece patern profilleri ile

karsilastirilmakla kalmayip, secilen bilesenler acgik bir bigcimde tanimlanabilir (Dubey

ve ark., 2006).
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DGGE ve TGGE, giivenilir, tekrarlanabilir, hizl1 ve olduk¢a ucuz yontemlerdir.
Coklu oOrnekler eszamanli olarak analiz edilebilmekte, bu da mikrobiyal
populasyonlardaki degisiklikleri takip edebilmeyi olanakli kilmaktadir. Bu
tekniklerin bir dezavantaji farkli dizilere sahip DNA fragmanlarinin poliakrilamit
jelde benzer hareket karakteristiklerine sahip olabilmesidir. Bu nedenle gézlenen bir
bant tek bir tiirii temsil etmeyebilmekte ve bir bakteriyel tiir hafifce farkli dizilere
sahip ¢oklu 16S rRNA genleri nedeniyle ¢oklu bantlar verebilmektedir (Kirk ve
calisma ark., 2004).

DNA dizisindeki farkliliklara dayanan elektroforetik ayirim temelli baska bir
teknik de SSCPdir (tek iplik konformasyon polimorfizmi). DGGE/TGGE gibi bu
teknik de orijinal olarak DNA’daki bilinen veya yeni polimorfizimleri ya da nokta
mutasyonlarini saptamak icin gelistirilmistir. Tek iplikli DNA bir poliakrilamit jelde,
mobilitesinde, katlanmig ikincil yapilarindan kaynaklanan farkliliklara dayanarak
ayrilmaktadir. DNA fragmanlar1 esit biiyiikliikkte oldugunda ve herhangi bir
denatiirleyici ajan bulunmadiginda, katlanma ve bundan dolayr mobilite, DNA
dizilerine bagl olacaktir. SSCP de DGGE’nin sahip oldugu tim dezavantajlara
sahiptir. Ayrica bazi tek iplikli DNA’lar birden fazla kararli konformasyon
olusturabilmektedir. Bu nedenle bir dizi, jelde birden fazla bant ile temsil
edilebilmektedir. SSCP nin “GC clamp”a ihtiyac1 yoktur (Kirk ve calisma ark.,
2004).

1.1.13. T-RFLP

Terminal restriksiyon fragman uzunlugu polimorfizm analizi (T-RFLP), PCR
ile ¢ogaltilmis {riinlerin  terminal  restriksiyon  fragmanlarimin  uzunluk
polimorfizmlerini 6l¢gmektedir. Oncelikle ilgilenilen bdlgenin gogaltilabilmesi igin
primerler tasarlanmakta ve bu primerler ile ¢ogaltilan {riinler, yiiksek rezoliisyona
sahip dizi analizi jellerinde biiyiikliik degerlendirmesine tabi tutulmak icin uygun
olan terminal fragmanlar tiretecek endoniikleazlar ile sindirilmektedir. Jelde
biiylikliik tayini, kilcal elektroforez gibi dijital veriler sunan otomatize edilmis

sistemler ile gergeklestirilmektedir. Floresan isaretli bir primer kullanilmasi analizi
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sadece sindirim sirasinda olusan terminal fragmanlarla sinirlamaktadir. Orneklerden
farklr bir florofor tasiyan biiyiikliik belirtecleri her kuyuda kullanilabilecegi icin
belirlenen biiyiikliikler son derece kesindir (Marsh, 1999).

SSU-rRNA genlerinin T-RFLP analizi giiniimiizde, ¢cevre kokenli 6rneklerden
PCR aracilig1 ile ¢ogaltilmis olan bakteriyel DNA dizilerinin ¢esitliligini hizli bir
sekilde karsilastirmak i¢in kullanilan en gii¢lii yontemlerden biridir. Yontem, farkli
orneklerin restriksiyon sitlerinin pozisyonlarindaki degiskenlige ve otomatize edilmis
DNA dizi analizi cihazlarinda yiiksek ¢oziiniirliikli jel elektroforezi ile floresan
isaretli terminal restriksiyon fragmanlarinin  uzunluklarmin = saptanmasina
dayanmaktadir. Otomatize edilmis analiz sistemi ile gergeklestirilen kilcal
elektroforez yliksek 6rnek islem hacmine ve fragman uzunluklarinin neredeyse tam
bir kesinlikle saptanmasina imkan tanimaktadir. Elde edilen veriler, c¢esitli
istatistiksel metotlar (benzerlik indisleri, hiyerarsik kiimelendirme algoritmalari, vb.)

kullanilarak yapilacak analizler i¢in uygundur (Dahllof, 2002).

Belirli bir konumda birden fazla niikleotit igeren dejenere primerler veya belirli
bir pozisyonda inozin tagiyan primerler, primerlerin evrenselligini arttirmak igin
kullanilabilmektedir. Ayn1 sonuca ulagmak igin ek olarak primer tutunma sicakligi ve
PCR i¢in kullanilan reaksiyon karisimi degistirilebilir. Bu parametreler evrenselligi
arttirmak amaciyla degistirilirken ayni1 zamanda 6zgiilliikkte bir diisiise, bu da hedef

dis1 dizilerin ¢ogalmasina neden olabilir (Dahll6f, 2002).

1.2. TEZIN AMACI

Bu tez ¢alismasinin amaci; daha 6nce GYTE Enzim Molekiiler Genetigi Grubu
tarafindan alfa amilaz, alkalen proteaz ve lipaz iireticisi olarak secilmis ve on
tiplendirmeleri klasik yoOntemlerle yapilmig olan yerel bakteriyel izolatlarin
molekiiler tiplendirmelerinin 16S rDNA dizi analizi, ARDRA ve ribotyping
kullanilarak gerceklestirilmesi ve bu yontemlerin G.Y.T.E. Biyoloji Boliimii’niin

ilgili laboratuvarlarinda rutin olarak kullaniminin saglanmasidir.
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2.GEREC VE YONTEMLER

2.1. Genomik DNA Oziitlemeleri

2.1.1. Hiicre Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi

Her 6rnek i¢in 2 ml LB besiyeri, 25 yerel izolat ve 11 referans Bacillus
soyunun -20 °C hiicre stogu ile %1 oraninda asilandi. Referans soylar 30 °C’ta, yerel
izolatlar ise 37 °C’ta 200 rpm’de ¢alkalanarak gece boyu inkiibe edildi. Ertesi sabah
alinan ODgo degerleri gozetilerek, ikinci on kiiltiirler agilandi. Bu amagla, 100 ml
erlende bulunan 10 ml LB besiyeri ODgoo degeri 2 ve iizerinde olan soylarin birinci
on kiiltlirtiniin %11 ile, ODgoo degeri 2’nin altinda olan soylar i¢in ise birinci 6n
kiiltiiriin tamamu ile agilandi. Ve yukarida belirtilen kosullarda gece boyu iiremeye
birakildi. Ertesi sabah ikinci on kiiltiirlerin ODggo degerleri 6lgiildii ve bu degerlerin
tiim soylar i¢in 2 ve lizerinde oldugu gozlendi. Ana kiiltiir i¢in dngoriilen besiyeri
miktari, sonraki basamakta kullanilacak genomik DNA izolasyon yOntemine gore
belirlendi ve besiyerleri ikinci on kiiltiiriin %1°1 ile asilandiktan sonra belirtilen
kosullarda gece boyu iiremeye birakildi. Ertesi sabah ODgg degerleri belirlendi. Tim
soylarin -20 °C ve -80 °C stoklar1 hazirland1. -20 °C stoklar1 son derisiminde % 50 ve
-80 °C stoklar1 % 30 gliserol igerecek sekilde hazirlandi.

Ribotyping c¢alismalarinda kullanilan referans soy Xenorhabdus sp. CIP
105189 i¢in de benzer sekilde hazirlanan birinci ve ikinci On kiiltiirlerden sonra ana
kiiltiir, ikinci On kiiltiiriin %1°1 ile asilanarak elde edildi. Bu soy ig¢in Pasteur
Enstitiisii tarafindan Onerilen Colombia sivi besiyeri kullanildi ve inkiibasyon 26
°C’ta gergeklestirildi. Ancak hiicre biiylimesi gézlenmedi. Bu soyun iiretilebilmesi
i¢cin yapilan pek cok ¢alismada ¢esitli s1v1 ve kati1 besiyerleri ile kiiltivasyon kosullari
denenmesine karsin iireme saglanamadi. Bunun {izerine, 100 ml erlende bulunan 10
ml Colombia besiyeri soyun ilk agilisginda yapilmig -20 °C ve -80 °C hiicre

stoklarindan birer tanesinin tamamu ile agilanarak 26 °C’ta 250 rpm’de inkiibasyona
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birakildi. Iki giin sonra iireyen hiicrelerden yeniden -20 °C ve -80 °C hiicre stoklari

yapildi.

2.1.2. Genomik DNA Oziitleme Yontemleri

Genomik DNA izolasyonu icin Oncelikli olarak kullanilan CTAB yontemi
sonucunda elde edilen genomik DNA’larda hem gozle, hem de spektrofotometre ile
yapilan olgiimlerde kirlilik saptandi. Baz1 soylar i¢in bu yontem ile elde edilen
genomik DNA veriminin ¢ok diigiik olmasi ve gozlenen kirliligin sonraki agsamalarda
uygulanacak yontemler iizerindeki olasi olumsuz etkileri nedeniyle farkli bir
genomik DNA izolasyon yonteminin denenmesine karar verildi. Her bir soy i¢in bu
iki yontem ile elde edilen genomik DNA’larin verimleri ve temizlik dereceleri
karsilastirildi. Hizli yontem ile elde edilen DNA’larin verimlerinin bazi soylar igin
CTAB yontemine goreceli daha yiiksek oldugu gozlenmekle birlikte bu yontemle
elde edilen genomik DNA’larda da kirlilik goriildii. Bu yontem ile elde edilen DNA

veriminin arttirabilmesi amactyla kiiltiiriin inkiibasyon siiresi uzatildi.

Her iki yontemle yapilan coklu denemeler sonucunda verim agisindan tiim
soylar i¢in uygun bir yontem belirlenemedi. Bunun {izerine Promega Genomik DNA
Oziitleme Kitinin kullamlmasina karar verildi. Tez ¢alismalar1 kapsaminda denenen

tiim genomik DNA 6ziitleme yontemleri asagida agiklanmustir:

2.1.2.1. CTAB Yontemi

Belirtilen kosullarda (s. 32) gece boyu biiyiitiilen 50 ml kiiltiir +4 °C’ta 7000
rpm’de 10-20 dakika santrifiij edilerek iist sivi uzaklastirildi. Cokelegin {izerine 19
ml TE, pH 8.0 eklenerek mikropipet yardimiyla homojen hale getirildikten sonra
tizerine 1 ml %10 SDS ve 99 pul Proteinaz K (20 mg/ml) eklenerek hafifce
karigtirildi. Su banyosunda 37 °C’ta 50 rpm’de ¢alkalanarak bir saat inkiibe edildi.
Uzerine 3,35 ml 5M NaCl ve 2,68 ml %10 CTAB + 0,2 M NaCl eklenerek hafifce
karistirildi. Su banyosunda 65 °C’ta 50 rpm’de ¢alkalanarak 10 dakika inkiibe edildi.
Uzerine 25 ml kloroform/izoamil alkol (24:1) eklenip hafifce alt {ist edilerek
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homojenize edildi. +4 °C’ta 10.000 rpm’de 30 dakika santriflij edilerek fazlarin
ayrilmasi saglandi. Ust faz temiz bir santrifiij tiipiine alindi. Uzerine 22,5 ml
fenol/kloroform/izoamil alkol (25:24:1) eklenip hafifce alt iist edilerek homojenize
edildi. +4 °C’ta 10.000 rpm’de 45 dakika santrifiij edildikten sonra {ist faz temiz bir
santrifiij tiipiine alind1. Uzerine 13,5 ml izopropanol eklenerek karistirildi. +4 °C’ta
10.000 rpm’de 15-25 dakika santrifiij edildikten sonra iist sivi uzaklastirildi. Elde
edilen DNA c¢okelegi 2 ml dH,O’da ¢oziilerek, 400 pl’lik boltimler halinde
eppendorf tiiplerine dagitildi. Her bir eppendorfa 40 pul 3M NaAc, pH 5.2 ve 1 ml %
100 soguk EtOH eklenip alt iist edilerek karigtirildi. +4 °C’ta 13.000 rpm’de 15
dakika santrifiij sonrasinda iist sivi uzaklastirildi. Elde edilen ¢okelekler 10-15
dakika liyofilizatérde kurutuldu. Cokelekler her bir eppendorfa eklenen 50 pl ampul
su ile ¢oziildli ve her bir soya ait DNA’lar tek bir tiipte toplandi. Eppendorf tiipleri
tiipten tlipe aktarilan 50 pl ampul su ile yikandi ve soya ait toplam DNA tiipiine
aktarildi. Elde edilen 400 ul DNA ¢ozeltisine 4 ul DNaz icermeyen RNaz eklenerek,
su banyosunda 37 °C’ta 15 dakika inkiibe edildi. Daha sonra eppendorf tiiptine 40 pl
3M NaAc, pH 5.2 ve 1 ml % 100 soguk EtOH eklenerek +4 °C’ta 13.000 rpm’de 15
dakika santrifiij edildi. Santrifij sonrasinda iist sivi uzaklastirildiktan sonra
eppendorf tlipline 100 pl % 75 soguk EtOH eklenerek c¢okelek yikandi. +4 °C’ta
13.000 rpm’de 15 dakika santriflij sonrasinda iist sivi uzaklastirildi. Elde edilen
cokelekler 10-15 dakika liyofilizatérde kurutuldu. Cokelekler 400 pl ampul su iginde
¢oziildi. Elde edilen genomik DNA’lardan 1 pl alinarak %1°lik agaroz jelde miktar
tayini yapildi. Genomik DNA’lar -20 °C’a kaldirild1.

2.1.2.2. TEST Yontemi

Belirtilen kosullarda (s. 32) hazirlanan 20 ml kiiltiir +4 °C’ta 7000 rpm’de 15
dakika santrifiij edildikten sonra iist siv1 bir miktar1 kalacak sekilde uzaklastirildi.
Kuvvetlice vortekslenerek hiicre ¢okelegi homojenize edildi. Uzerine 2 ml TEST
tamponu eklendi ve vortekslendi. Her tiipe 100 pul 200 mg/ml taze hazirlanmis
lizozim eklendikten sonra hafif¢e vortekslendi. Her tiipe 10 pul 5 U/ul Mutanolizin
(Sigma) eklendi ve kisa bir siire vortekslendikten sonra tiipler 37 °C’ta 1 saat
inkiibasyona birakildi. Tiplere 50 pl 20 mg/ml Proteinaz K eklenerek nazikce
karistirildi.  Uzerine 100 pl % 10°luk N-lorilsarkozin eklendi ve nazikge
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karistirildiktan sonra 37 °C’ta 2,5 saat inkiibasyona birakildi. Bu asama, gerektiginde
gece boyu yapilabilmektedir. Inkiibasyon sonrasinda ¢dzeltinin berrak olmamasi
halinde her tiipe % 25 SDS eklenerek 60 °C’ta 1 saat inkiibasyona birakildi. Mevcut
hacim kadar (~2,5 ml) fenol/kloroform/izoamil alkol (25:24:1) eklendi ve alt {ist
edilerek karistirildi. +4 °C’ta 8000 rpm’de 15 dakika santrifiij sonrasinda iist faz yeni
bir tiipe alinarak {izerine esit hacimde kloroform/izoamil alkol (24:1) eklendi.
Karistirilarak +4 °C’ta 8000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi. Ust faz yeni bir tiipe
alindi. Ust fazin berrak olmadigi durumlarda kloroform/izoamil alkol (24:1)
basamag tekrarlanabilmektedir. Alinan iist faz hacminin iki kat1 kadar % 100 soguk
etanol eklendikten sonra DNA’nin goriildiigli durumlarda +4 °C’ta 13 000 rpm’de 15
dakika santrifiij edilerek iist sivi uzaklastirildi. Alkol eklendiginde DNA’nin
goriilmedigi durumlarda tiip gece boyu -20 °C’ta bekletildikten sonra +4 °C’ta 8000
rpm’de 30 dakika santrifiij edilerek iist sivi uzaklastirildi. 37 °C’taki etiivde birkag
saat kurutulduktan sonra ¢okelek iizerine 100 pul TE-RNaz eklenerek oda sicakliginda
¢coziinmeye birakildi. DNA c¢okelegi liyofilizatorde kurutuldu. Daha sonra her tiipe
200 pl TE-RNaz eklenerek tiip gece boyu oda sicakliginda yavasca calkalandi. Elde
edilen DNA’lar -20 °C’ta saklandu.

2.1.2.3. Hizl Yontem

Belirtilen kosullarda (s. 32) inkiibe edilen kiiltiiriin altinc1 saatinde 15 ml kiiltiir
santrifiij tiipiine alindi. +4 °C’ta 10.000 rpm’de 10 dakika santrifiij sonrasinda st
stvi uzaklastirildi. Cokelegin tlizerine 8 ml 1X TEK tampon eklendi ve pipetlenerek
homojenize edildi. Uzerine 1 ml % 10 SDS ve 200 pl %1 pronaz eklenerek su
banyosunda 37 °C’ta 30 dakika ve ardindan 60 °C’ta 30 dakika inkiibe edildi
(Inkiibasyon sonrasinda viskoz ancak 1s1k gegiren bir siispansiyon olusmasi
beklenmektedir). Uzerine 8 ml TEK-fenol-kloroform-izoamil alkol eklenerek siitsii-
kararli bir siispansiyon olusuncaya kadar karistirildi. +4 °C’ta 13.000 rpm’de 10
dakika santrifiij edildikten sonra iist fazin ~7 ml’si temiz bir santrifiij tiipline alindi.
Uzerine 7 ml TEK-fenol-kloroform eklenerek siitsii-kararli bir siispansiyon
olusuncaya kadar karistirildi. +4 °C’ta 13.000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildikten
sonra iist fazin ~5 ml’si temiz bir santrifiij tiipiine alind1. Uzerine 10 ml %100 soguk

EtOH eklenip alt iist edilerek karigtirildi. +4 °C’ta 13.000 rpm’de 15 dakika santrifiij
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sonrasinda iist sivi vakumla uzaklastirildi. Elde edilen ¢okelekler 15 dakika
liyofilizatérde ya da gece boyu 37 °C’taki etlivde kurutuldu. Cokelekler 500-1000 pl
TE-RNaz tamponunda pipetlenerek ¢oziildii. Su banyosunda 65 °C’ta 7 dakika
coziinmeye birakildi. Elde edilen genomik DNA’lardan 1 pl’si %1°lik agaroz jelde
incelenerek miktar tayini yapildi. Genomik DNA’lar -20 °C’a kaldirildi.

2.1.2.4. Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega) Protokolii

Belirtilen kosullarda (s. 32) gece boyu biiylitiilen 1 ml kiiltiir eppendorf tiipiine
almarak +4 °C’ta 14.000 rpm’de 2 dakika santrifiij edildikten sonra iist sivi
uzaklastirildi. Cokelek tizerine 480 pul 50 mM EDTA eklenip pipetlenerek ¢oziildii.
Uzerine 120 pl lizozim (10 mg/ml) eklenerek su banyosunda 37 °C’ta 30-60 dakika
inkiibe edildi. 14.000 rpm’de 2 dakika santrifiij edilerek iist s1v1 uzaklastirildi. 600 pl
“nuclei lysis solution” eklenip nazikc¢e pipetlenerek karistirildi. Su banyosunda 80
°C’ta 5 dakika inkiibasyon sonrasinda oda sicakligina sogutuldu. Uzerine 3 ul RNaz
cozeltisi (kit ile saglanan) eklenerek karigtirildi. Su banyosunda 37 °C’ta 15-60
dakika inkiibasyon sonrasinda oda sicakligina sogutuldu. 200 ul “protein ¢otiirme
cozeltisi” eklenerek vortekslendi ve 5 dakika buzda bekletildi. 14.000 rpm’de 3
dakika santrifiij edilerek tist s1vi, icinde 600 ul oda sicakliginda izopropanol bulunan
bir eppendorfa alindi. 14.000 rpm’de 2 dakika santrifiij edilerek iist sivi
uzaklagtirildi. Cokelegin iizerine 600 pl oda sicakligindaki %75 EtOH eklenerek
karistirildi. 14.000 rpm’de 2 dakika santrifiij edilerek iist sivi uzaklastirildi. Elde
edilen cokelekler 10-15 dakika liyofilizatérde kurutuldu. DNA ¢okelegi 100 ul
“rehidrasyon ¢ozeltisi” eklenerek 65 °C’ta bir saat ya da +4 °C’ta gece boyu
coziinmeye birakildi. Coziinen genomik DNA’larin 1 pl’si %1 agaroz jelde

incelenerek miktar tayini yapildi. Genomik DNA’lar -20 °C’a kaldirildi.

Cizelge 2.1.’de bu ¢alisma kapsaminda kullanilan referans Bacillus soylarinin

listesi verilmistir.



Cizelge 2.1. Bacillus Genetic Stock Center’dan gelen referans Bacillus soylari.

BGCS Soy
No

1A1 Bacillus subtilis subsp. subtilis 168
4Q1 Bacillus thuringiensis subsp. israelensis ONR 60A
5A1 Bacillus licheniformis ATCC 8480
6A5" Bacillus cereus ATCC 14579"
7A36" Bacillus megaterium ATCC 14581"
8A3" Bacillus pumilus Meyer and Gottheil ATCC 70617
9A20" Geobacillus stearothermophilus ATCC 12980
10A5" Bacillus amyloliguefaciens B-14393"
13A10 Bacillus sphaericus ATCC 12123
15A4" Bacillus clausii NRRL B-23342"
16A1 Bacillus circulans ATCC 4513
23A17 Bacillus badius ATCC 14574
25A1" Paenibacillus polymyxa ATCC 842"
26A1" Brevibacillus brevis ATCC 8246"
27E3 Bacillus subtilis “natto” NRRL B-14197 (=UFO 3335)
29A1" Bacillus firmus NRS 613"
40A7 Brevibacillus laterosporus ATCC 64"
61A1" Bacillus coagulans ATCC 7050"

2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

2.2.1. 16S rDNA’larin PCR ile Cogaltilmasi
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Her bir soy i¢in genomik DNA derisimlerine gore ayr1 ayr tasarlanan 25 pl’lik

reaksiyon karigiminda; 200 ng kalip DNA, son konsantrasyonu 100 puM olacak
sekilde dNTP, diiz ve ters primerlerin her ikisinden de 6,25 pmol, 0,9 U DNA

polimeraz ve 1X polimeraza 6zgii PCR tamponu bulunmakta olup hacim dH,O ile 25

ul’ye tamamlanmistir (Cizelge 2.1.).

Cizelge 2.2. Bir PCR tiipiinde bulunmasi gereken bilesenler.

Genomik DNA 200 ng

dNTP 100 uM

Taq DNA Polimeraz 09U

fleri primer (FG15) 6,25 pmol

Geri primer (FG35) 6,25 pmol

Taq DNA Polimeraz Tampon 1X

dH,O0 25 ul’ye tamamlamak i¢in
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Reaksiyon tiipline bilesenlerin eklenme siras1 ampul su, 10X polimeraz
tamponu, primer FG15, primer FG35, dANTP ve genomik DNA seklindedir. Bu
asamada kullanim kolaylig1 i¢in yiiksek derisime sahip stoklardan diisiik derigimli

seyreltmeler hazirlandi. Kullanilan seyreltmeler asagida belirtilmektedir:

25 mM dNTP - 2 mM dNTP

FG15 (380 pmol/ul) = 3,125 pmol/ul
FG35 (490 pmol/ul) = 3,125 pmol/ul
Taq DNA Polimeraz (5 U/ul) = 0,45 U/ul

Yiiksek derisime sahip genomik DNA’lar i¢in 200 ng/ul’lik ¢ozeltiler
hazirlandi. Bir soy icin birden fazla PCR tiipii ile reaksiyon gergeklestirilmek
istendigi durumlarda, enzim disindaki bilesenler i¢in gerekli miktarlar, bir tiip i¢in
gereken miktarlarin katlar1 olarak hesaplandi ve karigim tiipii hazirlandi. Karigim
tiipli enzim disindaki tiim bilesenleri igermektedir. Hazirlanan karisim nazikge
karistirilarak homojenize edildi. Hizli spin sonrasinda karisim 23 pl’lik boliimler

halinde o soy i¢in ayrilmis olan PCR tiiplerine dagitildu.

Enzim diginda tiim bilesenleri igeren PCR tiipleri termal dongii cihazina
yerlestirildi. Program 94 °C’ta 4 dakikalik bir on denatiirasyon basamagi
igermektedir. On denatiirasyon sonrasinda tiipler alinarak spin yapildi. Her bir tiipe
daha 6nce hazirlanmig olan 0,45 U/ul’lik Taq DNA Polimeraz (Roche) ¢ozeltisinden
2 ul eklenerek nazikge karigtirildi. Tiipler tekrar termal dongii cihazina yerlestirilerek
programa kaldigr yerden devam edildi. 16S PCR icin kullanilan program asagida
belirtilmektedir. PCR {iriinlerinden 1 pl alinarak %1°lik agaroz jelde miktar tayini
yapildi. PCR iiriinleri -20 °C’a kaldirildi.
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Kullanilan Program:

94 °C 4dk

94°C 1dk

53°C 1dk 35 dongii
72°C 1,6 dk

72 °C 10dk

2.2.2. rrn Operonunun PCR ile Cogaltilmasi

Her bir soy i¢in genomik DNA derisimlerine gore ayr1 ayri tasarlanan 25 pl’lik
reaksiyon karigiminda; 150 ng kalip DNA, 200 uM son derisimde dNTP, ileri ve geri
primerlerin her ikisinden de 15 pmol, 1,5 mM son derisimde MgCl,, 0,9 U DNA

polimeraz ve 1X polimeraza 6zgii tampon bulunmaktadir (Cizelge 2.2.).

Cizelge 2.3. Bir PCR tiipiinde bulunmasi gereken bilesenler.

Genomik DNA 150 ng

fleri primer (MT3) 15 pmol
Geri primer (MT4) 15 pmol
dNTP 200 uM

Taq DNA Polimeraz Tampon 1X

Taq DNA Polimeraz 0,9U

Reaksiyon tiipline bilesenlerin eklenme siras1 ampul su, renksiz Go Taqg DNA
polimeraz (Promega) tamponu, ileri ve geri primerler, dNTP ve genomik DNA
seklindedir. Bu asamada yiiksek derisime sahip stoklardan disik derisimli

seyreltmeler hazirlandi. Kullanilan seyreltmeler asagida belirtilmektedir:

25 mM dNTP - 2 mM dNTP

MT3 (361,9 pmol/ul) = 10 pmol/ul

MT4 (290 pmol/ul) = 10 pmol/ul

Go Taq DNA Polimeraz (5 U/ul) = 0,9 U/ul
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Yiiksek derisime sahip genomik DNA’lar i¢in 150 ng/ul’lik seyreltik ¢ozeltiler
hazirlandi. Bir soy i¢in birden fazla PCR reaksiyonunun gerceklestirilmek istendigi
durumlarda, enzim disindaki bilesenler i¢in gerekli miktarlar, bir tiip i¢in gereken
miktarlarin katlar1 olarak hesaplandi ve karigim tiipii enzim disindaki tiim bilesenleri
icerecek sekilde hazirlandi. Hazirlanan karisim nazikge karistirilarak homojenize

edildikten sonra 24 pl’lik boliimler halinde PCR tiiplerine dagitildu.

Enzim disinda tiim bilesenleri iceren PCR tiipleri termal dongii cihazina
yerlestirildi. 94 °C’ta 4 dakikalik bir 6n denatiirasyon basamagindan sonra tiipler
cihazdan ¢ikarilarak hizli spin yapildi ve her bir tiipe daha 6nce hazirlanmis olan 0,9
U/ul’lik Go Taq DNA Polimeraz (Promega)’dan 1 ul eklenerek nazikge karistirildi.
Hizli spin sonrasinda tiipler tekrar termal dongii cihazina yerlestirilerek programa
kaldig1 yerden devam edildi. rrn-pcr i¢in kullanilan PCR dongiileri asagida
belirtilmektedir. PCR {iriinlerinden 1 pl alinarak %1°lik agaroz jelde miktar tayini
yapildi. PCR iirtinleri -20 °C’a kaldirildz.

Kullanilan Program (7):

94 °C 4dk

94 °C 45 sn

63 °C 45 sn 25 dongii
72 °C 3dk

72°C 7dk

rrn-PCR calismalari i¢in kullanilan bu programdan once, elde edilen 4,5 kb
biiytlikliigiindeki rrn-PCR {iriiniin veriminin arttirtlmast ve 6zellikle toplu iiretimde
baz1 soylarda ek olarak gozlenen ~1,5 kb biiyiikliigiinde ikinci bir {iriinin PCR
reaksiyonunda cogaltilmasinin engellenmesi amaciyla, kullanilan primerler, DNA
polimeraz, PCR dongiileri, genomik DNA 6ziitleme yontemi ve reaksiyon hacminin
degistirildigi cesitli ¢alismalar yapildi. Bu amagla kulanilan bazilarinda sicaklik veya

stire gradyan1 da uygulanan programlar agsagida belirtilmektedir:



1. 94°C 4dk
94 °C 45 sn
64 °C 45 sn 10 dongii
72 °C 3dk
94 °C 45 sn
64 °C 45 sn 20 dongii
72 °C 3 dk + 20 sn/2 dongii
72 °C 7dk

2. 94°C 4dk
94 °C 45 sn
63 °C 45sn »~ 10 dongii
72 °C 3dk
94 °C 45 sn
63 °C + 0,5 °C/2 dongii 45 sn » 20 dongii
72 °C 3dk
72 °C 7dk

3. 94°C 4dk
94 °C 45 sn
64 °C 45 sn 25 dongti
72 °C 3dk
72°C 7dk

4. 94°C 4dk
94 °C 45 sn
67 °C 45sn - 25 dongii
72°C 3dk
72°C 7dk



5. 94°C 4dk
94 °C 45 sn
70 °C 45sn » 25 dongii
72 °C 3dk
72°C 7dk

6. 94°C 4dk
94 °C 45 sn
68 °C 45sn 10 dongii
72 °C 3dk
94 °C 45 sn
68 °C - 0,5 °C/2 dongii 45 sn - 20 dongii
72 °C 3dk
72°C 7dk

7. 94°C 4dk
94 °C 45 sn
63 °C 45 sn 25 dongli
72 °C 3dk
72 °C 7dk

8. 94°C 4dk
94 °C 45 sn
60 °C 45 sn 25 dongii
72 °C 3dk
72°C 7dk
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2.2.3. 16S rDNA Dizi Analizi

2.2.3.1. CEQ 8000 Genetik Analiz Sistemi (Beckman Coulter®)

CEQ 8000 Genetik Analiz Sistemi (Beckman Coulter®) kilcal elektroforez
teknolojisine dayanan tam otomatik bir genetik analiz sistemidir. Bu sistem
kapillerleri patentli bir lineer poliakrilamit (LPA) jel ile otomatik olarak doldurur,
ornekleri denatiire eder ve yiikler, voltaj programini uygular ve verileri analiz eder.
Yazilim araglar1 veri kalitesini hizli bir sekilde izlemeye ve otomatik veri

degerlendirilmesinin bireye 6zgii olarak yapilmasina olanak tanimaktadir.

2.2.3.2 16S rDNA PCR Uriinlerinin Wizard® SV Gel and PCR Arindirma
Sistemi (Promega) ile Saflastirilmasi

16S rDNA PCR iirlinleri dizi analizine alinmadan once PCR temizleme kiti
(Promega) ile saflagtirilarak olast ANTP vb kirlilikler uzaklastirildi. Oncelikle kit ile
birlikte gelen membran baglanma ¢ozeltisi iizerine 75 ml % 95 EtOH eklendi. 16S
rDNA PCR iiriinleri {izerine esit hacimde membran baglanma ¢6zeltisi eklenerek kit
ile birlikte gelen spin kolonlara aktarildi ve oda sicakliginda 1 dakika bekletildi. +4
°C’ta 14.000 rpm’de 1 dakika santrifiij sonrasinda spin kolonun alt kismina gecen
stv1 uzaklastirildi. Spin kolona 700 pl membran yikama ¢ozeltisi eklenerek +4 °C’ta
14.000 rpm’de 1 dakika santrifiij sonrasinda spin kolonun alt kismina gecen sivi
uzaklastirildi. Spin kolona 500 pl membran yikama ¢ozeltisi eklenerek +4 °C’ta 14
000 rpm’de 6 dakika santrifiij sonrasinda spin kolonun alt kismina gecen sivi
uzaklagtirildi. Membran 1,5 ml’lik yeni bir eppendorf tipiine aktarildi. Su
banyosunda 50 °C’ta kisa siire inkiibe edilmis olan 50 pl “niikleaz igermeyen su”
eklenerek oda sicakliginda 1 dakika inkiibe edildi. +4 °C’ta 14 000 rpm’de 5 dakika
santrifiij sonrasinda DNA eppendorf tlipline gecti. Eppendorfta toplanan 6rnekten 1
pl alinarak % 1°lik agaroz jelde miktar tayini yapildi.
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2.2.3.3. GenomeLab™ Boyalh Sonlandirici Kullamlan Déngii-Dizi Analiz Kiti
(Methods Development Kit Dye Terminator Cycle Sequencing)

Bu kit ile iki tip 6n karisim hazirlanabilmektedir. dITP karigimi rutin dizi
analizi ¢aligmalar1 i¢in Onerilmektedir. dGTP karisimi ise GC oram yiiksek, ikincil
yapilar veya polimeraz dur noktalar1 igeren zor kaliplar i¢in onerilmektedir. Asagida

kit (P/N 608000) bilesenleri goriilmektedir:

DNA polimeraz (%50 gliserol i¢inde)

Boya igeren sonlandiricilar (ddUTP, ddGTP, ddCTP, ddATP)
dNTP(I) karigimi

dNTP(G) karigimi

Dizi reaksiyon tamponu

pUC18 kontrol kalib1 (0,25 pg/ul)

M13 -47 dizi primeri (1,6 pmol/ul or 1,6 uM)

Glikojen (20 mg/ml)

Mineral yag

Ornek yiikleme ¢ozeltisi (SLS)

Kitin -20 °C’ta saklanmas1 gerekmektedir. dITP ve dGTP 6n karigimlarinin
hazirlanislart Cizelge 2.3.’te belirtilmektedir.

Cizelge 2.4. On karigim hazirlanist.

Bilesen dITP dGTP
10X Dizi reaksiyon tamponu 200 pl 200 ul
dNTP karisimi 100 pl 100 pl
Boya tasiyan ddUTP 200 pl 200 pl
Boya tasiyan ddGTP 100ul 300 pul
Boya tastyan ddCTP 200 pl 200 pl
Boya tasiyan ddATP 200 pl 200 pl
Polimeraz 100 pl 100 pl
Toplam hacim 1100 pl 1300 pl
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dITP 6n karisimi hazirlandiktan sonra 8 kullanimlik miktarlarda eppendorflara
ayrilarak -20 °C’ta saklandi. Burada ama¢ ¢6zme-dondurma olayini en az diizeyde
tutmaktir. dITP 6n karisimi i¢in 6rnek basina kullanim 11 pl iken, kit protokoliinde

dGTP 6n karigimi i¢in 13 pl dnerilmistir.

2.2.3.4 16S rDNA Dizi Analizi icin PCR

Her bir soy i¢in 16S PCR f{iriinli derisimlerine gore ayr1 ayr tasarlanan 25
ul’lik reaksiyon karistminda 500 ng kalip DNA, 6,4 pmol primer ve 11 pl 6n karisim
bulunmaktadir. 16S rDNA dizisini biitiiniiyle okuyabilmek amaciyla her bir soy i¢in
FG45 ve MT2 ileri ile FG55 ve MTI1 geri primerleri kullanilarak dort ayri dizi
reaksiyonu gerceklestirildi.

Otomatik dizi analizi cihazinda okumanin dogru olarak gerceklestirildiginden
emin olabilmek amaciyla her ¢alismada kontrol olarak pUC18 plazmidi de ayrica
dizilenmistir. Kit ile birlikte gelen pUC18 plazmidi ile gerceklestirilen reaksiyonda
kit protokoliinde onerildigi iizere 1 pl pUC18 kalipp DNA’s1 (GenomeLab™ pUC18
Kontrol Kalibi, Beckman Coulter®), 3 pl M13 primer (GenomeLab™™ -47 Dizi
Primeri, Beckman Coulter® ), 5 ul dH,O ve 11 pl n karigim bulunmaktadir.

Her bir soy icin PCR tiipline 0,5 ug kalip DNA, 6,4 pmol dizi primeri ve
toplam hacmi 20 pl’ye tamamlayacak miktarda dH,O eklendikten sonra PCR tiipleri
termal dongili cihazina yerlestirildi. 94 °C’ta 4 dakikalik bir 6n denatiirasyon
basamagindan sonra tilipler alinarak her birisine 11 pl 6n karisim eklendi ve nazikce
kanistirildi. Tiipler tekrar termal dongii cihazina yerlestirilerek programa kaldigi

yerden devam edildi. Kullanilan program asagida belirtilmistir:

94°C 4dk

96 °C 20 sn

50°C 20 sn 30 dongii
60 °C 4 dk
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Dongiiler tamamlandiginda, reaksiyonun durdurulabilmesi i¢in her tiipe, igerigi

asagida belirtilen reaksiyon durdurma c¢ozeltisinden 5 pl eklendi.

Reaksivon Durdurma Cozeltisi:

2 ul 3M NaAc, pH 5.2
2 ul 100 mM EDTA, pH 8.0
1 pl 20 mg/ml glikojen

Reaksiyon durdurulduktan sonra PCR iirlinleri ¢oktiiriildii. Coktiirme igin her
bir PCR tiipiine 60 pl % 95 soguk EtOH eklendi. +4 °C’ta 14.000 rpm’de 15 dakika
santrifiij sonrasinda iist sivi uzaklastirildi. Uzerine 200 pl % 75 soguk EtOH
eklenerek +4 °C’ta 14.000 rpm’de 5 dakika santrifiijj sonrasinda iist sivi
uzaklagtirildi. Bu basamak iki kez yinelendikten sonra elde edilen c¢okelekler
liyofilizatérde 10 dakika kurutuldu ve otomatik dizi analizi cihazinda dizileninceye

dek -20 °C’ta saklandi.

-20 °C’ta saklanan ornekler 40 pl SLS (6rnek yiikleme c¢dozeltisi) iginde
coziilerek mikroplaka kuyularina aktarildi. Tim kuyularin {izeri kit ile birlikte
saglanan bir damla mineral yag: ile kapatildi. Ikinci bir mikroplakada &rneklerin
yiiklendigi siraya karsilik gelen sira, tamponla (GenomeLab'™ Ayirma Tamponu,
Beckman Coulter®) dolduruldu ve elektroforez Beckman CEQ 8000 Dizi Analiz
Cihazinda gerceklestirildi. Bu sistemde oncelikle her bir soy i¢in dort primerle ayri
ayr1 elde edilen ham dizi verileri, cihazin yazilimi ile baz dizisine ¢evrildi. Bu
cevirme isleminin kistaslar1 belirlenirken okunan dizinin bir PCR f{iriinii oldugu
gozildi ve dizinin bag ve son kisminda iyi okunmayan bdlgelerin ¢ikarilmasi
saglandi. Daha sonra FG45 ve MT2 primerleri ile FG55 ve MT1 primerleri i¢in elde
edilen dizi wverileri, yine cihazin yazilimindan yararlanilarak birbirleri ile
karsilastirild1 ve ortak olan kisimlart dislandiktan sonra diziler birlestirildi. Boylece
elde edilen FG45-MT2 ve FG55-MT1 birlestirilmis dizileri NCBI’da bulunan
GenBank veritabanindaki dizilerle ayr1 ayr karsilastirildi. Daha sonra FG45-MT2 ve
FG55-MT1 dizileri de uygun sekilde birlestirilerek her bir soy icin tam 16S rDNA
dizileri elde edildi. Her bir soy i¢in okunabilen en yiiksek baz sayis1 degiskenlik
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gostermektedir. Bazi soylar i¢in ilgili primerler ile elde edilen diziler arasinda
cakisma saglanamadi. Bu diziler i¢in her bir primer ile elde edilen diziler uygun

sekilde konumlandirilarak arka arkaya eklendi.

2.3. PCR ile Cogaltilmis Ribozomal DNA’nin Restriksiyon
Analizi (ARDRA)

2.3.1. 16S rDNA ARDRA

Kesim hacmi 20 pl olarak belirlendi. 1 pg DNA i¢in 5U enzim kullanilarak 2
pg DNA kesildi. Her bir soy igin Cfol ( Roche, 10 U/ul), Mboll (Takara, 10 U/pl) ve
Sau3Al (Takara, 40 U/ul) enzimleri ile ayr1 ayr1 kesim reaksiyonlart gergeklestirildi.
Bir kesim i¢in 10 U enzim kullanildig1 i¢in 10 U/ul derisime sahip Cfol ve Mboll
enzimleri kesim reaksiyonuna dogrudan eklenirken; 40 U/ul derisime sahip Sau3Al
enzimi i¢in 10 U/ul’lik seyreltik ¢ozelti hazirlandi. Her bir kesim tiipiine ilgili soya
ait 2 pg kit ile saflastirilmig 16S rDNA PCR iiriinii, son derisimi 1X olacak sekilde
ilgili enzime ait 10X tampon, 10 U restriksiyon enzimi ve hacmi tamamlamak i¢in
ampul su eklenerek hafif¢e karistirildi. Su banyosunda 37 °C’ta 4 saat boyunca
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun ardindan kisa bir spin sonrasinda kesim
tiiplerine 3 pl 6X jel yiikleme boyasi eklenerek, 0,5X TAE ile hazirlanan % 1,8’lik
metafor agaroz i¢eren jele yiiklendi. Jel 80 V’ta bromofenol mavisinin ¢ikmasina 1,5
cm kalana kadar (kii¢iik boy kaset, ~7,5 cm; orta boy kaset, ~12 c¢m) yiiriitiildi. Jelde

kullanilan belirteclerin hazirlanist asagida belirtilmektedir:

100 bg DNA belirteci (0,5 ug/ul) = 2 ul 100 bg DNA belirteci + 4 ul 6X yiikleme
boyas1 + 16 ul dH,O

500 bg belirteci (0,05 pg/ul, kullanima hazir) = 20 ul

Kullanilan jeller ile ilgili bilgiler asagidadir:
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Kiictik kaset: 40 ml, tarak kalinligr 1 mm (12 kuyu)
Orta boy kaset: 110 ml, tarak kalinlig1 1 mm (16 kuyu)

Elektroforez durdurulduktan sonra derisimi 10 mg/ml olan stok EtBr ¢ozeltisi
son derisimi 1 pg/ul olacak sekilde 0,5X TAE tamponuna eklendi. Jel bu tampon
icinde oda sicakliginda 20-30 dakika karistirilarak boyandi. Boyama sonrasinda jel
15 dakika EtBr icermeyen 0,5X TAE ile yikandi. Daha sonra jel Vilber Lourmat,
Infinity-3026 WL/26M sistemi kullanilarak goriintiilendi.

2.3.2. rrn-ARDRA

Kesim hacmi 22 pl olarak belirlendi. 1 pug DNA i¢in 5U enzim kullanildi. Her
bir soy i¢in Cfol (10 U/ul), Mboll (10 U/ul) ve Sau3Al (40 U/ul) enzimleri ile ayri
ayr1 kesim reaksiyonlari gergeklestirildi. Bir kesim i¢in 10 U enzim kullanildigindan
10 U/ul derisime sahip olan Cfol ve Mboll enzimleri kesim reaksiyonuna dogrudan
eklenirken; 40 U/ul derisime sahip olan Sau3Al enzimi i¢in 10 U/ul’lik seyreltik
¢ozelti hazirlandi. Her bir kesim tiipiine ilgili soya ait 2 pug rrn-PCR iiriinii, son
derisimi 1X olacak sekilde ilgili enzime ait 10X tampon ve 10 U restriksiyon enzimi
ve hacmi tamamlamak i¢in ampul su konularak hafif¢e karistirildi. Su banyosunda 37
°C’ta 4 saat boyunca inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun ardindan kesim tiiplerine
kisa bir spin sonrasinda 2 pl 6X agaroz yiikleme boyasi eklenerek 0,5X TAE ile
hazirlanan % 1°lik metaforlu agaroz jele yiiklendi. Jel 80 V’ta, mavi boyalar
kuyulardan 20 cm uzakliga erisene kadar yiiriitiildii. Jelde kullanilan belirteglerin

hazirlanis1 asagida belirtilmektedir:

100 bg DNA belirteci (0,5 ug/pul) = 2 ul 100 bg DNA belirteci + 4 pl 6X yiikleme
boyasi + 16 ul dH,O

Sindirilmemis rrn-PCR firtini = 1 pl 6rnek + 1 pl 6X boya + 4 ul dH,O

Kullanilan jel: Biiyiik kaset, 465 ml, tarak kalinligi 0,75 mm (51 kuyu)



49

Elektroforez durdurulduktan sonra derisimi 10 mg/ml olan stok EtBr ¢dzeltisi
son derisimi 1 pg/pl olacak sekilde 0,5X TAE tamponuna eklendi. Jel bu tampon
icinde oda sicakliginda 20-30 dakika karistirilarak boyandi. Jel, boyama sonrasinda
EtBr icermeyen 0,5X TAE ile 15 dakika yikandi. Daha sonra jel goriintiilleme
cihazinda (Vilber Lourmat, Infinity-3026 WL/26M) fotografi ¢ekildi.

2.3.2.1. Wizard® SV Jel ve PCR Saflastirma Sistemi Protokolii

llgilenilen DNA parcasma ait bant steril bistiiri yardimiyla jelden kesilerek
daha 6nce bos olarak tartilmis steril eppendorf tiiplerine alindi. i¢inde jelden kesilmis
parcalarin bulundugu eppendorflar tartilarak tizerlerine 10 mg jel pargasi i¢in 10 pl
olacak sekilde “Membran Baglanma Cozeltisi” eklendi. Vortekslendikten sonra
tipler 60 °C’ta su banyosunda inkiibe edildi ve her bes dakikada bir c¢ikarilip
vortekslenerek jel pargalarinin erimesi saglandi. Daha sonra {izerlerine esit hacimde
“Membran Baglanma Cozeltisi” eklendi. Steril SV minikolonlar1 toplama tiiplerinin
lizerine yerlestirildi ve ¢oziilmiis jel karisimlart mikrokolonlarin iizerine transfer
edilerek 1 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibe edildi. Daha sonra 14 000 rpm’de
1 dakika santrifiij edilerek toplama tiliplerinde toplanan sivilar dokiilerek
mikrokolonlar tekrar aym toplama tiiplerine yerlestirildi. Uzerlerine 700 pl
“Membran Yikama Cozeltisi” eklenerek 14 000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilip
toplama tiiplerinde biriken sivilar atildi. Ayni islem 600 pl “Membran Yikama
Cozeltisi” ile tekrar edildi. Daha sonra mikrokolonlar temiz eppendorf tiiplerine
alinarak tizerlerine 50 pl niikleaz igermeyen su eklendi ve oda sicakliginda 1 dakika
inkiibasyona birakildi. Ornekler 14 000 rpm’de 1 dakika boyunca santrifiij edilerek
DNA’larin eppendorflara gecmesi saglandi

2.3.3. Metaforlu Jel (%1)

40 ml 0,5X TAE 100 ml’lik erlende +4 °C’ta 10-15 dakika sogutuldu. % 1°lik
jel i¢in 0,2 gram metafor agaroz (Cambrex) ve 0,2 gram Agaroz (Sigma) tartilarak
onceden sogutulmus 0,5X TAE’nin iizerine eklendi. Once manyetik karistiricida oda

sicakliginda 10 dakika karistirildi. Ardindan 150 ©°C’a ayarlanmig manyetik
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kanistirictda 10 dakika karistirildi. Daha sonra 250 °C’a ayarlanmis manyetik
karistiricida kaynayana kadar karigtirildi ve 60 °C’a ayarlanmis su banyosunda
sogutulduktan sonra kasete dokiildi. Metaforlu jel donduktan sonra {izerini
kapatacak sekilde 0,5X TAE eklendi ve oda sicakliginda karanlikta bir gece
bekletildi. Ertesi giin kullanimdan biraz once taraklar ¢ikarildi. Kullanilan kasetlere

gore gerekli jel miktar1 ve taraklarin 6zellikleri agagida belirtilmistir:

Kiiciik kaset: 40 ml, tarak kalinligi 1 mm (12 kuyu)
Orta boy kaset: 110 ml, tarak kalinligi 1 mm kuyu (16 kuyu)
Biiytik kaset: 465 ml, tarak kalinligi 0,75 mm (51 kuyu)

2.4. “RIBOTYPING” (Ribotiplendirme)

2.4.1. Mikrodiyaliz

Genomik DNA’larin ribotyping icin kesime alinmadan Once mikrodiyaliz
yontemi ile kiigiik fragmanlardan arindirilmasina karar verildi. Mikrodiyaliz
uygulanacak genomik DNA’lardan 50°ser pg eppendorfa alinarak NaAc + EtOH
¢oktiirmesi yapildi. Bunun igin, 6érneklerin lizerine 1/10 hacim 3M NaAc, pH 5.2 ve
ornek hacminin 2,5 kat1 % 100 soguk EtOH cozeltisi eklendi. -80 °C’ta 30 dakika
bekletildikten sonra +4 °C’ta 13.000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilerek iist sivi
uzaklastirildi. Elde edilen ¢okelekler liyofilizatérde 10 dakika kurutuldu ve 100 pl
1X TT-RNazA i¢inde ¢oziilerek gece boyu +4 °C’ta ¢oziinmeye birakildi. Ertesi giin
su banyosunda 55 °C’ta 15 dakika bekletildi. Hafif¢ce karistirilarak oda sicakliginda
birka¢ dakika bekletildikten sonra buza alindi. DNA’lar mikrodiyalize alinmadan

Once agaroz jele yiikklemek iizere 1 pl 6rnek ayrildi.

30 ml 1X TT igeren petrilere 0,025 um Millipore membranlar yavasga
yerlestirildikten sonra 5-10 dakika bekletilerek tamponla islanarak dengelenmesi
sagland1 ve ornekler (~99 pl) membranlarin ortasina yerlestirildi. Oda sicakliginda

45 dakika-1 saat slireyle agz1 kapali olarak bekletildi. Diyaliz sonrasinda 6rnekler
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mikropipetle yavasca alinarak temiz eppendorflara aktarildi. 1 pl 6rnek alinarak
mikrodiyaliz 6ncesi ve sonrasi Ornekler arasindaki farkliliklar1 gézlemek ve miktar

tayini yapmak amaciyla %1’lik agaroz jele yiiklendi.

2.4.2. Restriksiyon Enzimleri ile Kesim

Kesim hacmi 22 pl olarak belirlendi. 1 pg DNA i¢in 3 U enzim kullanildi. Her
bir soy i¢in HindIII (Roche, 40 U/ul), ECORV (Fermentas, 50 U/ul) ve Clal (Takara,
50 U/ul) enzimleri ile ayr1 ayri1 kesim reaksiyonlar1 gergeklestirildi. Her bir kesim
tiiptine 1ilgili soya ait 3 pg genomik DNA, son derisimi 1X olacak sekilde ilgili
enzime ait 10X reaksiyon tamponu, 13,5 U enzim ve hacmi tamamlamak {izere
ampul su eklenerek hafifce karistirildi. Su banyosunda 37 °C’ta 4 saat boyunca
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun ardindan kesim tiiplerine kisa bir spin
sonrasinda 2 pl 6X agaroz jel yiikleme boyasi eklenerek 0,5X TBE ile hazirlanan %
0,7’lik SeaKem agaroz (Cambrex) jele yiiklendi. Jel 55 V’ta 30 dakikanin ardindan
80 V’ta yiiriimeye birakild1 ve maviler kuyulardan itibaren 20,5 cm’ye gelene kadar

yiritiildi. Jelde kullanilan belirteglerin hazirlanisi asagida belirtilmektedir:

A DNA-> 1 ul HindIII ile kesilmis A DNA+ 3 ul 6X agaroz jel yiikleme boyasi
+ 24 ul dH,O

16S rDNA PCR firiinii (saf; 1 pg/ul) = 1 ul rDNA + 3 ul 6X agaroz jel yiikleme
boyas1 + 24 ul dH,O

Kullanilan jel: Jel, 465ml %0,7 SeaKem Agaroz igeren elektroforez kasetinde (tarak
kalinligi 1 mm, 51 kuyu. 25X25 cm, BioRad; Sub-Cell® Model 192) hazirlanmakla
birlikte elektroforezin ardindan, vakumlu transfer cihazina uygun hale getirilmek

tizere 19,5X19,5 cm boyutlarinda kesildi.

Yiiriitme sonrasinda, konsantrasyonu 10 mg/ml olan EtBr c¢ozeltisi son

konsantrasyonu 1 pg/ul olacak sekilde 0,5X TBE tamponuna eklendi. Jel bu tampon
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icinde oda sicakliginda 20-30 dakika karistirilarak boyandi. Boyama sonrasinda jel

0,5X TBE ilel5 dakika yikandi. Daha sonra goriintiileme cihazinda fotograf ¢ekildi.

2.4.3. Isaretleme Karisiminin Hazirlanisi

2.4.3.1. DIG ile isaretleme

Isaretlemede DIG Oligoniikleotid Kuyruklama Kiti, 2. Jenerasyon (Roche)
kullanildi. Kit bilesenleri karisim tiipiine agagida belirtilen miktarlarda konuldu. Tiip
icerigi hafifce karistirilarak hizli spin yapildi ve su banyosunda 37 °C’ta 15 dakika
bekletildi. Daha sonra hizli spin yapilarak ¢oktiirme basamaklarina gegildi. Bunun
icin tiipe 11 pul 3 M NaAc, pH 5.2, 2 ul 0,2 M EDTA, pH 8.0, 1 ul glikojen (kit, 20
mg/ml) ve 200 pl % 100 EtOH (soguk) eklenerek -80 °C’ta 30 dakika bekletildi. +4
°C’ta 14.000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildikten sonra iist sivi uzaklastirildi.
Uzerine 50 pl % 75 soguk EtOH eklendi. +4 °C’ta 14.000 rpm’de 10 dakika santrifiij
edildikten sonra st sivi uzaklastirildi. Elde edilen c¢okelekler 10 dakika
liyofilizatorde kurutuldu. Kurutma sonrasinda peletler 50 ul dH,O’da ¢oziildii.

20 ul 5X reaksiyon tamponu (DIG kit no: 1)

20 pl CoCl, (No: 2)

5 ul dATP (No: 4)

1 pl oligo (her birisi igin) (100 pmol/pl MT4-MT5-MT6-MT7-MTS8)
5 ul DIG dUTP (No: 5)

5 pl Terminal transferaz

40 pl dH,0

2.4.3.2. Radyoizotop ile Isaretleme

[saretlemede * 3P—\(—ATP kullanildi. Isaretleme karisimimin bilesenleri asagida
belirtilmistir. Isaretleme karisgtmi 37 °C’ta 1 saat boyunca bekletildikten sonra

reaksiyon 1 ml 6X SSC eklenerek durduruldu.
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1 wl oligo (her birisinden) (10 pmol/ul MT4-MT5-MT6-MT7-MT8)
7,5 ul PNK Tampon

8,5 P-y-ATP (4 pmol/pl)

2,5ul DTT 100 mM

2,5 ul PNK (10 U/pl)

53 pul dH,O

2.4.4. Agaroz Jeldeki Bantlarin Vakumlu Transfer Cihaz1 ile
Membrana Aktarimi

Fotograf alindiktan sonra jel 19,5X19,5 cm boyutlarinda kesildi. Jel, tizerini
ortecek miktarda denatiiran c¢ozeltisi i¢inde 30 dakika calkalandi. 20X20 cm
boyutlarinda kesilmis olan Hybond membran (Amersham) 2X SSC ile 1slatildiktan
sonra, vakumlu transfer cihazinda bulunan porlu yiizey {izerine penset yardimiyla
altta hava boslugu kalmayacak sekilde yerlestirildi. Cihaz ile birlikte saglanmis olan
maskenin ortasindan 19X19 cm boyutlarinda kare seklinde bir parga kesilerek
cikarildi. Maske membran iizerine yerlestirildiginde membrant kenarlardan 1 cm
ortecek sekilde hazirlandi. Denatiire edilen jel dH,O ile kisa bir yikama sonrasinda
maskenin tizerindeki bosluga, maskenin {izerine, kenarlardan 0,5 cm tasacak sekilde
yerlestirildi. Tankin kapagi kapatilarak vidalar ile sikigtirildi. 40-50 ml transfer
cozeltisi tam ortadan jelin iizerine yavagga dokiilerek tiim ylizeyi kaplamasi saglandi.
Vakum pompasi agilarak gosterge 55’¢ ayarlandi. ilk eklenen 50 ml azaldikca
transfer cozeltisi eklenerek sistemden 100 ml ¢dzeltinin gegmesi saglandi. Jel

kuruyana kadar vakum siirdiiriildii.

Vakum tamamlandiktan sonra jel maske iizerinden kaldirilarak tekrar EtBr ile
boyandi ve UV 15181 altinda incelendi. Bu basamak transferin verimliligi hakkinda
bilgi saglamaktadir. Membran 2X SSC i¢inde 1-2 dakika yiizdiiriilerek agaroz
parcalar1 uzaklastirildi. Membran iki kat kaba filtre arasina alinarak 37°C’ta birakildu.
Membran hibridizasyona alinacak ise 37°C’ta bekleme yerine kaba filtre arasinda
oda sicakliginda biraz kurutmak yeterlidir. Daha sonra membranlar UV c¢apraz

baglayicida 12 000 jul/cm” uygulanarak 5 dakika tutuldu.
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2.4.5. Membranin Hibridizasyonu

Cizelge 2.4.’te ribotyping ¢aligsmalarinda prob olarak kullanilan Oligomiks-5’1
olusturan oligoniikleotitlerin dizi, hedef DNA bdlgesi, Td, uzunluk ve konumlari

belirtilmistir:

Cizelge 2.5. Oligomiks-5’i olusturan oligoniikleotit problar.

Hedef | Prob dizisi Td °C (*) | Uzunluk | Konum (**)
rrs AGA GTT TGA TC(A,C) TGG CTC AG | 58-60 20 08-28

rrs TGA CGG GCG GTG TGT ACA A 60 18 1408-1390
rrl ACC GAT AGI GAA CCA GTA CCG TG | 68 23 442-466

rrl GTA CCI CAA ACC GAC ACA GGTIG | 66 23 1601-1623
rrl TTT GGC ACC TCG ATG TCG GCT 66 21 2490-2512

(*) Td °C: Santigrat derece cinsinden ayrilma sicaklig1.
(**) Brosius ve arkadaglarinin (1978) E. coli baz numaralandirma sistemi.

2.4.5.1. DIG Isaretli Oligomiks-5 ile Hibridizasyon

Hibridizasyon ¢ozeltisi once oda sicakliginda ¢oziinmeye alindi. Coziinen
hiibridizasyon ¢ozeltisinin 60 ml’si su banyosunda 60°C’ta tutuldu. Hibridizasyon
firm1 68 °C’a ayarlandi. Hibridizasyon sisesi ve 60 ml hibridizasyon sivist 1 saat
boyunca 68 °C’ta hibridizasyon firininda bekletildi. Daha sonra ¢6zeltinin 20 ml’si
falkona alinarak su banyosunda 54 °C’ta inkiibasyona birakildi. Membranlar sirt sirta
bakacak sekilde rulo yapilarak hibridizasyon sisesine yerlestirildi. 68 °C’ta bekletilen
40 ml hibridizasyon ¢ozeltisi membranlarin {izerine eklenerek kapagi kapatildi ve
stvinin kuru yiizey kalmayacak sekilde iyice dagilmasi saglandi. 1 saat boyunca

hibridizasyon firininda 68 °C’ta orta siddette dondiiriilerek 6n hibritlemeye alindi.

On hibritleme tamamlandiktan sonra hibridizasyon sisesi ¢ikartilarak sogutuldu
ve icindeki sivi dokiildi. Bu arada firinin sicaklign 54 °C’a indirildi. Falkona
ayrilarak 54 °C’ta bekletilmekte olan 20 ml hibridizasyon c¢ozeltisine 5 pl
“digoksigenin” isaretli “oligomix 5 eklendi. Bu karisim hibridizasyon sigesine
aktarilarak sivinin membranin her yerine temas etmesi saglandi. Membranlar 54
°C’ta hibridizasyon firininda 16 saat dondiiriilerek hibritlenmeye birakildi. 16 saat

sonunda membranlar kaba filtre lizerine alindi.
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Hibridizasyon sisesi yikandi ve hibridizasyon firininin 1sis1 30 °C’a ayarlandi.
Membranlar sirt sirta bakacak sekilde dikddrtgen kaba alindi. Uzerine gece boyu 47
°C’ta su banyosunda bekletilmis olan yikama tamponu A’dan 200 ml eklendi ve
kapag1 kapatilarak 47 °C’a ayarlanmig su banyosunda 5 dakika hafifge calkalandi. Bu
siirenin sonunda kaptaki tampon dokiildii. Tampon A’nin kalanmi kaba eklenerek su
banyosunda 47 °C’ta 5 dakika ¢alkalandiktan sonra tampon A dokiilerek, kaba gece
boyu 47 °C’ta su banyosunda bekletilmis olan yikama tamponu B’den 200 ml
eklendi ve 47 °C’a ayarlanmis su banyosunda 5 dakika ¢alkalandi. Kaptaki tampon

dokiilerek membranlar tampon B’nin kalan kismu ile yikandi.

Temiz bir kaba 100 ml “isaretleme tamponu 2” eklendi. Tampon B’deki
membranlar bu tampona aktarildi ve oda sicakliginda 30 dakika calkalandi. Siirenin
bitimine 5 dakika kala bir falkon tiiptine 50 ml “isaretleme tamponu 1” ve {izerine 20
ul AP-conjuge Anti-DIG eklenerek karistirildi. Boylece antikor 4000 kez seyreltilmis
oldu. 30 dakika sonunda membranlar kaba filtreye alinarak rulo yapildi ve
hibridizasyon sisesine yerlestirildi. Daha 6nce hazirlanmis olan 50 ml “isaretleme
tamponu 1” ve 20 pul AP-conjuge Anti-DIG karisimi hibridizasyon sisesine eklendi.
Bosalan falkona tekrar 30 ml “isaretleme tamponu 17 eklenerek karistirildi ve
hibridizasyon sisesine aktarildi. Membranlar iyice calkalanarak islatildi ve 30 °C’a
ayarlanmis firinda donmeye birakildi. 30 dakika sonunda membranlar temiz bir kaba
alindi. Uzerlerine 200 ml “isaretleme tamponu 1” eklenerek oda sicakliginda 15
dakika calkalandi. Siire sonunda kaptaki sivi dokiilerek yine 200 ml “isaretleme

tamponu 1” eklendi ve oda sicakliginda 15 dakika calkalandi.

Membranlar ayr1 kaplara alinarak {izerlerine 50’ser ml “isaretleme tamponu 3”
eklenerek oda sicakliginda 5 dakika g¢alkalandi. Siire sonunda kaplara 75 pl BCIP
(0,05 mg/ul) c¢ozeltisi ile 100 pul NBT (0,075 mg/ul) ¢ozeltisi eklendi ve karanlikta
etiivde 37 °C’ta hafifce ¢alkalanmaya birakildi. Ertesi sabah filtre {izerinde gozlenen

bantlar irdelenerek goriintiilendi.



56

2.4.5.2. PP isaretli Oligomiks-5 ile Hibridizasyon

Bu yontemde s. 53’te belirtilen sekilde hazirlanan {i¢ ayr1 membran 5X SSPE
icinde yikandi. U¢ membran ikisi yiiz yiize digeri sirt sirta olacak sekilde kivrilarak
hibritleme sisesine yerlestirildi. Daha 6nce 68 °C’ta onceden 1sitilmis olan 50 ml
Denhardt ¢ozeltisi hibridizasyon sisesine eklenerek membranlar iyice 1slatildiktan
sonra hibridizasyon firminda 68 °C’ta minimum dénme hizinda 1 saat boyunca
dondiirtildii. Bu sirada 30 ml Denhardt ¢ozeltisi 54 °C su banyosunda bekletildi. Bir
saatin sonunda sise 68 °C’tan c¢ikarilarak biraz sogutulduktan sonra igindeki sivi
dokiildii. *°P isaretli Oligoniikleotid-5 karisiminin tamami 54 °C su banyosunda
bekletilmis olan 30 ml Denhardt c¢ozeltisine eklenip karistirilarak homojenize
edildikten sonra hibridizasyon sisesine eklendi. Membranlarin tamaminin
islatildigindan emin olduktan sonra hibridizasyon firininda 53 °C’ta minimum
donme hizinda gece boyu hibridizasyona birakildi. Ertesi giin membranlar
hibridizasyon firinindan ¢ikarilmadan 6nce 2X SSPE 53 °C’taki su banyosunda
beklemeye alindi. 23 saatin sonunda membranlar hibridizasyon firinindan ¢ikarilarak
oda sicakligmma sogutuldu. Firin 20°C’a ayarlandi. Bu sirada hibritleme ¢ozeltisi
siseden falkona alindi ve siseye yaklasik 100 ml 5X SSPE eklenerek hibridizasyon
firininda maksimum dénme hizinda 5 dakika siireyle inkiibe edildi. Daha sonra firin
54 °C’a ayarlandi. Hibridizasyon sisesindeki 5X SSPE bir kaba alindi ve
membranlarin iizerine 53 °C’ta su banyosunda bekletilmis olan 30 ml 2X SSPE
eklenerek 2 dakika siireyle 54°C’taki hibridizasyon firininda yikama gerceklestirildi.
Bu islemin sonunda membranlar kurutma kagidi tizerine alindi. Daha sonra her bir
membran ayr1 ayri cam lzerine yerlestirilerek streglendi ve Geiger cihazi ile

sayimlari yapildi.

Cam tizerinde stregli halde bulunan membranlar kasetlere yerlestirilerek
tizerlerine X-OMAT film konuldu. Kasetler -20 °C’ta 3 giin tutulduktan sonra filmler
cikarilarak banyo edildi. Az sayida bant gozlenmesi nedeniyle ayni membranlar
tizerine tekrar film yerlestirilerek -80 °C’ta bir hafta bekletildikten sonra filmler

banyo edildi.
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Kasetten ¢ikarilan film karanlikta “developer” icinde 5 dakika calkalandi. Daha
sonra dH,O i¢inde yikanarak “fiksatif” i¢ine alind1 ve 10 dakika boyunca calkalanda.

Daha sonra film dH»O ile durulanarak oda sicakliginda kurumaya birakildi.

2.5. COZELTILER

TE, pH 8.0: Son konsantrasyonda 10 mM Tris-HCI, pH 8.0 ve 0,1 mM EDTA
igerecek sekilde istenilen hacimde hazirlanarak 121 °C’ta 20 dakika otoklav edildi.
Oda sicakliginda saklandi.

% 10 SDS: 10 g SDS tartildi. dH,O ile ¢oziilerek 100 ml’ye tamamlandi. 121 °C’ta
20 dakika otoklav edildi. Oda sicakliginda saklandi.

Proteinaz K (20 mg/ml): 1 ml i¢in, 20 mg Proteinaz K tartildi. 1 ml dH,O iginde
¢oziildii. -20 °C’ta saklandi.

5 M NaCl: 29,2 g NaCl tartilarak dH,O ile 100 ml’ye tamamlandi. 121 °C’ta 20
dakika otoklav edildi. Oda sicakliginda saklandi.

% 10 CTAB + 0,2 M NaCl: 1,17 g NaCl tartilarak 80 ml dH,O’da ¢oziildiikten
sonra icine 10 g CTAB yavasca eklenerek ¢oziildii. Coziinmeyi kolaylastirmak icin
60-65°C’1 gegmeyecek sekilde 1s1 uygulandi. dH,O ile 100 ml’ye tamamlanarak 121
°C’ta 20 dakika otoklav edildi. Oda sicakliginda saklandi.

Kloroform/izoamil alkol (24:1): 240 ml Kloroform ve 10 ml izoamil alkol alt {ist

edilerek karistirildi. +4 °C’ta saklandi.

Doyurulmus fenol ¢ozeltisi: 0,25 g 8-Hidroksikinolin (son konsantrasyonu % 0,1
olacak sekilde), 250 ml Fenol ve 250 ml 1 M Tris-HCIL, pH 8.0 bir beher i¢ine alind.

Beher aliiminyum folyo ile sarilarak manyetik karistiricida oda sicakliginda diisiik
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hizda 10 dakika karistirildi. Iki faz ayrildiktan sonra iist faz uzaklastirildi. 250 ml 1
M Tris-HCI, pH 8.0 gerektigi kadar eklendi. Uzerine, icerisinde 250 ml % 0,2 B-
Merkaptoetanol iceren 250 ml 0,1 M Tris-HCl, pH 8.0 eklenerek manyetik
karistiricida karistirilmaya devam edildi. Ust faz uzaklastirildi. Fenol berrak bir
goriiniime kavusana kadar 250 ml %0,2 B-Merkaptoetanol iceren 0,1 M Tris-HCl ile
islem tekrarlandi. Ust s1v1 uzaklastirilirken, fenoliin hava ile etkilesimini engellemek
amaciyla bir miktar1 birakildi. Aliminyum folyoya sarili olarak koyu renkli bir cam

sise i¢inde +4 °C’ta saklandi.

Fenol/kloroform/izoamil alkol (25:24:1): 250 ml Doyurulmus Fenol ve 250 ml
Kloroform/izoamil alkol (24:1) alt iist edilerek karistirildi. +4 °C’ta koyu renkli sise

icinde saklandi.

% 75 Etil Alkol Cézeltisi: 75 ml % 100 EtOH alinarak dH,O ile 100 ml’ye

tamamlandi. -20 °C’ta saklandi.

3 M NaAc, pH 5.2: 123,05 g NaAc tartilarak dH,O ile 500 ml’ye tamamlandi. pH
5.2’ye ayarlandi. Manyetik karistirict ile homojen hale getirilerek 121 °C’ta 20
dakika otoklav edildi. Oda sicakliginda saklandi.

TEST: Son konsantrasyonda 10 mM Tris-HCI, pH 8.0, 5 mM EDTA, pH 8.0, 1 M
NaCl ve Triton X-100 1/200 (V/V) igerecek sekilde istenilen hacimde hazirlandi. 121
°C’ta 30 dakika otoklav edildi. Oda sicakliginda saklandi.

Lizozim (200 mg/ml): 130 mg lizozim tartilarak 1X TE ile 650 ul’ye tamamlandi.
0,2 pm filtreden gegirildi.

% 25 SDS: 2,5 gr SDS tartilarak dH,O ile 100 ml’ye tamamlandi. 121 °C’ta 20
dakika otoklav edilerek oda sicakliginda saklandi.
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% 10 N-lorilsarkozin: 1 gr N-lorilsarkozin tartilarak dH,O ile 100 ml’ye
tamamlandi. 121 °C’ta 20 dakika otoklav edilerek oda sicakliginda saklandi.

10X TEK tampon: Son konsantrasyonda 400 mM Trizma Baze ve 20 mM Titriplex
IIT igerecek sekilde istenilen hacimde hazirlandi. Bunun i¢in, 24,25 g Trizma Baze ve
3,75 g Titriplex III tartilarak dH,O ile 500ml’ye tamamlandi. pH, derisik HCI
eklenerek 8.0’a ayarlandi. 121 °C’ta 20 dakika otoklav edilerek oda sicakliginda

saklandi.

% 1 Pronaz: 250 mg Pronaz alinarak 25 ml’ye dH,O ile tamamlandi. Su
banyosunda 37 °C’ta 2 saat inkiibe edildi. Esit hacimlere boliinerek -20 °C’ta

saklandi.

Mutanolizin (SU/pl): 1mg Mutanolizin tartilarak Iml dH,O icinde ¢oziildi. Esit

hacimlere boliinerek -20 °C’ta saklanda.

RNaz A (20 mg/ml): 100 mg Rnaz A almmarak 5 ml dH,O i¢inde ¢oziildi. Su
banyosunda 90 °C’ta 10 dakika inkiibe edilerek inaktivasyon yapildi. Esit hacimlere
boliinerek -20 °C’ta saklandi.

TE-Rnaz A (% 0,2): 10 ul RNaz A (20 mg/ml) ve 10 ml TE, pH 8.0 karistirildi. +4
°C’ta saklandi.

TEK Fenol: 200 g fenol alinarak tizerine % oraninda 1X TEK tampon eklendi. Gece
boyu 55 °C’ta ¢ozlinmeye birakildi. Sabah siitsii ¢ozelti olusana dek karistirildi.
Daha sonra dinlenmeye birakilarak faz ayriminin gerceklesmesi beklendi ve list faz

uzaklagtirildu.

TEK-Fenol-kloroform c¢ozeltisi (1:1): Esit hacimde TEK Fenol ¢o6zeltisi ile

Kloroform karistirilarak koyu renkli bir cam sise i¢inde +4 °C’ta saklandi.
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TEK-fenol-kloroform-izoamil alkol (25:24:1): Esit hacimde TEK Fenol ¢ozeltisi
ile Kloroform-izoamil alkol (24:1) ¢zeltisi karistirilarak koyu renkli bir cam sise

icinde +4 °C’ta saklandi.

0,5 M EDTA, pH 8.0: 372,2 g EDTA tartilarak manyetik karistirictda dH,O i¢inde
¢oziildii. EDTA’nin ¢oziinebilmesi i¢in pH’nin 8.0’a ayarlanmasi gerekmektedir.
Bunun icin igine gerekli miktarda NaOH peleti atilarak ¢oziildii. Istenilen pH
degerine ulasildiktan sonra 500 ml’ye tamamlandi. 121 °C’ta 20 dakika otoklav

edilerek oda sicakliginda saklandi.

Lizozim (10 mg/ml): 10 mg lizozim, 1 ml 10 mM Tris-HCI, pH 8.0 i¢inde ¢oziilerek
0,2 um filtreden gegcirildi. -20 °C’ta saklandi.

% 95 EtOH: 95 ml % 100 EtOH alinarak dH,O ile 100 ml’ye tamamlandi. -20 °C’ta

saklandi.

50X TAE: 242 g Trizma Baze, 57,1 ml Glasiyal Asetik Asit ve 100 ml 0,5 M EDTA
almarak dH,O ile 1 It’ye tamamlandi. Oda sicakliginda saklandi. Gerekli

seyreltmeler icin stok ¢ozelti olarak kullanildi.

6X Agaroz Jel Yiikleme Boyasi: Son konsantrasyonda % 0,15 Bromofenol Mavisi

ve % 30 Sukroz / Gliserol igerecek sekilde istenen hacimde hazirlandi.

Etidyum Bromiir (10 mg/ml): 1 g EtBr, 100 ml dH,O i¢inde ¢oziildii. pH 8.5’¢
ayarlandi. 0,45 pum filtreden gecirilerek steril edildi. Koyu renkli bir sise i¢inde oda

sicakliginda saklandi.

10X TT (Tris-Titriplex III) Tamponu, pH 8.0: Son konsantrasyonda 100 mM
Trizma Baze ve 10 mM Titriplex III, pH 8.0 igerecek sekilde istenilen hacimde
hazirlandi. Bunun i¢in, 1,211 g Trizma Baze ve 0,372 g Titriplex III tartildi. Derisik
HCl ile pH 8.0’a ayarlanarak dH,O ile 100 ml’ye tamamlandi. 121 °C’ta 20 dakika
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otoklav edildi. Oda sicakliginda saklandi. Gerekli seyreltmeler i¢in stok c¢ozelti

olarak kullanildi.

RNaz A Tip I-A (2mg/ml i¢in): 20 mg RNaz A Tip I-A (Sigma R4875/s181r
pankreas) tartildi. Son konsantrasyon 0,05 M olacak sekilde 3 M NaAc, pH 5.2
eklendi. Steril dH,O ile 10 mlI’ye tamamlandi. Manyetik karistiricida ¢oziildii. 15
ml’lik steril falkona alindi. 90 °C’taki su banyosunda 10 dakika bekletildi. 1 ml/tiip
olacak sekilde 10 eppendorfa dagitildi. -20 °C’ta saklandi.

1X TT-RNaz cozeltisi: 500 pl 10X TT, pH 8.0, 4500 pl steril dH,O ve 100 pl 2
mg/ml RNazA karistirildi. +4 °C’ta saklandi.

20X SSC: 175,3 g NaCl ve 88,2 g Na-Sitrat tartildi. dH,O ile 1 1t’ye tamamlandi. pH
7.4’e ayarlandi. . 121 °C’ta 20 dakika otoklav edildi. Oda sicakliginda saklandi.

Gerekli seyreltmeler icin stok ¢dzelti olarak kullanildi.

20X SSPE: 174 g NaCl, 27,6 g NaH,PO4 ve 7,4 g EDTA tartildi. dH,O ile 1 It’ye
tamamlandi. pH, NaOH ile 7.4’e ayarland1. . 121 °C’ta 20 dakika otoklav edildi. Oda

sicakliginda saklandi. Gerekli seyreltmeler i¢in stok ¢6zelti olarak kullanildi.

Denhardt (50X): 2,5 g Fikol 400, 2,5 g Polivinilpirolidon ve 2,5 g sigir serum
albumini (BSA) tartilarak dH,O ile 250 ml’ye tamamlandi. Kaba filtre ile

suzuldikten sonra -20 °C’ta saklanda.

Prehibridizasyon icin Denhardt Cozeltisi: 28,8 ml dH,O (1sitilmis), 20 ml 20X
SSC, 12 ml Denhardt ve 1,2 ml %10 SDS ¢ozeltisi karigtirildu.

Transfer cozeltisi: 1 g NaOH ve 8,77 g NaCl tartildi. dH,O ile 100 ml’ye
tamamlandi. 121 °C’ta 20 dakika otoklav edildi. Oda sicakliginda saklandi.
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Denatiirleme cozeltisi: Son konsantrasyonda 0,5 M NaOH ve 1,5 M NaCl igerecek
sekilde hazirlandi. Bunun i¢in, 10 g NaOH ve 43,83 g NaCl tartilarak dH,O ile 500
ml’ye tamamlandi. 121 °C’ta 20 dakika otoklav edildi. Oda sicakliginda saklandi.

%20 N-lorilsarkozin: 2,5 ml i¢in 0,5 g N-lorilsarkozin tartilarak dH,O ile 2,5 ml’ye
tamamlandi. 121 °C’ta 20 dakika otoklav edildi. Oda sicakliginda saklandi.

Hibritleme Cozeltisi: 25 ml 20X SSC, 1 g Bloklama maddesi (Roche, 1096176), 0,5
ml % 20 N-lorilsarkozin ve 0,2 ml % 10 SDS karistirildi. Manyetik karistiricida 70
°C’ta 20-30 dakika kanstirilarak ¢ozildii. Filtrelenmis dH,O ile 100 ml’ye
tamamlandi. Sogutulup -20 °C’ta saklandi.

Yikama Tamponu A (2X SSC; % 0,1 SDS): 40 ml 20X SSC ve 1,6 ml % 25 SDS
almarak dH,O ile 400 ml’ye tamamlandi. 121 °C’ta 20 dakika otoklav edildi. Oda

sicakliginda saklandi.

Yikama Tamponu B (0,1X SSC; % 0,1 SDS): 2 ml 20X SSC ve 1,6 ml % 25 SDS
alinarak dH,O ile 400 ml’ye tamamlandi. 121 °C’ta 20 dakika otoklav edildi. Oda

sicakliginda saklandi.

Isaretleme Tamponu 1 (0,1 M Tris HCI, pH 7.5; 0,15 M NaCl): 100 ml 1 M Tris-
HCI, pH 7.5 ve 50 ml 3 M NaCl aliarak pH, 7.5’e ayarlandiktan sonra dH,O ile 1
It’ye tamamlandi. 121 °C’ta 20 dakika otoklav edildi. Oda sicakliginda saklandi.

Isaretleme Tamponu 2: 1 g bloklama maddesi tartilarak iizerine 100 ml isaretleme
Tamponu 1 eklendi. Manyetik karistirictda 70 °C’ta 30 dakika karistirildi. Oda

sicakliginda sakland.

Isaretleme Tamponu 3 (AP tamponu = 0,099 M NaCl; 0,1 M Tris-HCIL, pH 9.5;
0,05 M MgCly): 13,32 ml 3 M NaCl, 40 ml 1 M Tris-HCL, pH 9.5 ve 20 ml 1 M
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MgCl, alinarak pH, 9.5’e ayarlandiktan sonra dH,O ile 400 ml’e tamamlandi. 121
°C’ta 20 dakika otoklav edildi. +4 °C’ta saklandh.

10X TBE, pH 8.2: 121,1 g Trizma Baze, 61,83 g Borik asit ve 40 ml 0,5 M EDTA,
pH 8.0 alind1. pH 8.2’ye ayarlanarak dH,O ile 1 1t’ye tamamlandi. Oda sicakliginda

saklandi. Gerekli seyreltmeler i¢in stok ¢ozelti olarak kullanildi.

BCIP ve NBT Cozeltileri: 1 tablet BCIP (25 mg/tablet; 0,05 mg/ul) lizerine 500 pl
DMF eklenerek son konsantrasyonu 0.05 mg/ul olan BCIP ¢ozeltisi elde edildi. 2
tablet NBT (10 mg/tablet; 0,075 mg/ul) iizerine 200 ul DMF ve 67 pl dH,O
eklenerek son konsantrasyonu 0.075 mg/ul olan NBT ¢d6zeltisi elde edildi.

Developer (1X): 1,5 g Metol, 25 g Na-Siilfit, 0,25 g Na-Karbonat ve 3 g Hidrokinon
tartilarak dH,O ile 1 litreye tamamlandi. Oda sicakliginda koyu renkli sisede

karanlikta saklandi.

Fiksatif (1X): 62,5 g Na-Tiyosiilfat ve 5 g K-disiilfit tartilarak dH,O ile 1 litreye
tamamlandi. Oda sicakliginda koyu renkli sisede karanlikta saklandi.

LB: 10 g Nutrient Broth, 5 g Maya 6ziitii, 8 g NaCl ve 0,52 g Trizma Baze tartilarak
dH,O ile 1 It’ye tamamlandi. 121 °C’ta 20 dakika otoklav edildi. +4 °C’ta sakland.

Colombia siv1 besi yeri : 4,6 g Pepton karigimi, 0,2 g nisasta ve 1 g NaCl tartilarak
dH,O ile 200 ml’ye tamamlandi. pH 7.0-7.2’ye ayarlandi. 121 °C’ta 15 dakika
otoklav edildi. +4 °C’ta saklandi.
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2.6. Kullanilan Primerler

Cizelge 2.5.te bu tez calismasi kapsaminda gerceklestirilen molekiiler
tiplendirme caligsmalarinda kullanilan primerlerin dizileri ve bu dizilerin yerlesimleri

belirtilmektedir.

Cizelge 2.6. Proje kapsaminda kullanilan primerlerin dizileri ve yerlesimleri.

Pl;ir(r]ller Primer Dizisi Aciklama
FG 15 5-AGAGTTTGATCATGGCTCAG-3’ 16S PCR _ileri
FG 35 5’-GGTTACCTTGTTACGACTT-3’ 16S PCR_geri
FG 45 5-ATTAGATACCCTGGTAGTCC-3’ 16S Dizi_ileri
FG 55 5’-GGACTACCAGGGTATCTAAT-3’ 16S Dizi_geri
MTI1 5’- ACTGCTGCCTCCCGTA-3’ 16S Dizi_geri
MT2 5°- GCTACACACGTGCTACAATG-3 16S Dizi_ileri
FG 65 5’-CAGCAGCCGCGGTAATAC-3 168 Dizi_ileri
MT3 5’- CGACATCGAGGTGCCAAA-3 rrm PCR_ geri
MT4 5°-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’ ;{Sofycpi—g ileri ve
MTS5 5"-TGACGGGCGGTGTGTACAA-3’ ribotyping
MT6 5’- ACCGATAGIGAACCAGTACCGTG-3" | ribotyping
MT7 5°-GTACCICAAACCGACACAGGTIG-3 | ribotyping
MT8 5- TTTGGCACCTCGATGTCGGCT-3’ ribotyping

2.7. Kullanilan Cihazlar

+4 °C Sogutucu (ARISTON NOFROST)

-20 °C Dondurucu (ARISTON NOFROST)

-80 °C Derin Dondurucu (HERAEUS INSTRUMENT)

-80 °C Derin Dondurucu (THERMO ELCTRON
CORPORATIN, 995-3)

Agaroz Gel Elektroforezi Sistemi (BIOMETRA-AgaGel Mini)

Buz Makinesi (BAR LINE BF 85)

Dizi Analiz Cihaz1 (BECKMAN COULTER, CEQ 8000)

Geiger Cihazi (Thermo Electron Corp. 900 EP15)

Gii¢ Kaynag1 (BIOLAB-Elite 300 Plus)



Hassas Terazi
Hibridizasyon Firim
Inkiibator

Inkiibator

Jel Goriintiileme Monitorii
Jel Goriintiileme Monitorii
Jel Goriintiileme Sistemi

Jel Gorintileme Sistemi

Jel Goruntuleme Yazicisi

Jel Gortintileme Yazicisi

Labotron

Liyofilizatoér Sogutucu Motoru
Liyofilizatér Vakum Motoru

Liyofilizator

Manyetik Karistirict
Masa Ustii Santrifiij
Masa Ustii Santrifiij

Masa Ustii Santrifiij
Masa Ustii Santrifiij
Mikrodalga Firin
Orbitral Karistirict
Otoklav

Otoklav

Otomatik Pipet (1000 pl)
Otomatik Pipet (2 pul)
Otomatik Pipet (20 pl)
Otomatik Pipet (200 pl)
PCR Cihazi

pH Metre
Spektrofotometre

Steril Kabin
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(SARTORIUS-BL 210S)

(UVP HL-2000 HybriLinker)
(CERTOMAT-BS-T)

(EDMUNT BUHLER-TH 15 ve KS 15)
(SAMSUNG, Syncmaster 940 BW)
(SONY PVM-95E)

(VILBER LOURMAT TFX-20M)
(VILBER LOURMAT, Infinity-3026
WL/26M)

(SONY UP-890 CE)

(SONY, Digital Graphic Printer UP-
D897)

(INFORS AG, Labotron HT)

(JOUAN RCT 90)

(ALCATEL- Pascal 2005 C1)

(JOUAN RC-10.10)

(HEIDOLPH MR3001)

(BECKMAN COULTER, Allegra 25R)
(BECKMAN COULTER, Microfuge
18)

(HERAEUS, Labofuge 400R)
(HERAEUS, Sepatech, Biofuge 15R)
(BEKO-1550)

(BIOMETRA WT 12)
(HIRAYAMA-HICLAVE HVE-50)
(VARIOKLAV-Dampfsterilizator 300)
(GILSON)

(GILSON)

(GILSON)

(GILSON)

(BIOMETRA T3 Thermocycler)
(INOLAB pH LEVEL 1)
(BIORAD-Smartspec 3000)
(HERAEUS-Herasafe-HS 12)



Sterilizasyon firini

Su Banyosu

Su Banyosu

Tek Kullanimlik Steril Filtre (0,22 pm)
Terazi

Terazi

UV Transilliminator

Vorteks

Vorteks
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(BINDER-ED115)

(GFL 1083)

(JULABO-SW 21)
(SCHLEICHER&SCHUELL10462200)
(PRECISA, 1200C)

(SARTORIUS-BL 3100)

(VILBER LOURMAT-V026347)
(IKA-MS 2-Minishaker)

(SCIENTIFIC INDUSTRIES, Vortex-
Gene 2, G-560 E)

2.8. Kullanilan Sarf Malzemeleri

B-Merkaptoetanol

6X Agaroz yiikleme ¢ozeltisi
8-Hidroksikinolin

Agaroz

Bacto™ Agar

Bloklama maddesi

Borik asit

Si1gir serum albumini (BSA)
Bromofenol Blue

Cfol

Clal

Renksiz Tampon

CTAB

DIG Oligoniikleotit Kuyruklama Kiti, 2. Jenerasyon

DNA polimeraz
EcoRV (Eco321)
EDTA

Etanol

Etidyum Bromiir

Uretici Firma
(SIGMA M-6250)
(FERMENTAS #R0619)
(MERCK 1.07098)
(SIGMA A-6013)
(BD 214010)
(ROCHE 1 096 176)
(SIGMA B-7660)
(SIGMA A7906)
(SIGMA B-6131)
(ROCHE)
(TAKARA)
(PROMEGA)
(SIGMA H6269)
(ROCHE)
(ROCHE)
(FERMENTAS)
(SIGMA E-5134)
(MERCK 1.11727)
(SIGMA E-7637)



Fenol
Ficoll
Gene Ruler™ 100 b¢ DNA Belirteci

GenomeLab™ Yéntem Gelistirme Kiti
Glasiyal Asetik Asit

Gliserol

Go Taq Polimeraz

HCI

Hidrokinon

HindIII

[zoamil alkol

[zopropanol

Kloroform

Lizozim

LPA jel

Magnezyum Kloriir

Maya Oziitii

Mboll

Metafor Agaroz

Metanol

Metol (4-(methylamino)-phenosulfat)
0,025 um Millipore membran
NaAc

NaCl

NaH,PO4

NaOH

NBT

Nisasta

N-lorilsarkozin

Nutrient Broth

Pepton karisimi (Bacto™ Protease Peptone No.3)

Polivinilpirolidon

Potasyum disiilfit
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(MERCK 100200)
(SIGMA F-2637)
(FERMENTAS
#SM0249)
(BECKMAN COULTER)
(MERCK 1.00063)
MERCK (RIEDEL15524)
(PROMEGA)

(MERCK 1.00314)
(MERCK 1.04610)
(ROCHE)

(MERCK 1.00978)
(MERCK 1.00995)
(MERCK 1.02431)
(ROCHE 1 243 004)
(BECKMAN COULTER)
(MERCK 1.05832)
(MERCK 1.03753)
(TAKARA)
(CAMBREKS 50180)
(RIEDEL 32313)
(MERCK 1.07299)
(Millipore H6BN43509)
(RIEDEL 25022)
(SIGMA S9888)
(RIEDEL 04269)
(MERCK 1.06462)
(SIGMA N-5514)
(SIGMA S2630)
(SIGMA L5125)
(DIFCO 234000)

(BD 211693)

(SIGMA P-5288)
(MERCK 1.05056)



Proteinaz K

RNaz A Tip I-A

Sau3Al

SDS

SeaKem Agaroz

Sodyum Karbonat

Sodyum Sitrat

Sodyum Siilfit

Sodyum Tiyosiilfat

Taq DNA Polimeraz Tamponu

Titriplex 111

Tris-HCI

Triton X-100

Trizma Baz

Wizard® Genomik DNA Saflastirma Kiti
Wizard® SV Jel ve PCR Arindirma Sistemi

(ROCHE 1 373 196)
(SIGMA)
(TAKARA)
(MERCK 822050)
(CAMBREX)
(MERCK 1.06392)
(SIGMA S-4641)
(SIGMA S4672)
(MERCK 1.06516)
(ROCHE)
(MERCK 108418)
(MERCK 108986)
(SIGMA T8532)
(SIGMA T-1503)
(PROMEGA)
(PROMEGA)
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3. BULGULAR

3.1. GENOMIK DNA OZUTLEMELERI

Farkli yontemler kullanilarak elde edilen genomik DNA’lar arasindan her soy
icin en iyt verimin elde edildigi oOrnekler segilerek molekiiler tiplendirme
calismalarina alindi. Calismalarda kullanilan genomik DNA’larin izolasyon

yontemleri ve derisimleri Cizelge 3.1.’de verilmistir.

Cizelge 3.1. Secilen genomik DNA’larin izolasyon yontemleri ve derisimleri. Hizli yontemde
hiicreler kiiltiirlin altinci saatinde ¢oktiiriilerek izolasyon basamaklarina gegildi. O/N hizli yontemde
ise izolasyon kiiltiirler gece boyu bilyiitiildiikten sonra gerceklestirildi. CTAB yontemi ile izole edilen
Orneklerin bir kismu daha Onceki ribotyping caligmalarinda kullanilmak iizere mikrodiyaliz
asamasindan gegirilmisti; bu 6rneklerin diyaliz edildigi parantez iginde belirtilmistir.

iZOLAT ADI GENOMIK DNA iZOLASYON YONTEMI | KONSANTRASYON (ug/ul)
L1 CTAB 0,4
L3 HIZLI YONTEM (O/N) 1,5
L5 CTAB 3
L6 CTAB 3
L8 CTAB 5
L10 CTAB 2
L13 CTAB 2
L14 PROMEGA KIT 0,2
L15 CTAB 0,35
L16 PROMEGA KIT 0,2
L21 CTAB 0,25
122 PROMEGA KIT 0,2
P17 CTAB 0,3
P19 PROMEGA KiT 0,2
P20 O/N HIZLI YONTEM 0,2
P21 HIZLI YONTEM 0,2
P22 PROMEGA KIT 0,5
P24 O/N HIZLI YONTEM 0,3
A3 CTAB (DIYALIZ) 0,3
A4 PROMEGA KIT 0,3
A7 CTAB 0,3
Al8 CTAB 1
A23 CTAB 5
A26 CTAB 0,3
A28 O/N HIZLI YONTEM 0,2
1A1 CTAB (DiYALIZ) 1
5A1 CTAB (DIYALIiZ) 0,6
6A5 HIZLI YONTEM 0,6
7A36 PROMEGA KIT 0,5
8A3 PROMEGA KIT 0,25
9A20 O/N HIZLI YONTEM 1,5
10A5 CTAB (DIYALIZ) 0,5
13A10 CTAB (DiYALIZ) 0,6
27E3 CTAB 1
20A1 CTAB (DiYALIZ) 0,5
61A1 CTAB 1
Xenorhabdus sp.CIP 105189 CTAB 2
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3.2. PCR

3.2.1.16S rDNA PCR

Ayrintilart  “Yontemler 2.2.1. 16S rDNA’larin  PCR ile Cogaltilmasi
Boliimiinde” verilen PCR programi kullanilarak, 25 yerel izolatin 16S rDNA’lar1 25
ul toplam reaksiyon hacminde elde edildi. Dizi analizine alinmadan 6nce Wizard®
SV Jel and PCR Saflastirma Sistemi (Promega) kiti kullanilarak saflastirilan 16S
rDNA PCR iiriinlerinin saflagtirma O6ncesi ve sonrast derisimleri Cizelge 3.2.°de

gosterilmektedir.

Cizelge 3.2. Yerel Bacillus izolatlarindan elde edilen 16S rDNA PCR iiriinlerinin saflagtirma oncesi
ve sonrast derisimleri.

IZOLAT SAFLASTIRMA ONCESI SAFLASTIRMA SONRASI
ADI KONSANTRASYON (ug/pl) KONSANTRASYON (ug/pl)
L1 0,1 0,25
L3 1 1
L5 0,3 3
L6 0,5 3
L8 1,33 1
L10 1 1
L13 0,5 3
L14 1,2 0,5
L15 Miktar tayini yapilmadi. 0,5
L16 0,6 0,25
L21 1,5 3
L22 1,2 0,5
P17 Miktar tayini yapilmadi. 0,75
P19 1,2 3
P20 1,2 3
P21 1,5 3
P22 0,15 0,15
P24 0,2 2,5
A3 0,4 0,5
A4 Miktar tayini yapilmadi. 0,75
A7 0,5 2,5
Al8 0,8 2,5
A23 0,8 3
A26 1 0,5
A28 Miktar tayini yapilmadi. 0,75

11 referans soy ile miktar1 yeterli bulunmayan P22 i¢in ayn1 PCR programi
kullanilarak 50 pl toplam reaksiyon hacminde 16S rDNA PCR gergeklestirildi ve
PCR iirlinlerinden 1 pl alinarak % 1°lik agaroz jelde miktar tayini yapildi (Sekil 3.1.).
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Elde edilen 16S rDNA PCR iiriinleri Wizard® SV (Promega) kiti ile saflastirildi.
Cizelge 3.3.’te P22 ve referans soylardan elde edilen 16S rDNA PCR firiinlerinin

saflagtirma Oncesi ve sonrasi derisimleri goriilmektedir.

g
- .

i
=

Sekil 3.1. 16S rDNA PCR iiriinlerinin agaroz jel profili. A: 1, P22; 2, 1A1; 3, 5A1; 4, 6AS; S,
7A36; 6, HindlII ile kesilmis A DNA (23.1, 9.4, 6.6, 4.3, 2.3, 2.0, 0.5, 0.1 Kbg); 7, 8A3; 8, 9A20; 9,
10A5; 10, 13A10; 11, 27E3; 12, 29A1. B: 1, 61A1; 2, HindIII ile kesilmis A DNA (23.1, 9.4, 6.6, 4.3,
2.3,2.0,0.5, 0.1 Kbg).

Cizelge 3.3. 16S rDNA PCR iiriinlerinin saflagtima 6ncesi ve sonrasi derigimleri.

IZOLAT SAFLASTIRMA ONCESI DERISIM | SAFLASTIRMA SONRASI DERISIM
ADI (ng/nh) (ng/ph)
P22 0,5 0,6
1A1 0,5 0,5
5A1 0,5 0,75
6A5 0,5 0,75
7TA36 0,5 0,15
8A3 0,5 1

9A20 0,5 0,3
10A5 0,5 0,3
13A10 0,5 0,15
27E3 0,5 0,5
29A1 0,5 0,25
61A1 0,5 0,75

3.2.2. rrn-PCR

Bacillus sp. A28, L15, P22 ve P17 yerel izolatlar1 ile yapilan rrn-PCR

denemesinde, toplam 75 pl reaksiyon hacminde FG15 ve FG25 primerlerinin her
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birisinden 30 pmol ve tiip basina 4 iinite Taqg DNA polimeraz (Roche) kullanildi.
PCR, Program 8’de tutunma sicakligi 60 °C secilerek gerceklestirildi. Elde edilen
rr-PCR f{iriinlerinden 7 pl ve P17 16S rDNA PCR iiriiniinden 1 pl alinarak % 1’lik
agaroz jelde goriintilendi (Sekil 3.2.). 4,5 kbg biiyiikligiindeki rrn operonu ile
birlikte, 16S rDNA PCR iirlinii biiyiikliigiine yakin, yaklasik 1,5 kbg, ikinci bir PCR
tirtiniiniin daha ¢ogaldig1 gozlendi. A28 soyundan PCR iiriinii elde edilemedi. Buna
karsin P22 ile yalnizca 4,5 kbg biiyiikliigiindeki PCR {iriinii ¢ogaldi. 4,5 kbg i¢in
verimin tiim soylar i¢in diislik oldugu gozlenirken, 1,5 kbg ile uyumlu ikinci bir PCR

iriiniinii veren L15 ve P17 soylari i¢in 1,5 kbg¢’lik bandin 4,5 kbg’lik banda goreceli

baskin oldugu gozlendi.

Sekil 3.2. rrn-PCR iiriinlerinin agaroz jel profili. 1, A28; 2, L15; 3, P22; 4, P17; 5, HindIII ile
kesilmis A DNA (23.1, 9.4, 6.6, 4.3, 2.3, 2.0, 0.5, 0.1 Kbg); 6, P17 kesilmemis 16S-PCR f{iriinii.

rr-PCR yontemini optimize etmek amaciyla reaksiyonlarda kalip olarak P17,
L15, E. coli ATCC 11105 ve P22 soylarinin kullanildig iki farkli yaklagim denendi.
Program 2’de tutunma sicakligi 63 °C’ta ilk on dongiiniin ardindan, yirmi dongii
boyunca, iki dongtide bir 0,5 °C arttirilarak 68 °C’a kadar ¢ikarildi. Diger programda
(3) ise tutunma sicakligr 64 °C’ta sabit tutuldu. Toplam 25 pl reaksiyon hacminde
15’°er pmol FGI5 ve FG25 primerleri ile gergeklestirilen reaksiyonlarin
tamamlanmasindan sonra rrn-PCR iiriinlerinden 5 pl alinarak % 1’lik agaroz jelde
goriintiilendi (Sekil 3.3.). Buna gore her iki program ile 4,5 kbg¢’lik PCR iiriiniine ek
olarak 1,5 kbg¢’lik ikincil PCR firiinii ve ekstra bantlar gozlendi. P22 her iki
programda da daha 6nce de oldugu gibi, sadece 4,5 kb¢ beklenen PCR iiriiniinii

verdi.
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4,5 Kbe >
1,5 Kbe >

Sekil 3.3. rrn-PCR iiriinlerinin agaroz jel profili. 1, P17-64 °C; 2, P22-64 °C; 3, ATCC
11105-64 °C; 4, HindIII ile kesilmis A DNA (23.1, 9.4, 6.6, 4.3, 2.3, 2.0, 0.5, 0.1 Kbg); 5,
P17-(63-68 °C); 6, P22-(63-68 °C); 7, ATCC 11105-(63-68 °C); 8, L15-(63-68 °C); 9,
ATCC 53926-(63-68 °C).

Primer tutunma sicakliginin  daha fazla arttirllarak  reaksiyonun
Ozgiillestirilmesi amaciyla P22 ve P17 soylari ile iki farkli tutunma sicakliginda rrn-
PCR gergeklestirildi. Ik programda (4) tutunma sicakligr 67 °C’ta, diger programda
70 °C’ta sabit tutuldu. Her bir soy i¢in 25 pl reaksiyon karigtmina FG15 ve FG25
primerlerinin her birisinden 15 pmol eklendi. Tiip bagina 1 U Tag DNA polimeraz
(Roche) kullanildi. Reaksiyon bitince rrn-PCR iiriinlerinden 5 pl alinarak % 1’°lik
agaroz jelde goriintiilendi (Sekil 3.4.). 67 °C tutunma sicakliginda gergeklestirilen
reaksiyonlarda P17 soyu 4,5 kbg¢ PCR f{iriiniine ek olarak 1,5 kbg ikinci bir gii¢lii bant
verdi. P22 icin ise aym sicaklikta sadece ilgilenilen 4,5 kbg’lik iiriiniin yiiksek
verimle ¢ogaldigi gozlendi. 70 °C tutunma sicakliginda (program 5) P17 soyunda
0zgiin olmayan 1,5 kb¢ PCR iiriiniiniin ¢cogalmadigi, bununla birlikte ilgilenilen 4,5
kbg tirtiniin veriminin de distiigii gdzlendi. Ayn1 tutunma sicaklifinda P22 soyu i¢in

uriin elde edilemedi.

4,5 Kbe >

1,5 Kbe >

Sekil 3.4. rrn-PCR iiriinlerinin agaroz jel profili. 1, P17-67 °C; 2, P22-67°C; 3, HindIII ile kesilmig
A DNA (23.1,9.4,6.6,4.3,2.3,2.0,0.5, 0.1 Kbg); 4, P17-70 °C; 5, P22-70 °C.

PCR veriminin ve 0&zgllliigiiniin arttirilabilmesi amaciyla farkli DNA
polimerazlarin denenmesine karar verildi. Bu amacla Taq DNA polimeraz (Roche)

ve Go Taq DNA polimeraz (Promega)’in kullanildigi PCR’lar planlandi. P17, P22,
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L15 ve A28 soylan ile tutunma sicakligt 63 °C olan 7 nolu programda her iki
enzimle rrn-PCR’lar gergeklestirildi. 25 pl reaksiyon hacmi icin her bir PCR tiipiine
FGI15 ve FG25 primerlerinin her birisinden 15 pmol eklendi ve tlip basina 0,9 U
enzim kullanildi. Go Taq i¢in reaksiyon tamponu olarak enzim ile birlikte saglanan
MgCl, icermeyen 5X renksiz tampon kullanildi. Bu nedenle Go Taq ile
gerceklestirilecek reaksiyonlara 1,5 mM son derisimde MgCl, eklendi. Reaksiyonlar
sonlaninca rrn-PCR firiinlerinden 5 pl alinarak % 1°lik agaroz jelde goriintiilendi
(Sekil 3.5.). Tag DNA polimeraz (Roche) ile gergeklestirilen reaksiyonlarda dort soy
icin de PCR fdriinii elde edilemedi. Go Taq DNA polimeraz (Promega) ile
gerceklestirilen reaksiyonlarda verim diisiik olmakla birlikte P22 icin sadece
ilgilenilen 4,5 kb¢ PCR iiriinii gozlenirken, P17, L15 ve A28 i¢in 4,5 kb¢ zayif DNA
bandina ek olarak 1,5 kbg biiyiikliigiinde ikincil {iriin de gozlendi.

& 4,5Kbg

Sekil 3.5. rrn-PCR iiriinlerinin agaroz jel profili. 1, P17-Roche Taq; 2, P22-Roche Tag; 3,
L15-Roche Tag; 4, A28-Roche Tag; 5, HindIIT ile kesilmis A DNA (23.1, 9.4, 6.6, 4.3, 2.3,
2.0, 0.5, 0.1 Kbg); 6, P17-“Green”; 7, P17-Go Taq; 8, P22-Go Taq; 9, L15-Go Tag; 10, A28-
Go Taq.

Bir 6nceki denemede Taq DNA polimeraz (Roche) ile gergeklestirilen PCR
reaksiyonlarinda {iriin elde edilememesi nedeniyle daha yeni bir enzim Orneginin
kullanimina karar verildi. Iyi calistign bilinen primerlerin tekrarlayan dondurup-
¢ozme dongiileri ile hasar gorebildigi bilinmektedir. Her ne kadar primerler kiigiik
hacimlerde saklansalar da FG15 ve FG25 primerleri yeniden sentezletildi. Bu
calismada FG15-FG25 primer ¢ifti ve yeni sentezletien eslenikleri, MT3-MT4 primer
cifti ile elde edilen sonuglarn karsilastirmak amaciyla Roche Tag ve Go Taq DNA
polimeraz kullanildi. PCR’1n her iki primer ¢ifti ile tutunma sicakliginin 63 °C’ta
sabit tutuldugu program 7’de yapilmasina karar verildi. 25 pl reaksiyon hacmine
kullanilacak ileri ve geri primerlerin her birisinden 15 pmol ve tiip basina 0,9 U

enzim eklendi. rrn-PCR iirlinlerinden 5 pl alinarak % 1°lik agaroz jelde goriintiilendi
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(Sekil 3.6.). Roche Taqg ile gerceklestirilen reaksiyonlarda (Sekil 3.6.) P17 soyu i¢in
FG15-FG25 primer ¢ifti ile elde edilen 4,5 kbg iiriin miktart MT3-MT4 primer ¢ifti
ile elde edilene gorece daha yliksek bulundu. Bu soy i¢cin MT3-MT4 primer cifti ile
gergeklestirilen reaksiyonda 1,5 kbg ikincil {iriiniin de ¢ok giiclii bir sekilde ¢ogaldigi
gozlendi. P22 soyu i¢in MT3-MT4 primer ¢ifti ile, FG15-FG25 primer ¢ifti ile elde
edilene gorece daha yliksek miktarda 4,5 kbg {irlin elde edildi. FG15-FG25 primer
cifti ile gergeklestirilen reaksiyonda 1,5 kbg ikincil iiriin gézlenmezken, MT3-MT4
primer ¢ifti ile gergeklestirilen reaksiyonda 1,5 kbg bant ¢ok zayif gozlendi. Go Taq
ile gergeklestirilen reaksiyonlarda (Sekil 3.6.), her iki primer cifti ile elde edilen 4,5
kb¢ PCR firiinlerinin verimi birbirine yakin olup, liriin miktar1 Roche Taq ile elde
edilenlere gorece ¢ok daha yiiksek bulundu. P17 soyu i¢in her iki primer ¢iftiyle de
cok zayif olmakla birlikte, 1,5 kbg ikincil PCR f{iriinii gbzlenirken, P22 soyunda bu

bant gdzlenmedi.

Sekil 3.6. rrn-PCR iiriinlerinin agaroz jel profili. 1, P17-FG-Roche Tag; 2, P17-MT-Roche Tag; 3,
P22-FG-Roche Tag; 4, P22-MT-Roche Taq; 5, HindIII ile kesilmis A DNA (23.1, 9.4, 6.6, 4.3, 2.3,
2.0, 0.5, 0.1 Kbg); 6, P17-FG-Go Taq; 7, P17-MT-GoTagq; 8, P22-FG-Go Taq; 9, P22-MT-Go Taq .

Bir onceki denemede MT3-MT4 primer ¢ifti ve Go Taq Polimeraz ile elde
edilen verimli sonuglar nedeniyle bundan sonraki calismalara bu primer ¢ifti ve
enzimle devam edilmesine karar verildi. P17, P22, 7A36, 6A5 ve 8 A3 soylari ile ayni
kosullarda 7 nolu programda, toplu iiretim amaciyla ti¢ger tiipliik rrn-PCR reaksiyonu
gergeklestirildi. Reaksiyon tamamlandiktan sonra her bir soya ait tiipler birlestirildi
ve rm-PCR iiriinlerinden 5 pl alinarak % 1’°lik agaroz jelde goriintiilendi (Sekil 3.7.).
Buna gore P22 ve 7A36 soylar ile 1,5 kbg ikincil PCR iirlinii gézlenmezken, bu
bandin 8A3 i¢in ¢ok zayif, P17 ve 6AS5 i¢in ¢ok giiclii oldugu goriildii. 6AS disindaki

tiim soylar i¢in 4,5 kb¢ PCR iiriiniiniin miktar1 goreceli yiiksek bulundu.
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4,5 Kbe >

1,5 Kbe >

Sekil 3.7. rrn-PCR iiriinlerinin agaroz jel profili. 1, P17; 2, P22; 3, HindIII ile kesilmis A
DNA (23.1,9.4,6.6,4.3,2.3,2.0, 0.5, 0.1 Kbg); 4, 6A5; 5, 7A36; 6, 8A3.

P17 ve P22 disindaki tiim yerel soylar ve 11 referans soy ile birer tiip MT3-
MT4 primer ¢ifti ve Go Taq DNA polimeraz kullanilarak ayni kosullarda (program
7) rrn-PCR reaksiyonu gergeklestirildi. rrn-PCR {iriinlerinden 5 pl alinarak % 1’°lik
agaroz jelde goriintiilendi (Sekil 3.8. ve 3.9.). L16, A18, A26 disindaki tiim soylarda,
bazilarinda ¢ok zayif olmakla birlikte, 1,5 kbg¢ ikincil PCR firiinii gozlendi. A28
soyunun kalip olarak kullanildig1 reaksiyonda 4,5 kbg {iriiniin ancak 5-10 ng oldugu,
L15’in kullanildig: reaksiyonda ise sadece 1,5 kbg lirtiniin ¢ogaldigi goriildii. Diger
soylar i¢in 4,5 kbg iiriin miktarinin 50-200 ng arasinda degistigi gozlendi.

Sekil 3.8. rrn-PCR iiriinlerinin agaroz jel profili. A: 1, L1; 2, L3; 3, L5; 4, L6; 5, L8; 6, HindIII ile
kesilmig A DNA (23.1, 9.4, 6.6, 4.3, 2.3, 2.0, 0.5, 0.1 Kbg); 7, L10; 8, L13; 9, L14; 10, L15; 11, L16;
12, L21. B: 1, L22; 2, P19; 3, P20; 4, P21; 5, P24; 6, HindIII ile kesilmis A DNA (23.1, 9.4, 6.6, 4.3,
2.3,2.0,0.5,0.1 Kbg); 7, A3; 8, A4; 9, A7; 10, A18; 11, A23; 12, A26.
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Sekil 3.9. rrn-PCR iiriinlerinin agaroz jel profili. A: 1, A28; 2, 1A1; 3, 5A1; 4, 6AS; 5, 7A36; 6,
HindIII ile kesilmis A DNA (23.1, 9.4, 6.6, 4.3, 2.3, 2.0, 0.5, 0.1 Kbg); 7, 8A3; 8, 9A20; 9, 10AS5; 10,
13A10; 11, 27E3; 12, 29A1. B: 1, 61A1; 2, HindIII ile kesilmis A DNA (23.1, 9.4, 6.6, 4.3, 2.3, 2.0,
0.5, 0.1 Kbg).

Standart olarak belirlenen kosullarda (Program 7) yapilan c¢esitli denemeler
sonucunda; 4,5 kb¢ rrn-PCR iirliniiniin verimi bazi ornekler i¢in diisikk bulunmus,
soylarin hemen tiimiinde, ~1,5 kbg {iriiniin ¢ogalmasi engellenememistir. Bu, iirtiniin
ARDRA analizlerini olumsuz etkileyecegi diisiiniildiiglinden ¢ogalmasini
engellemek iizere PCR kosullarini optimize etmeye yonelik diger ¢caligmalar asagida

Ozetlenmistir:

Program 2’de primer tutunma sicakligi ilk on dongiide 63 °C’ta sabit tutulup
sonraki 20 dongli boyunca iki dongiide bir 0,5 °C arttirllarak 68 °C’a ulagildi.
Program 1’de tutunma sicakligi reaksiyon boyunca 64 °C’ta sabit tutulurken, 72
°C’taki sentez basamagi ilk on dongiliden sonraki yirmi dongili boyunca 2 dongiide bir
20 saniye uzatildi. rrn-PCR irlinlerinden 5 pl almarak % 1’lik agaroz jelde
goriintiilendi (Sekil 3.10. ve 3.11.). 2 nolu program ile gergeklestirilen reaksiyonlarda
A7 soyu 1,5 kbg ikincil PCR iiriiniinii ¢ok gii¢lii tiretti. Bu programda geriye kalan
soylarin higbirisinde 1,5 kb¢ bant gozlenmedi. L15 soyu ile elde edilen 4,5 kbg
bandin 20-30 ng oldugu, diger soylar i¢in ise 50-400 ng arasinda degistigi gorildi. 1
nolu programda sadece P22 soyunda 1,5 kbg iiriin gozlenmedi. Buna karsin geriye
kalan tiim soylar i¢in bazilar1 ¢ok diisiik miktarlarda olmakla birlikte 1,5 kbg ikincil

PCR firiinii gozlendi. Bu programda hemen hemen tiim soylar i¢in 4,5 kbg {iriiniiniin

verimi ¢ok yiiksek bulundu.
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A P _§

e l!—- € 4,5Kbe

s ..,J S & 4,5 Kbe
-

Sekil 3.10. rrn-PCR iiriinlerinin agaroz jel profili, program 28. A: 1, L1; 2, L3; 3, L5; 4, L6; 5,
L8; 6, L10; 7, HindIII ile kesilmis A DNA (23.1, 9.4, 6.6, 4.3, 2.3, 2.0, 0.5, 0.1 Kbg); 8, L13; 9, L14;
10, L15; 11, L21; 12, L22. B: 1, P19; 2, P20; 3, P21; 4, P24; 5, A3; 6, A7; 7, HindIII ile kesilmis A
DNA (23.1,9.4,6.6,4.3,2.3,2.0,0.5,0.1 Kbg); 8, A23; 9, 1A1; 10, 6A5; 11, 8A3; 12, 61A1.

A
€ 4,5Kbe
€ 1,5Kbe
B
€ 4,5Kbe
€ 1,5Kbe

Sekil 3.11. rrn-PCR iiriinlerinin agaroz jel profili, program 26. A: 1, L16; 2, A4; kuyu 3,
A18; 4, A26; 5, SA1; 6, 7A36; 7, HindIlI ile kesilmis A DNA (23.1, 9.4, 6.6, 4.3, 2.3, 2.0,
0.5, 0.1 Kbg); 8, 9A20; 9, 10A5; 10, 13A10; 11, 27E3; 12, 29A1. B: 1, A28; 2, HindIII ile
kesilmis A DNA (23.1, 9.4, 6.6, 4.3, 2.3, 2.0, 0.5, 0.1 Kbg).

Bir 6nceki denemede 2 nolu program ile 1yi sonug elde edildigi i¢cin 27E3, A3
ve A23 i¢in ayni programda toplu iiretime gidildi, ancak istenilen verim alinamadi.

rrn-PCR iiriinlerinden 5 pl alinarak % 1’°lik agaroz jelde goriintiilendi (Sekil 3.12.).
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4,5 Kbe >

Sekil 3.12. rrn-PCR iiriinlerinin agaroz jel profili. 1, P17-MT-Go Taq; 2, A3; 3, HindIII ile
kesilmig A DNA (23.1, 9.4, 6.6,4.3,2.3,2.0,0.5, 0.1 Kbg); 4, A23; 5, 27E3.

A4, A28, 7TA36, 27E3 ve 5A1 soylan i¢in program 1, A3, L1, 6A5 ve 8A3
soylart i¢in program 2, P17 ve P22 soylart i¢in program 7 kullanilarak rrn-PCR
gergeklestirildi. Her bir soy i¢in tiipler birlestirildikten sonra, rrn-PCR iirlinlerinden
5 pl alinarak % 1’lik agaroz jelde goriintiilendi (Sekil 3.13.). L1 (ince cidarl tiipte)
ve P22 soylari ile yalnizca 4,5 kbg rrn-PCR iiriinii elde edilirken, diger soylar ile 4,5
kbg yani sira belirgin 1,5 kbg bant da gézlendi.

A
€ 4,5Kbe
€ 1,5Kbe
B € 4,5 Kbe

€ 1,5Kbe

Sekil 3.13. rrn-PCR iiriinlerinin agaroz jel profili. A: 1, L1; 2, L1-ince cidar; 3, A3; 4, A4; 5, A28;
6, HindIII ile kesilmis A DNA (23.1, 9.4, 6.6, 4.3, 2.3, 2.0, 0.5, 0.1 Kbg); 7, P17; 8, P22; 9, 5A1; 10,
6A5; 11, 7A36; 12, 8A3. B: 1, 27E3; 2, HindIII ile kesilmis A DNA (23.1, 9.4, 6.6, 4.3, 2.3, 2.0, 0.5,
0.1 Kbg).

Genomik DNA’nin kii¢lik fragmanlardan temizlenmesi i¢in gerceklestirilen
mikrodiyaliz sonrasinda, rrn-PCR’da kullanilan enzim ve PCR tiipiiniin {iriin
kalitesine etkisini gozlemlemek amaciyla mikrodiyaliz sonrasi ve oncesi ornekler
i¢cin farkli DNA polimerazlar kullanilarak Program 1’de 0,2 ml ince cidarli ve 0,5 ml

kalin cidarli tiiplerle rrn-PCR yapildi. rrn-PCR iiriinleri % 1°lik agaroz jelde
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goriintiilendi  (Sekil 3.14.). Buna gore; 0,2 ml PCR tiipliniin kullanildig1
reaksiyonlarda tiim enzimlerle 6zgiin olmayan PCR {irlinii miktar1 daha diisiik
goriilmiis, buna karsin 0,5 ml PCR tiiplerinde 6zgiil olmayan {iiriiniin miktar1 6zgiil
olana gorece yiiksek bulunmustur. Kullanilan ii¢ farklt DNA polimerazdan Go Taq
DNA polimerazin verimi digerlerinden yiliksek bulunmustur. Diyaliz edilmis kalip
DNA’nin kullanildig1 reaksiyonlarda 6zgiil olmayan {iriin miktar1 daha diisiik

bulunmakla birlikte, cogalmasi engellenememistir.

& 4,5 Kbe
€ 1,5Kbe

Sekil 3.14. rrn-PCR iiriinlerinin agaroz jel profili. 1, A18-0,2 ml tiip-Go Taq; 2, 5Al-diyaliz
oncesi-0,2 ml tiip-Go Taq; 3, SAl-diyaliz 6ncesi-0,5 ml kalin cidar-Go Taq; 4, SA1-diyaliz sonrasi-
0,5 ml kalin cidar-Go Tagq; 5, 5A1-diyaliz sonrasi-0,2 ml tip-Go Taq; 6, HindIII ile kesilmis A DNA
(23.1, 94, 6.6, 4.3, 2.3, 2.0, 0.5, 0.1 Kbg); 7, SAl-diyaliz 6ncesi-0,2 ml tiip-Takara; 8, SA1-diyaliz
sonrasi-0,2 ml tiip-Takara; 9, Kontrol-Takara; 10, 5A1-diyaliz 6ncesi-0,2 ml tiip-Roche; 11, 5A1-
diyaliz sonrasi-0,2 ml tiip-Roche.

Roche, Takara ve Go Taq DNA polimeraz ile Program 1’de 0,5 ml ince cidarli,
0,5 ml kalin cidarli, 0,2 ml ince cidarl tiipler kullanilarak rrn-PCR gergeklestirildi.
rr-PCR iirtinleri % 1’lik agaroz jelde goriintiilendi (Sekil 3.15.). Go Tag DNA
polimeraz ile 6zgiin iirlinlin verimi daha yiiksek bulunurken, 6zgiin olmayan PCR
tirtiniiniin ¢ogalmas1 engellenemedi. Yapilan reaksiyonlarin hepsinde verim daha
yiiksek bulundugundan bundan sonraki caligmalarda Go Taq DNA polimeraz
kullanilmasina ve reaksiyonlarin 0,5 ml ince cidarh PCR tiiplerinde

gerceklestirilmesine karar verildi.
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Sekil 3.15. rrn-PCR iiriinlerinin agaroz jel profili. A: 1, 5Al-diyaliz sonrasi-0,5 ml ince cidar-
Takara Tag; 2, HindIII ile kesilmis A DNA (23.1, 9.4, 6.6, 4.3, 2.3, 2.0, 0.5, 0.1 Kbg); 3, A18-0,5 ml
ince cidar-Takara Taq; 4, Kontrol-kalip(-)-Takara Taqg. B: 1, 5A1-diyaliz 6ncesi-0,5 ml ince cidar-Go
Taq; 2, 5Al-diyaliz 6ncesi-0,5 ml kalin cidar-Go Taq; 3, 5Al-diyaliz 6ncesi-0,2 ml ince cidar-Go
Taq; 4, A18-0,5 ml ince cidar-Go Tag; 5, 7A36-0,5 ml ince cidar-Go Tag; 6, 7A36-0,5 ml kalin cidar-
Go Tag; 7, HindIII ile kesilmis A DNA; 8, Kontrol-kalip(-)-0,5 ml ince cidar-Go Tag; 9, Kontrol-
Enzim (-)-0,5 ml ince cidar-Go Tag; 10, SA1 diyaliz 6ncesi-0,5 ml ince cidar-Roche Taq; 11, A18-0,5
ml ince cidar-Roche Taq; 12, Kontrol-Kalip(-)-0,5 ml ince cida-Roche Tag.

Secilen soylar ile rrn PCR, ince cidarl tiipler, Go Taq DNA polimeraz ve
program 1 ve 2 kullanilarak gereklestirildi. rrn-PCR firiinlerinden 1 pl alinarak %
1’lik agaroz jelde goriintiilendi (Sekil 3.16. ve 3.17.). Primer tutunma sicakliginin
kademeli olarak 63 °C’tan 68 °C’a ¢ikarildig1 2 numarali programda L8 ve A7 ile
tiriin elde edilemedi. Ayn1 programda L1, L3, L5, L6, L15, L21, L22, 7A36, 8A3 ve
61A1 soylari ile yalnizca 4,5 kbg biiyiikliigiindeki 6zgiil PCR iirlinii cogalirken, diger
soylar ile, bazilarinda ¢ok zayif olmakla birlikte, 1,5 kb¢ 6zgiil olmayan PCR {iriinii
de gozlendi. Sentez siiresinin kademeli olarak 3 dakikadan 6 dakika 20 saniyeye
cikarildig1 1 numarali programda yalnizca 13A10 soyu ile 1,5 kbg ikincil PCR {iriinii
gozlenmezken, diger tiim soylar ile bazilarinda ¢ok zayif olmakla birlikte, 1,5 kbg

biiytikliigiinde 6zgiin olmayan PCR iiriinii gézlendi.
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A
¥ & 4,5Kbe
< 1,5 Kbg

B
€ 4,5 Kbe
& 1,5 Kbe

Sekil 3.16. rrn-PCR iiriinlerinin agaroz jel profili, program 28. A: 1, L1; 2, L3; 3, L5; 4, L6; 5,
L8; 6, L10; 7, HindIII ile kesilmis A DNA (23.1, 9.4, 6.6, 4.3, 2.3, 2.0, 0.5, 0.1 Kbg); 8, L13; 9, L14;
10, L15; 11, L21; 12, L22. B: 1, P19; 2, P20; 3, P21; 4, P24; 5, A3; 6, A7; 7, HindIII ile kesilmis A
DNA; 8, A23;9, 1A1; 10, 5A1; 11, 6A5; 12, 7A36.

A
€ 4,5 Kbe
< 1,5Kbg
B
€ 4,5 Kbg
< 1,5Kbg

Sekil 3.17. rrn-PCR iiriinlerinin agaroz jel profili, program 26. A: 1, 9A20; 2, 10AS; 3, 13A10; 4,
Kontrol (26); 5, HindIII ile kesilmis A DNA (23.1, 9.4, 6.6, 4.3, 2.3, 2.0, 0.5, 0.1 Kbg); 6, 27E3; 7,
29A1. B: 1, 8A3 (program 28); 2, 61A1 (program 28); 3, L16; 4, A4; 5, HindIII ile kesilmis A DNA,;
6, Kontrol (28); 7, A18; 8, A18-0,2 ince cidar; 9, A26; 10, A28; 11, SA1; 12, 5A1-Roche Tagq.

Secilen soylar ile 2 nolu program kullanilarak fazla miktarda iiriin almaya
yonelik preparatif bir PCR gerceklestirildi. rrn-PCR {irtinlerinden 1 pl alinarak %
1’lik agaroz jelde goriintiilendi (Sekil 3.18.). Yalnizca 27E3 soyu ile 4,5 kbg 6zgiil
PCR firiinii elde edilirken, diger tiim soylar ile, bazilarinda ¢ok zayif olmakla birlikte,

0zgilin olmayan 1,5 kb¢ PCR iiriinii gézlendi.
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Sekil 3.18. rrn-PCR iiriinlerinin agaroz jel profili. A: 1, 29A1; 2, HindIII ile kesilmis A DNA (23.1,
94,6.6,43,23,2.0,0.5, 0.1 Kbg); 3, Kontrol. B: 1, L1; 2, L3; 3, L14; 4, L21; 5, L22; 6, HindIII ile
kesilmis A DNA; 7, P21; 8, A3; 9, 1A1; 10, 5A1; 11, 8A3; 12, 27E3.

Bunun iizerine A3, 1A1, 5A1 ve P21 soylar ile ilk on dongii boyunca 63 °C
olan primer tutunma sicakligimin on dongii sonrasinda iki dongiide bir 0,5 °C
arttirtlarak 20 dongii sonunda 68 °C’a ¢ikildig1 2 numarali program ile 68 °C’tan
kademeli olarak 63 °C’a inilen 6 numarali program kullanilarak rrn-PCR
gergeklestirildi. rrn-PCR dirlinlerinden 1 pl almarak % 1’lik agaroz jelde
goriintiilendi (Jel fotografi burada gosterilmemistir). Ancak tiim soylar i¢in gegerli ve
onceki sonuclarla tutarli tekrarlanabilir bir sonu¢ alinamadi. 6 nolu program ile de

tiim soylar i¢in iyi sonug alinamadi.

Iki farkli yontemle izole edilen P17, P19, P22 ve 5A1 genomik DNA’larinin
kalip olarak kullanildig1 program 6 ve 7 ile gerceklestirilen reaksiyonlar sonunda da
(Sekil 3.19. ve 3.20.) tiim soylar i¢in gegerli ve dnceki sonuglarla tutarli bir sonug
elde edilemedi. Program 6 ile 6zglin PCR iirlinii veriminin ¢ok diisiik oldugu

gozlendi.
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& 4,5 Kbe
& 1,5Kbe

€ 4,5Kbe
€ 1,5Kbe

Sekil 3.19. rrn-PCR iiriinlerinin agaroz jel profili, program 7. A: 1, 5A1-6h; 2, P17-6h-HY; 3,
P19-6h-HY; 4, P22-6h-HY; 5, 5A1-6h-HY; 6, HindIII ile kesilmis A DNA (23.1,9.4, 6.6, 4.3, 2.3, 2.0,
0.5,0.1 Kbg); 7, P17-EY; 8, P19-EY; 9, P22-EY; 10, SAI-EY. B: 1, P17-ON; 2, P19-ON; 3, P22-ON;
4, 5A1-ON; 5, P17-ON-HY; 6, HindIII ile kesilmis A DNA; 7, P19-ON-HY; 8, P22-ON-HY; 9, 5A1-
ON-HY; 10, P17-6h; 11, P19-6h; 12, P22-6h.

A
€ 4,5Kbe
€ 1,5Kbe
B
& 4,5 Kbe
& 1,5Kbe

Sekil 3.20. rrn-PCR iiriinlerinin agaroz jel profili, proram 6. A: 1, 5A1-6h; 2, P17-6h-HY; 3, P19-
6h-HY; 4, P22-6h-HY; 5, 5A1-6h-HY; 6, HindIII ile kesilmis A DNA (23.1, 9.4, 6.6, 4.3, 2.3, 2.0, 0.5,
0.1 Kbg); 7, P17-EY; 8, P19-EY; 9, P22-EY; 10, SA1-EY. B: 1, P17-ON; 2, P19-ON; 3, P22-ON; 4,
5A1-ON; 5, P17-ON-HY; 6, HindIII ile kesilmis A DNA; 7, P19-ON-HY; 8, P22-ON-HY; 9, 5A1-
ON-HY; 10, P17-6h; 11, P19-6h; 12, P22-6h.

Farkli genomik DNA 06ziitleme yontemleri (6 saat biiyiitlilmiis kiiltiirlerden
Hizl1 Yontem ve TEST yontemi kullanilarak) ile elde edilen P17, P19, P22 ve 5A1
genomik DNA’larmin kalip olarak kullanildigi rrn-PCR’lar 7 nolu programda
gerceklestirildi. rrn-PCR  iirlinlerinden 1 pl almarak % 1°lik agaroz jelde
goriintiilendi (Sekil 3.21.). Daha onceki sonuglarla birlikte degerlendirildiginde rrn-
PCR’larda 6 saatlik kiiltiirlerden Hizli Yontem ile elde edilen genomik DNA’larin
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kalip olarak kullanildig1 reaksiyonlarin 6zgiil {iriin veriminin ve safliginin daha iyi
oldugu goriildiiglinden, bundan sonra belirtilen yontemle elde edilen DNA’larin kalip

olarak kullanilmasina karar verildi.

Sekil 3.21. rrn-PCR iiriinlerinin agaroz jel profili. 1, P17-6h; 2, P17-6h-HY; 3, P19-6h; 4, P19-6h-
HY; 5, HindIII ile kesilmis A DNA (23.1, 9.4, 6.6, 4.3, 2.3, 2.0, 0.5, 0.1 Kbg); 6, P22-6h; 7, P22-6h-
HY; 8, 5A1-6h; 9, 5A1-6h-HY.

Bunun iizerine, tiim soylarin hizli yontem ile 6ziitlenen genomik DNA’larinin
kalip olarak kullanildigr rrn-PCR’lar 7 nolu programda gerceklestirildi. rrn-PCR
tiriinlerinden 1 pl alinarak % 1°lik agaroz jelde goriintiilendi (Sekil 3.22. ve 3.23.).
Sadece L6, L14, P17, P20, A4, A28, 5A1 ve 10A5 soylarimin kullanildigi
reaksiyonlarda 1,5 kb¢ PCR iiriinii gozlendi. Ilgilenilen 4,5 kbg PCR iiriiniiniin

veriminin hemen hemen tiim soylar i¢in yliksek oldugu gozlendi.

€ 4,5Kbg

€ 4,5 Kb
€ 1,5 Kbe

Sekil 3.22. rrn-PCR iiriinlerinin agaroz jel profili. A: 1, L1; 2, L3; 3, L5; 4, L6; 5, L8; 6, HindIII
ile kesilmis A DNA (23.1, 9.4, 6.6, 4.3, 2.3, 2.0, 0.5, 0.1 Kbg); 7, L10; 8, L13; 9, L14; 10, L15; 11,
L16;12,1L.21.B: 1, 1L22; 2, P17; 3, P19; 4, P20; 5, P21; 6, HindIII ile kesilmis A DNA; 7, P22; 8, P24;
9, A3;10, A4; 11, A7; 12, A18.
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€ 4,5 Kbe

Sekil 3.23. rrn-PCR iiriinlerinin agaroz jel profili. 1, A23; 2, A26; 3, A28; 4, 1A1; 5, 5A1; 6, 6AS;
7, HindIlI ile kesilmis A DNA (23.1, 9.4, 6.6, 4.3, 2.3, 2.0, 0.5, 0.1 Kbg); 8, 9A20; 9, 10A5; 10,
13A10; 11, 27E3; 12, 29A1; 13, 61A1.

Bu ¢alismadan secilen L6, L8, L10, A28, 1A1, 5A1, 10AS5 ve 27E3 soylarinin
hizli yontem ile elde edilen genomik DNA’lar1 kullanildig1 (6zgiil iirlin veren ve
verimi yiiksek) rrn-PCR’lar program 7’de preparatif gergeklestirildi. rrn-PCR
tiriinlerinden 1 pl alinarak % 1’°lik agaroz jelde goriintiilendi. Analitik ¢calismada 1,5
kbg¢ band1 iiretmeyen 27E3 soyunun preparatif ¢alismada bu bandi verdigi gozlendi.
Diger soylar ile yapilan PCR’larda 6zgiil olmayan bu iirlin gézlenmezken, ilgilenilen

4,5 kb¢ PCR iirtiniiniin miktar1 diisiik bulundu.

Bunun {izerine aymi c¢alismadan seg¢ilen L1, L15 ve L21 soylar1 ile ayni
programda (7) preparatif PCR’lar yinelendi. rrn-PCR iirlinlerinden 1 pl alinarak %
1’lik agaroz jelde goriintiilendi. Bu kez her ii¢ soy ile de daha dnceki reaksiyonlarda

goriilmeyen 1,5 kbg ikincil PCR iirliniiniin ¢ogaldig1 gozlemlendi.

ARDRA c¢alismasi i¢in yeterli DNA’nin bulunamadigi soylar belirlenerek,
tiimil ile ayn1 programda (program 7) analitik rrn-PCR’lar gerceklestirildi. rrn-PCR
tiriinlerinden 1 pl alimarak % 1°lik agaroz jelde goriintilendi (Sekil 3.24.).
Reaksiyonlarin  higbirisinde 6zgiill olmayan 1,5 kb¢’lik iiriin gdzlenmezken,

tamaminda “smear” goriildii.
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€ 4,5Kbe

Sekil 3.24. rrn-PCR iiriinlerinin agaroz jel profili. A: 1, A23; 2, A26; 3, 6AS5; 4, 9A20; 5, 13A10;
6, 29A1; 7, HindIII ile kesilmis A DNA (23.1, 9.4, 6.6, 4.3, 2.3, 2.0, 0.5, 0.1 Kbg); 8, 61A1. B: 1, L1;
2,015;3,1L13;4,L14;5,L15; 6, L16; 7, HindIII ile kesilmis A DNA; 8, P17; 9, P19; 10, P20; 11, P24;
12, A4; 13, A7.

Sorunun termal dongli cihazindan kaynaklanabilecegi ve her bir kuyu
sicakligmin farkli olabilecegi diisiintilerek, kuyularin denenmesi ve uygun f{iriin
miktarinin elde edilebilmesi amaciyla reaksiyon hacminin arttirilmasi kararlagtirildi.
Secilen soylar ile yapilan rrn-PCR’lar 50 pl reaksiyon hacminde program 7°de
gergeklestirildi. PCR reaksiyonu sonrasi segilen birkag soy i¢in her iki tiipten ayri
ayr1 ve birlestirildikten sonra 1 pl alinarak % 1’lik agaroz jelde goriintiilendi (Sekil
3.25.). L13 ve L15 soylarinin kullanildig: reaksiyonlarda yalnizca 4,5 kbg 6zgiil PCR
irlinlinlin ¢cogaldig1, buna karsin A4, 6AS, 27E3, L1, P17 ve P24 ile 1,5 kb¢ PCR
tiriiniiniin de c¢ogaldig1 goriildii. A4 ile her iki tiipte de 4,5 kbg biiyiikliigiindeki
fragmanin yam sira 1,5 kbg iirliniin de ¢ogaldig1 gozlenirken, 1A1°de tiiplerin her
ikisinde de yalmizca 4,5 kbg iiriin gozlenmis, buna karsin P24 ile yapilan

reaksiyonlarda 1,5 kbg {iriin, tliplerin birisinde goriiliirken digerinde goriilmemistir.
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--————!----—— < 4,5 Kbeg
< 1,5 Kbg

Sekil 3.25. rrn-PCR iiriinlerinin agaroz jel profili. A: 1, A4-1; 2, A4-2; 3, A4-birlesmis; 4, 1A1-1;
5, 1A1-2; 6, 1Al-birlesmis; 7, HindIII ile kesilmis A DNA (23.1, 9.4, 6.6, 4.3, 2.3, 2.0, 0.5, 0.1 Kbg);
8,6A5;9,27E3;10,L1;11,L13; 12, L14. B: 1, L15; 2, P17; 3, P19; 4, HindIII ile kesilmis A DNA; 5,
P20-1; 6, P20-2; 7, P20-birlesmis; 8, P24-1; 9, P24-2; 10, P24-birlesmis.

Termal dongili cihazimnin farkli kuyularinda ayni reaksiyon karigimi ile farkl
sonuglarin alinmasi tizerine Boliimiimiizde bulunan bir diger termal dongii cihazinin
denenmesi kararlagtirildi. Farkli genomik DNA 6ziitleme yontemleri (Wizard®
Genomic DNA Purification Kiti, Promega, hizl1 yontem ve CTAB yontemi) ile elde
edilmis genomik DNA’lar kalip olarak kullanilarak iki farkli termal dongii cihazi ile
program 7°de preparatif rrn-PCR gerceklestirildi. Her iki cihazla da benzer sonuglar
elde edildi. (Sekil 3.26.) Goreceli daha temiz profil elde edildigi icin kit ile izole

edilen genomik DNA’larin kalip olarak kullanilmasina karar verildi.
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Sekil 3.26. rrn-PCR iiriinlerinin agaroz jel profili. A: 1, A4-CTAB-TD1; 2, A4-CTAB-TD2. B: 1,
P22-KIiT-TD1; 2, P22-KIiT-TD2; 3, P22-CTAB-TDI; 4, P22-CTAB-TD2; 5, 7A36-TDI; 6, 7A36-
KIT-TD2; 7, 7A36-CTAB-TD1; 8, 7A36-CTAB-TD2; 9, HindIII ile kesilmis A DNA (23.1, 9.4, 6.6,
4.3, 23, 2.0, 0.5, 0.1 Kbg); 10, 6A5-CTAB-TDI; 11, 6A5-CTAB-TD2. (TD1: Laboratuarimizda
bulunan termal dongii cihazi, TD2: Boliimiimiizde bulunan diger termal dongii cihazi)

25 yerel izolat ve 11 referans soyun tiimii i¢cin Wizard® Genomik DNA
Saflastirma Kiti (Promega) ile saflastirllan genomik DNA’larin kalip olarak
kullanildigr  rrn-PCR’lar 50 pl/tiip reaksiyon hacminde 7 nolu programda
gergeklestirildi. Elde edilen PCR f{iriinlerinin 1 pl’si alinarak % 1 lik agaroz jelde
goriintiilendi (Sekil 3.27. 3.28. ve 3.29.) ve miktar tayini yapildi (Cizelge 3.4. ve
3.5.). Bundan sonraki rrn-ARDRA ¢alismalarinda bu PCR iirtinleri kullanildi.

L Le B el e

Sekil 3.27. rrn-PCR iiriinlerinin agaroz jel profili. 1, A4; 2, 6A5; 3, A28; 4, P19; 5, P20; 6, HindIII
ile kesilmis A DNA (23.1, 9.4, 6.6, 4.3, 2.3, 2.0, 0.5, 0.1 Kbg); 7, 8A3; 8, L14; 9, L16; 10, L22; 11,
7A36; 12, P22.
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Sekil 3.28. rrn-PCR iiriinlerinin agaroz jel profili. A: 1, P24; 2, A3; 3, A7; 4, A18; 5, A23; 6, A26; 7, HindIII
ile kesilmis A DNA (23.1, 9.4, 6.6, 4.3, 2.3, 2.0, 0.5, 0.1 Kbg); 8, 1A1; 9, 5A1; 10, 9A20; 11, 10A5; 12, 13A10.
B:1,L1;2,0L3;3,L5;4,L6; 5, L8; 6, HindIII ile kesilmis A DNA; 7, L10; 8, L13; 9, L15; 10, L21; 11, P17; 12,
P21.

& 4,5 Kbe
€ 1,5Kbe

Sekil 3.29. rrn-PCR iiriinlerinin agaroz jel profili. 1, 27E3; 2, 29A1; 3, HindIII ile kesilmis A DNA (23.1, 9.4,
6.6,4.3,2.3,2.0,0.5,0.1 Kbg); 4, 61A1.

Cizelge 3.4. Yerel izolatlarin rrn-PCR iiriin derisimleri.

iZOLAT ADI DERISIM (ng/ul)
Ll 200
L3 100
L5 150
L6 150
L8 150
L10 150
LI13 150
L14 125
L15 150
L16 175
L21 200
122 125
P17 200
P19 100
P20 200
P21 200
P22 200
P24 150
A3 200
A4 150
A7 200
Al8 150
A23 175
A26 Elde edilemedi
A28 200
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Cizelge 3.5. Referans soylarin rrn-PCR iiriin derigimleri.

IZOLAT ADI | DERISIM (ng/ul)
1A1 150
5A1 175
6A5 125
7A36 100
8A3 100
9A20 100
10A5 125

13A10 200
27E3 200
29A1 150
61A1 200

3.3.16S rDNA DIiZi ANALIiZi

16S rRNA geninin 758-777 aralifina eslenik FG55 ve 312-327 araligma
eslenik MT1 geri primerleri ile okunan dizilimler dizi analiz cihazininin
yazilimindan yararlanilarak hizalandi. Cakisan kisimlar gézoniine alinarak iki dizi,
FGS55 ile elde edilen dizinin 3' ucuna MTT1 ile elde edilen dizi eklenerek birlestirildi.
Daha sonra eclde edilen bu birlestirilmis dizi “Niikleotit Dizi Ceviricisi”
(http://www.u.arizona.edu/~jhoying/SequenceConverter.html) programu kullanilarak
ters ¢evrildi ve eslenik dizisi alindi. Sekil 3.33.’te goriildiigli iizere FG55 ve FG45
primerleri 16S rDNA dizisinin ortasina baglanmakta ve diziyi birbirine ters yonlere
dogru okumaktadirlar. FG55-MTT1 birlestirilmis dizisinin ters ¢evrilmesindeki amag
diziyi diger primer ¢ifti tarafindan okunan dizi ile uygun konuma getirebilmektir. Bu
sekilde ters ¢evrilen dizinin eslenik dizisinin arkasina FG45-MT?2 ileri primerleri ile
elde edilen birlestirilmis dizi eklenerek her bir izolat i¢in 16S rDNA geninin tam
dizilimleri elde edilmis oldu. Her bir primerle elde edilen diziler arasinda ¢akismanin
olmadig1 durumlarda diziler uygun konumda arka arkaya eklendi. Bu sekilde elde

edilen 16S rDNA dizilimlerinin uzunlugu 1246 ile 1471 baz arasindadir.

Asagida Beckman Coulter CEQ 8000 Genetik Analiz Sistemi ile elde edilen
ham veriden DNA dizilimlerinin elde edilmesi ve elde edilen bu dizinin
veritabanlarinda depolanan DNA dizileri ile karsilastirilmasi, L6 izolat1 6zelinde
orneklenmigstir. L6 izolatinin 16S rDNA geni FG45 ileri primeri kullanilarak DTCS
yontemi ile dizilenmis ve elde edilen ham veri dizi analiz cihazinin yazilimina ait

analiz programi kullanilarak, baz dizisine déniistiiriilmiistiir. Ileri ve geri primerlerle


http://www.u.arizona.edu/%7Ejhoying/SequenceConverter.html
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elde edilen diziler birlestirildikten sonra elde edilen tam 16S rDNA dizisi niikleotit
veritabanlarinda bulunan DNA dizileri ile BLAST hizli tarama programi kullanilarak
karsilastirilmig ve benzerlik gdsterdigi soylar belirlenmistir. Bu iglemin basamaklari

ve elde edilen sonug Sekil 3.30- 3.35.’te goriilmektedir.

Dizi analizi sonucunda elde edilen ham verinin islenmesi i¢in 6nce, “Edit”
butonuna basilarak agilan pencerede “general” alt penceresi secildikten sonra, dizi
analizine alinan DNA bir PCR f{iriinii oldugu icin “PCR product” isaretlendi (Sekil
3.30.A. ve 3.30.B.).
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Sekil 3.30. Beckman Coulter CEQ 8000 Genetik Analiz Sisteminin yazihmindan yararlanmlarak,
elde edilen ham verinin 16S rDNA dizilimine doniistiiriilmesi.

Daha sonra “kalite temelli ¢gikarma™ alt penceresi se¢ildi. Bu islev ile cihazin,

okumus oldugu dizinin her iki ucunda yiiksek bir dogruluk derecesinin altinda

oldugu belirlenen bazlar1 c¢ikarmasi saglandi (Sekil 3.30.C.). Bu dogrultuda

gergeklestirilen analiz sonucu Sekil 3.30.D.’de goriilmektedir. Uzeri ¢izilmis olanlar

dogrulugu secilmis esik degerin altinda kalan bazlardir.
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Elde edilen dizi aym soy i¢in MT2 ileri primeri ile okunmus olan diziyle
“align” edildi (Sekil 3.30.E.) ve ortiisen kisimlar dikkate alinarak iki dizi birbiri ile
birlestirildi.

L6 izolat1 i¢in elde edilen FG45-MT2 dizisi asagida goriilmektedir (Sekil 3.31.):

5' GTGTTAGGGGGTTTCCGCCCTCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTA
CGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTA
ATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAACCCTAGAGATAGGGCTT
TCCCTTCGGGGACAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTT
AAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACT
GCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTA
CACACGTGCTACAATGGACAGAACAAAGGGCTGCGAGACCGCAAGGTTTAGCCAATCCCACAAATC
TGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGAT
CAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGC
AACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTATGGAGCCAGCCGCCGAAGGTGGGGCAGATGATTGGGG
TGAAGTCGTAACAAGGTAACCA_3'

Sekil 3.31. Bacillus sp. L6 izolatinin FG45 ve MT2 ileri primerleri ile elde edilen 16S rDNA
dizilimi.

FG55 ve MTI1 geri primerleri ile de aym basamaklar izlenerek diziler elde

edildi ve birlestirildi (Sekil 3.32.).

5" TTCGCTCCTCAGCGTCAGTTACATGACCAGAGAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCC
ACATCTCTACGCATTTCACCGCTACACGTGGAATTCCACTCTCCTCTTCTGCACTCAAGTT
TCCCAGTTTCCAATGACCCTCCCCGGTTGAGCCGGGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAA
CCGCCTGCGAGCCCTTTACGCCCAATAATTCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTACC
GCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTGCAAGCA
GTTACTCTTGCACTTGTTCTTCCCTAACAACAGAGCTTTACGATCCGAAAACCTTCATCAC
TCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCC
CGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTCGGCTA
CGCATCGTCGCCTTGAGTGAGCCGTTACCTCACCAACTAGCTAATGCGCCGCGGGTCCAT
CTGTAAGTGACAGCCGAAACCGTCTTTCATCCTTGAACCATGCGGTTCAAGGAACTATCC
GGTATTAGCTCCGGTTTCCCGGAGTTATCCCAGTCTTACAGGCAGGTTACCCACGTGTTA
CTCACCCGTCCGCCGCTAACATCCGGGAGCAAGCTCCCTTCTGTCCGCTCGACTTGCATG
TATTAGGCACGCCGCCAGCGTTCGTCCTGAGCCATGATCAAACT 3'

Sekil 3.32. Bacillus sp. L6 izolatinin FG55 ve MT1 geri primerleri ile elde edilen 16S rDNA
dizilimi.
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Sekil 3.33.’de 16S rDNA dizi analizinde kullanilan ileri ve geri primerlerin,
GenBank’tan alman B. subtilis 16S ribozomal RNA geni tam dizisi (Accession
DQ301917) tizerindeki konumlarinin, “Dizi Oziitleyici” programi
(http://bioinformatics.org/seqext/) kullanilarak gosterimi verilmistir. FG45 ve FG55
primerleri biribirinin eslenigidir ve 16S rDNA dizisinde 758-777 baz araligina
tutunmaktadir. MT1 primeri 312-327 boélgesine, MT2 ise 1193-1212 araligina

tutunmaktadir.



GGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGEGCGGACGEGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTA
“10 ~20 “30 ~40 ~50 ~60 *70 ~80 ~90

CCGCCGCACGGATTATGTACGTTCAGCTCGCCTGTCTACCCTCGAACGAGGGACTACAATCGCCGCCTGCCCACTCATTGTGCACCCATTGGACGGACAT
AGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGGTTGTTTGAACCGCATGGTTCAAACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGATGG
X x X X x X160 ~ X X
TCTGACCCTATTGAGGCCCTTTGGCCCCGATTATGGCCTACCAACAAACTTGGCGTACCAAGTTTGTATTTTCCACCGAAGCCGATGGTGAATGTCTACC
ACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACG

~2 ~22 ~23 ~240 ~250 ~260 ~270 ~280 ~290
TGGGCGCCGCGTAATCGATCAACCACTCCATTGCCGAGTGGTTCCGTTGCTACGCATCGGCTGGACTCTCCCACTAGCCGGTGTGACCCTGACTCTGTGC
3' atgccctcecgtegtca 5' MT1 primer
GCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAA
X <32 <33 X x X X x X
CGGGTCTGAGGATGCCCTCCGTCGTCATCCCTTAGAAGGCGTTACCTGCTTTCAGACTGCCTCGTTGCGGCGCACTCACTACTTCCAAAAGCCTAGCATT
AGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGAAATAGGGCGGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCG
“4 ~420 ~430 ~440 ~450 ~460 ~470 ~48 ~490
TCGAGACAACAATCCCTTCTTGTTCATGGCAAGCTTTATCCCGCCATGGAACTGCCATGGATTGGTCTTTCGGTGCCGATTGATGCACGGTCGTCGGCGC
GTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGA
“5 ~520 ~530 ~540 ~550 “560 ~570 ~580 “590
CATTATGCATCCACCGTTCGCAACAGGCCTTAATAACCCGCATTTCCCGAGCGTCCGCCAAAGAATTCAGACTACACTTTCGGGGGCCGAGTTGGCCCCT
GGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAA
~ ~ ~ ~640 ~650 ~660 ~670 ~680 ~690
CCCAGTAACCTTTGACCCCTTGAACTCACGTCTTCTCCTCTCACCTTAAGGTGCACATCGCCACTTTACGCATCTCTACACCTCCTTGTGGTCACCGCTT
5' attagataccctggtagtcc 3' FG45 primer
3' taatctatgggaccatcagg 5' FG55 primer
GGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAA
~ ~ 730 ~740 ~750 ~760 770 ~780 790
CCGCTGAGAGACCAGACATTGACTGCGACTCCTCGCTTTCGCACCCCTCGCTTGTCCTAATCTATGGGACCATCAGGTGCGGCATTTGCTACTCACGATT
GTGTT ;;;»LuLLLLL1AGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGG
~810 ~820 ~830 ~840 ~850 ~860 ~870 ~880 ~890
CACAATCCCCCAAAGGCGGGGAATCACGACGTCGATTGCGTAATTCGTGAGGCGGACCCCTCATGCCAGCGTTCTGACTTTGAGTTTCCTTAACTGCCCC
GCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGTCCCC
~9 92 ~930 ~940 ~950 ~960 ~970 ~980 ~990
CGGGCGTGTTCGCCACCTCGTACACCAAATTAAGCTTCGTTGCGCTTCTTGGAATGGTCCAGAACTGTAGGAGACTGTTAGGATCTCTATCCTGCAGGGG
TTCGGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGC
010 ~1020 ~1030 ~1040 ~1050 ~1060 ~1070 ~1080 ~1090
AAGCCCCCGTCTCACTGTCCACCACGTACCAACAGCAGTCGAGCACAGCACTCTACAACCCAATTCAGGGCGTTGCTCGCGTTGGGAACTAGAATCAACG
5' gctacaca
CAGCATTCACTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGCTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACA
“1110 ~1120 ~1130 ~1140 ~1150 ~1160 ~1170 ~1180 ~1190
GTCGTAAGTGAACCCGTGAGATTCCACTGACGGCGACTGTTTGGCCTCCTTCCACCCCTACTGCAGTTTAGTAGTACGGGGAATACTGGACCCGATGTGT
cgtgctacaatg 3' MT2 primer
CGTGCTACAATGGACAGAACAAAGGCCAGCGAAACCGCGAGGTTAAGCCAATCCCACAAATCTGTTGTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCG
~1210 ~1220 ~1230 ~1240 ~1250 ~1260 ~1270 ~1280 ~1290
GCACGATGTTACCTGTCTTGTTTCCGGTCGCTTTGGCGCTCCAATTCGGTTAGGGTGTTTAGACAACAGTCAAGCCTAGCGTCAGACGTTGAGCTGACGC
TGAAGCTGGAATCGACTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATALu1LLLLubuLLLLuiACACALLuLLLbLLACACCACGAGAGTTTGTAACA
~1310 ~1320 ~1330 ~1340 ~1350 ~1360 ~1370 ~1380 ~1390
ACTTCGACCTTAGCTGATCATTAGCGCCTAGTCGTACGGCGCCACTTATGCAAGGGCCCGGAACATGTGTGGCGGGCAGTGTGGTGCTCTCAAACATTGT

CCCGAAGTCGCTGAGGTAACCTTTTAGGAGCCAGCCGCCG
“1410 ~1420 ~1430
GGGCTTCAGCGACTCCATTGGAAAATCCTCGGTCGGCGGC
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Sekil 3.33. 16S rDNA dizi analizinde kullanmilan ileri ve geri primerlerin B. subtilis rRNA geni

(GenBank, DQ301917) iizerindeki yerlesimleri.

FG55-MT1 geri primerleri ile elde edilen birlesmis dizi ters gevrilerek

eslenegine ait dizi alindi. Bu dizinin hemen arkasina FG45-MT?2 ileri primerleri ile

elde edilen birlestirilmis dizi eklendi. Boylece, 16S rDNA gen diziliminin hemen

tamami 5'-3' dogrultusunda elde edilmis oldu (Sekil 3.34.):

5" AGTTTGATCATGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGC
GGACAGAAGGGAGCTTGCTCCCGGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTA
ACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAGTTCCTTG
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AACCGCATGGTTCAAGGATGAAAGACGGTTTCGGCTGTCACTTACAGATGGACCCGCGG
CGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACTCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTG
AGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCA
GTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAA
GGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCAAGAGTAACTGCTTGC
ACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAAT
ACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTT
AAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAAACTT
GAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGA
GGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCATGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAGTG
TTAGGGGGTTTCCGCCCTCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAG
TACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCA
TGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAACC
CTAGAGATAGGGCTTTCCCTTCGGGGACAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGC
TCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCC
AGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGAT
GACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAGAAC
AAAGGGCTGCGAGACCGCAAGGTTTAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCG
CAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGC
GGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGCAACAC
CCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTATGGAGCCAGCCGCCGAAGGTGGGGCAGATGATTGG
GGTGAAGTCGTAACAAGGTAACCA_3'

Sekil 3.34. Bacillus sp. L6 izolatinin 16S rDNA dizilimi (1450 baz).

Elde edilen 16S rDNA dizilimi NCBI web sitesinde
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) bulunan BLAST programi kullanilarak mevcut
niikleotit veri tabanina kars1 tarandi. BLAST taramasi sonucunda L6 izolatinin en
yiiksek benzerlik (% 99) gosterdigi soylardan birisi olan Bacillus pumilus soyu ile

hizalama sonucu asagida goriilmektedir (Sekil 3.35.).

Bacillus pumilus gene for 16S rRNA, strain:KT1012
Length=1504

Score = 1400 bits (758), Expect
Identities = 763/765 (99%), Gaps
Strand=Plus/Plus

0.0
2/765 (O%)
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Query 2 GTTTGATCATGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGGA 61

IR e e e e e e e e e e e e el
Shjct 1 GTTTGATCATGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGGA 60

Query 62  CAGAAGGGAGCTTGCTCCCGGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCT 121

NNy
Shjct 61  CAGAAGGGAGCTTGCTCCCGGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCT 120

Query 122 GCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAGTTCCTTGAACC 181

RNy NNy
Shjct 121 GCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAGTTCCTTGAACC 180

Query 182 GCATGGTTCAAGGATGAAAGACGGTTTCGGCTGTCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCAT 241

TEELRE e e e e e e e e e e el
Shjct 181 GCATGGTTCAAGGATGAAAGACGGTTTCGGCTGTCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCAT 240

Query 242 TAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACTCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGG 301

LRELRREER R e e e et e e e e el
Shjct 241 TAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCAC-CAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGG 299

Query 302 TGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGA 361

TR e e e e e e e e e e e e e el
Shjct 300 TGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGA 359

Query 362 ATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCG 421

RN aununan iy
Shjct 360 ATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCG 419

Query 422 GATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCAAGAGTAACTGCTTGCACCTTGAC 481

LR e e e e e e e e e e e e e e e e e el
Shjct 420 GATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCAAGAGTAACTGCTTGCACCTTGAC 479

Query 482 GGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTG 541

LR e e e e e e e e e e e et
Shjct 480 GGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTG 539

Query 542 GCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGAT 601

TREERE R e e e e e e e e e e et
Shjct 540 GCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGAT 599

Query 602 GTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAA 661

IR e e e e e e e e e e e e e el
Shjct 600 GTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAA 659

Query 662 GAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGT 721

LELEELE LR e e e e e e e e e e e e el
Sbjct 660 GAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGT 719

Query 722 GGCGAAGGCGACTCTCTGGTCATGTAACTGACGCTGAGGAGCGAA 766

LELLERREREeR e e el
Sbjct 720 GGCGAAGGCGACTCTCTGGTC-TGTAACTGACGCTGAGGAGCGAA 763

0.0
2/695 (0%)

Score = 1243 bits (673), Expect
Identities = 688/695 (98%), Gaps
Strand=Plus/Plus

Query 752  ACGCTGAGGAGCGAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCTCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTA 811

LD e e e e el
Sbjct 812  ACGATGA-GTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCC-CTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTA 869

Query 812  AGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCC 871

FELEERR R e e e e e e e e el
Sbjct 870  AGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCC 929

Query 872  GCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTT 931

EELERR e e e e e e e e e e el
Sbjct 930  GCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTT 989

Sekil 3.35. Bacillus sp. L6 izolat1 16S rDNA dizisinin B. pumilus (GenBank, AB11595.1) 16S
rDNA dizisi ile alignmenti.
Query 932 GACATCCTCTGACAACCCTAGAGATAGGGCTTTCCCTTCGGGGACAGAGTGACAGGTGGT 991

LELEELE R e e e e e e e el
Sbjct 990  GACATCCTCTGACAACCCTAGAGATAGGGCTTTCCCTTCGGGGACAGAGTGACAGGTGGT 1049

Query 992  GCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAAC 1051
LR teee e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e el



99

Sbjct 1050 GCATGGTTATCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAAC 1109
Query 1052 CCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACC 1111
. LR e e e e e e e el
Sbjct 1110 CCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACC 1169
Query 1112 GGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTG 1171
. LR NN NN NN RNy
Sbjct 1170 GGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTG 1229
Query 1172 CTACAATGGACAGAACAAAGGGCTGCGAGACCGCAAGGTTTAGCCAATCCCACAAATCTG 1231
. RN NN NN NNy
Sbjct 1230 CTACAATGGACAGAACAAAGGGCTGCGAGACCGCAAGGTTTAGCCAATCCCACAAATCTG 1289
Query 1232 TTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCG 1291
LR NN NN RN RNy
Sbjct 1290 TTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCG 1349
Query 1292 CGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCA 1351
. ELEELE R e e e e e e e el
Sbjct 1350 CGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCA 1409
Query 1352 CGAGAGTTTGCAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTATGGAGCCAGCCGCCGAAGGT 1411
. LR e e e e e e e el
Sbjct 1410 CGAGAGTTTGCAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTATGGAGCCAGCCGCCGAAGGT — 1469
Query 1412 GGGGCAGATGATTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTA 1446

LR e e el
Shjct 1470 GGGGCAGATGATTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTA 1504

Sekil 3.35. Devamm

Asagida L6 soyu ve molekiiler tiplendirme calismalarinda 6n plana g¢ikan
birkag soy i¢cin 16S rDNA diziliminin NCBI BLAST programi kullanilarak
gerceklestirilen hizalama sonuglart goriilmektedir (Cizelge 3.6.-3.11.). Cizelge
3.12.°de tiim yerel Bacillus izolatlarnin 16S rDNA dizi analizine gore benzerlik

gosterdikleri soylar ve okunan dizilerin baz uzunluklar1 gériilmektedir.

Cizelge 3.6. L6 yerel izolat1 16S rDNA dizisi (1450 baz) BLAST sonucu.

. . . Max || Total Query E Max
Accession Description :
score || score || coverage |(value| ident



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=3K5K1WJU014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=1&DISPLAY_SORT=1&HSP_SORT=1#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=3K5K1WJU014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=1&DISPLAY_SORT=1&HSP_SORT=1#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=3K5K1WJU014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=1&DISPLAY_SORT=2&HSP_SORT=1#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=3K5K1WJU014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=1&DISPLAY_SORT=2&HSP_SORT=1#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=3K5K1WJU014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=1&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=3K5K1WJU014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=1&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=3K5K1WJU014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=1&DISPLAY_SORT=0&HSP_SORT=0#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=3K5K1WJU014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=1&DISPLAY_SORT=0&HSP_SORT=0#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=3K5K1WJU014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=1&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=3K5K1WJU014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=1&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3#sort_mark
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Accession Description Max | Total Query L .M_ax
score || score | coverage | value| ident

Bacillus pumilus gene for 16S 0 o

AB115957.1 [RNA, strain:KT1012 1400 (2644 {99% 0.0 |99%
Bacillus pumilus gene for 16S

AB211228.1 [[ribosomal RNA, strain: 1400 |[2637 {99% 0.0 99%
NKCM8905
Bacillus pumilus strain J 16S

EF197942.1 |ribosomal RNA gene, partial 1397 ||2652 |99% 0.0 |99%
sequence
Bacillus sp. NJ-82 partial 16S o o

AM409371.1 rRNA gene, strain NJ-82 1397 (2641 {99% 0.0 |99%
Bacillus sp. CNJ742 PL04 16S

DQ448760.1 |[ribosomal RNA gene, partial 1397 |[2639 {|99% 0.0 99%

g p

sequence

AY741720.1 |[Bacillus pumilus 168 ribosomal 39, llh46 llggoy, 0.0 [99%
RNA gene, partial sequence

AB098s78.1 |[Bacillus pumilus gene for 165,39, llh655 9oy, 0.0 [99%
rRNA, partial sequence
Bacillus pumilus strain B402 16S

DQ523500.1 |[ribosomal RNA gene, partial 1395 ||2594 |97% 0.0 |99%
sequence
Bacillus sp. ZD414 16S

DQ445268.1 |ribosomal RNA gene, partial 1393 ||2642 |99% 0.0 |99%

sequence

Cizelge 3.7. L10 yerel izolat1 16S rDNA dizisi (1452 baz) BLAST sonucu.



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=33354180&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#33354180#33354180
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=62554183&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#62554183#62554183
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=124014031&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#124014031#124014031
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=117956977&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#117956977#117956977
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=92091078&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#92091078#92091078
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=52788422&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#52788422#52788422
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=27530897&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#27530897#27530897
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=100222930&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#100222930#100222930
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=90903319&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#90903319#90903319
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. s Max || Total uer E Max
Accession Description —_— 5 !
score || score || coverage ||value || ident
EF502020.1 Bacillus subtilis strain EDR4 16S ribosomal RNA gene, partial 1400 112650 |99 0.0 999%
= |lsequence —
EF428253 1 BaC!IIus subtilis strain HDYM-34 16S ribosomal RNA gene, 1400|650 llogos 0.0 999
—— ||partial sequence —
EF428251.1 BaC!IIUS subtilis strain HDYM-28 168 ribosomal RNA gene, 1400 112650 |loows 0.0 999%
——  ||partial sequence —
EF428250.1 BaC!Ilus subtilis strain HDYM-26 168 ribosomal RNA gene, 1400 112639 |l99% 0.0 999%
= ||partial sequence —
EF428240.1 BaC!IIus subtilis strain HDYM-11 16S ribosomal RNA gene, 1400 |es1 llogos 0.0 999
——— ||partial sequence —
EF428238.1 BaC!IIUS subtilis strain HDYM-08 168 ribosomal RNA gene, 1400 112650 |loows 0.0 999%
——  ||partial sequence —
EF428237 1 BaC!Ilus subtilis strain HDYM-07 168 ribosomal RNA gene, 1400 112644 |99 0.0 999%
= ||partial sequence —
EF492885 1 Bacillus subtilis strain B3 16S ribosomal RNA gene, partial 1400|650 llogos 0.0 999
——— ||sequence —
DO676957.1 Bacillus subtilis strain Jinran 14 16S ribosomal RNA gene, partial 1400 12661 loows 0.0 999%
sequence —
DO444283.1 Bacillus subtilis strain YJOO1 16S ribosomal RNA gene, partial 1400 |hesa |l100% 0.0 999
sequence —
[DQ377150.1][Bacillus sp. ceb01 168 ribosomal RNA gene, partial sequence  |[1400 2650 |[100% (0.0 ][99%
AB232386.1 geluilzl‘lijs subtilis gene for 16S rRNA, partial sequence, strain: 1400 |es1 llogos 0.0 999
|AF41 1118.1 ||Baci||us sp. Bchl 168 ribosomal RNA gene, complete sequence || 1400 ||2657 ||99% ||0.0 ||99%
|AY887082.1||Bacillus subtilis 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1400 |[2648 |[100%  [j0.0 |[99%
EF433408.1 Bacillus amyloll_quefamens strain BCRC 14193 168 ribosomal 1399|2648 |looos 0.0 999%
——  ||RNA gene, partial sequence T
DO415893.2 Bacillus subtilis strain MA139 168 ribosomal RNA gene, partial 1399 |1h6as  llogos 0.0 999
sequence —
|AY587809.1][Bacterium Te22R 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 1399 2652 [99% .0 [99%
[DQ365582.1][Bacillus sp. GS06 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 1399 2650 [99% .0 [99%
EF428249 1 BaC!IIus subtilis strain HDYM-25 16S ribosomal RNA gene, 139 2641 |l99% 0.0 999
——— ||partial sequence "
EF428247 1 BaC!IIUS subtilis strain HDYM-23 168 ribosomal RNA gene, 1397 2646 |loows 0.0 999%
—— — ||partial sequence —
EF491625.1 Bacillus subtilis isolate G8 16S ribosomal RNA gene, partial 1395 |hesa |l100% 0.0 999
——  |[sequence —
EF221612.1 Bacillus subtilis strain T2 16S ribosomal RNA gene, partial 1395 12637 |l100% 0.0 999%
——— ||sequence 1595
EF032683.1 Bacillus subtilis strain AU53 16S ribosomal RNA gene, partial 1395 12644 |looos 0.0 999%
———  |[sequence 7
DO659145.1 BaC!Ilus polyfermenticus strain GR010 16S ribosomal RNA gene, 1395|1639 llogos 0.0 999%
partial sequence —
Bacillus polyfermenticus 16S ribosomal RNA gene and internal
AY149473.1||transcribed spacer 1, complete sequence; and 23S ribosomal RNA [|1395  [|12639  |{99% 0.0 99%
gene, partial sequence
AY587833.1][Bacterium Te70R 168 ribosomal RNA gene, partial sequence  |[1395 ][2631  ][99% 0.0 ]j99%
AY530960 1 BaC!Ilus licheniformis strain HK-1 16S ribosomal RNA gene, 1395 12460 |lo3o% 0.0 99%
partial sequence —

Cizelge 3.8. L15 yerel izolat1 16S rDNA dizisi (1382 baz) BLAST sonucu.



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=3K65NJJT014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=1&DISPLAY_SORT=1&HSP_SORT=1#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=3K65NJJT014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=1&DISPLAY_SORT=1&HSP_SORT=1#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=3K65NJJT014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=1&DISPLAY_SORT=2&HSP_SORT=1#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=3K65NJJT014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=1&DISPLAY_SORT=2&HSP_SORT=1#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=3K65NJJT014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=1&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=3K65NJJT014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=1&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=3K65NJJT014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=1&DISPLAY_SORT=0&HSP_SORT=0#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=3K65NJJT014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=1&DISPLAY_SORT=0&HSP_SORT=0#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=3K65NJJT014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=1&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=3K65NJJT014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=1&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=145926670&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#145926670#145926670
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=145244704&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#145244704#145244704
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=145244702&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#145244702#145244702
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=145244701&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#145244701#145244701
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=145244691&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#145244691#145244691
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=145244689&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#145244689#145244689
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=145244688&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#145244688#145244688
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=144228164&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#144228164#144228164
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=110348340&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#110348340#110348340
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=90812253&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#90812253#90812253
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=87130832&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#87130832#87130832
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=73661142&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#73661142#73661142
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=15705859&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#15705859#15705859
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=58618232&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#58618232#58618232
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=126653863&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#126653863#126653863
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=90018539&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#90018539#90018539
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=46560670&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#46560670#46560670
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=86161537&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#86161537#86161537
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=145244700&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#145244700#145244700
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=145244698&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#145244698#145244698
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=144963827&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#144963827#144963827
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=124365832&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#124365832#124365832
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=117572647&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#117572647#117572647
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=110293958&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#110293958#110293958
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=37722425&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#37722425#37722425
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=46560694&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#46560694#46560694
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=42600986&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#42600986#42600986
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. e Max Total uer E Max
Accession Description — | — I —
score || score coverage || value |l ident
EF488975 1 Bacillus pumllu§ strain BSH-4 16S ribosomal 1397 2509 100% 0.0 99%
—— ||RNA gene, partial sequence -
EF491624.1 Bacillus pumllu§ isolate ZB13 168 ribosomal 1397 2509 100% 0.0 99%
—— ||RNA gene, partial sequence —
DQ988522.1 E;ﬂgl“:ef;g'c‘f 16 ribosomal RNA gene, 11397 |h408  [l100% 0.0 [|99%
AY548949.1 Bacillus pumilus strain 8N-4 16S ribosomal 1397 2509 100% 0.0 999%
RNA gene, complete sequence —
AY587832.1 E:rﬁz{l:;guiiil{ 16S ribosomal RNA gene, ||1395  [l508  |100% 0.0 [99%
EF523475.1 Bacillus pumllu§ strain BPT-18 168 ribosomal 1391 2504 100% 0.0 99%
———— ||RNA gene, partial sequence —
EF198246.1 Bacillus sp. MACLI11B 16S ribosomal RNA 1391 2498 100% 0.0 99%
—— ||gene, partial sequence —
D0207559.1 5a0|llus pumilus isolate CECRIblo 02 16S 1391 1391 559 0.0 999%
ribosomal RNA gene, partial sequence —
AY548955.1 Bacillus pumilus strain S9 16S ribosomal RNA 1391 2504 100% 0.0 99%
gene, complete sequence —
Cizelge 3.9. P20 yerel izolat1 16S rDNA dizisi (1465 baz) BLAST sonucu.
. L. Max Total uer E Max
Accession Description _— T :
score score coverage value || ident
AY587784.1 Zz;c::gggn Te30A 16S ribosomal RNA gene, partial 1410 2635 99% 00 99%
AY587783.1 iilcézgggl Te28A 16S ribosomal RNA gene, partial 1410 2624 999, 00 999
DO513324.1 Bacillus thuringiensis strain DMB 16S ribosomal RNA 1408 2545 95% 00 999%
gene, partial sequence —
AF390088.1 SBi;:I;LIILIJ:esp. W-21 16S ribosomal RNA gene, partial 1406 2423 93% 00 99%
EF428972.1 SBeallcl;Ielrl:CSesp. PS6 16S ribosomal RNA gene, partial 1404 2415 92% 00 999
EF381743.1 SPeaq?eI:gglllus larvae 168 ribosomal RNA gene, partial 1404 2526 999, 00 999%
DO207729.2 Bacillus cereus strain CCM 2010 16S ribosomal RNA 1404 2644 999 0.0 999
gene, complete sequence —
[CP000485.1 |[Bacillus thuringiensis str. Al Hakam, complete genome |[1404  |[3.709¢+04 |[99% 0.0 [99%
DO448749.1 E;(;;Iallljsse?]%e(;llc\leﬂﬂ PL04 16S ribosomal RNA gene, 1404 2637 999, 00 999
Bacillus cereus isolate CECRIbio 06 16S ribosomal o o
DQ207562.1 RNA gene, partial sequence 1404 2550 96% 0.0 99%
AE017355.1 E:ﬁ;g‘;f;g‘;;‘gg:”s's serovar konkukian str. 97-27, 1|14 13 708¢+04 [|99% 0.0 [99%
AE017334.2 :ear(l:(l)lrlxllj: anthracis str. 'Ames Ancestor', complete 1404 2.911e+04 [|99% 0.0 999
AE017225.1](Bacillus anthracis str. Sterne, complete genome 1404 ][2.911e+04 ][99% 0.0 ]|99%
AY425946.1 E:Ii;g]u:e(;‘::#::tram (9241 168 ribosomal RNA gene, 1404 2650 99% 0.0 99%
AY224388.1 E:S;'fj::;:ﬁ;ﬁ?‘“ BGSC 6AS rmM operon, 1404 |[2644 99% 0.0 [|99%

Cizelge 3.10. P22 yerel izolat1 16S rDNA dizisi (1402 baz) BLAST sonucu.



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=3K7519S2012&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=1&DISPLAY_SORT=1&HSP_SORT=1#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=3K7519S2012&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=1&DISPLAY_SORT=1&HSP_SORT=1#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=3K7519S2012&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=1&DISPLAY_SORT=2&HSP_SORT=1#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=3K7519S2012&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=1&DISPLAY_SORT=2&HSP_SORT=1#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=3K7519S2012&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=1&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=3K7519S2012&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=1&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=3K7519S2012&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=1&DISPLAY_SORT=0&HSP_SORT=0#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=3K7519S2012&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=1&DISPLAY_SORT=0&HSP_SORT=0#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=3K7519S2012&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=1&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=3K7519S2012&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=1&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=145079084&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#145079084#145079084
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=144963814&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#144963814#144963814
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=116241163&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#116241163#116241163
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=45269052&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#45269052#45269052
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=46560693&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#46560693#46560693
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=145423999&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#145423999#145423999
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=124020470&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#124020470#124020470
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=76885968&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#76885968#76885968
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=45269058&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#45269058#45269058
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=3K8TAWBU012&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=1&DISPLAY_SORT=1&HSP_SORT=1#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=3K8TAWBU012&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=1&DISPLAY_SORT=1&HSP_SORT=1#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=3K8TAWBU012&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=1&DISPLAY_SORT=2&HSP_SORT=1#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=3K8TAWBU012&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=1&DISPLAY_SORT=2&HSP_SORT=1#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=3K8TAWBU012&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=1&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=3K8TAWBU012&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=1&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=3K8TAWBU012&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=1&DISPLAY_SORT=0&HSP_SORT=0#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=3K8TAWBU012&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=1&DISPLAY_SORT=0&HSP_SORT=0#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=3K8TAWBU012&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=1&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=3K8TAWBU012&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=1&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=46560645&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#46560645#46560645
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=46560644&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#46560644#46560644
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=99033837&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#99033837#99033837
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=15420795&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#15420795#15420795
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=126570242&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#126570242#126570242
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=125745150&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#125745150#125745150
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=118480563&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#118480563#118480563
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=118415003&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#118415003#118415003
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=92091067&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#92091067#92091067
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=76885971&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#76885971#76885971
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=49328240&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#49328240#49328240
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=50082967&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#50082967#50082967
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=49176966&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#49176966#49176966
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=40716450&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#40716450#40716450
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=37904114&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#37904114#37904114
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Accession Description Max | Total Query E .Mﬁ
score || score || coverage |/ value| ident

AB021185.1 gifg'“s flexus gene for 16S ribosomal )31, 5535 |lggo, 0.0 [99%

DQs14312.1BacilUS flexus strain P27-25 168 1310|2530  [|100% 0.0 |[99%
ribosomal RNA gene, partial sequence

Al784845.1 ||BCHIUS p- Con a/4 partial 16S rRNA ), 358 112397 (|00 0.0 [99%
gene, isolate Con a/4

DQ333292.1Bacillus flexus isolate LLH 168 1304 [|1304  |51% 0.0 [99%
ribosomal RNA gene, partial sequence

AF217809.1 ||B2CHIUS $p. KY1963 168 ribosomal ) 95 7509 |{logos 0.0 [99%
RNA gene, partial sequence

DO270752.1 Bacillus sp. B-2036 16S ribosomal RNA 1288 |haoa  losos 00 999
gene, partial sequence
Bacillus flexus strain GS11 16S o o

DQ365587.1 ribosomal RNA gene, partial sequence 1282|2162 86% 0.0 99%

|AJ550461.1 ||Bacillus flexus partial 16S rRNA gene [[1282 [2493  [99% 00  [99% |

ATS63600.1 Bac'lllus flexus partial 16S rRNA gene, 1277|2497 99w 00 l99%

—— ||strain B14
Bacillus flexus isolate BRL02-65 16S o o

DQ339687.1 ribosomal RNA gene, partial sequence 1269|1269 )50% 0.0 99%
Uncultured bacterium clone KSC2-10

DQ532282.1|(16S ribosomal RNA gene, partial 1260 |[2450 {|100% 0.0 ||98%
sequence

AY939830.1B3CiUS SP- R3 16S ribosomal RNA )y 566 15359 |lg50, 0.0 [99%
gene, partial sequence

AY422986.1 Bacillus fl'exus 16S ribosomal RNA 1256|2476  ll98% 00 999
gene, partial sequence
Bacillus megaterium strain HDYM-24

EF428248.1 ||16S ribosomal RNA gene, partial 1255 ||2441 100% 0.0 98%
sequence

DQ789400. 1|[Bacillus megaterium 168 ribosomal i, )55 1)445  |I1009 0.0 |98%
RNA gene, partial sequence

Cizelge 3.11. A28 yerel izolat1 16S rDNA dizisi (1427 baz) BLAST sonucu.



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=3K9ABH6M014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=1&DISPLAY_SORT=1&HSP_SORT=1#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=3K9ABH6M014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=1&DISPLAY_SORT=1&HSP_SORT=1#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=3K9ABH6M014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=1&DISPLAY_SORT=2&HSP_SORT=1#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=3K9ABH6M014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=1&DISPLAY_SORT=2&HSP_SORT=1#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=3K9ABH6M014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=1&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=3K9ABH6M014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=1&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=3K9ABH6M014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=1&DISPLAY_SORT=0&HSP_SORT=0#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=3K9ABH6M014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=1&DISPLAY_SORT=0&HSP_SORT=0#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=3K9ABH6M014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=1&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=3K9ABH6M014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=1&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=7209532&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#7209532#7209532
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=98961341&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#98961341#98961341
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=50582421&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#50582421#50582421
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=84374549&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#84374549#84374549
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=6942071&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#6942071#6942071
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=82548036&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#82548036#82548036
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=86161542&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#86161542#86161542
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=29373954&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#29373954#29373954
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=31043666&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#31043666#31043666
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=85542266&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#85542266#85542266
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=108946556&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#108946556#108946556
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=60594800&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#60594800#60594800
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=37719533&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#37719533#37719533
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=145244699&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#145244699#145244699
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=110617803&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#110617803#110617803
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. .. Ma Total uer; E Max
Accession Description — - 5 !
score score coverage || value || ident
DO343614.1 Bacillus sp. A7(2006) 16S ribosomal RNA gene, partial 1371 2436 95% 0.0 98%
sequence _—
D0993674.1 Bacillus subtllls_ strain BCRC 10058 16S ribosomal 1369 2572 999 0.0 999
RNA gene, partial sequence —
DO631809.1 BaC!IIUS subtilis strain A32 16S ribosomal RNA gene, 1369 2576 99% 0.0 99%
partial sequence —
DO401073.1 Bacillus Sl:JthIIS strain Setapak 8 16S ribosomal RNA 1369 2572 999 0.0 999
gene, partial sequence _—
ABI188212.1 Bacillus sp. TUT1206 gene for 16S rRNA, partial 1369 2572 999 0.0 999
—— —||sequence —
|AB110598.1|[Bacillus subtilis gene for 16S rRNA, partial sequence  |[1369  |[2572 199% oo lo9% |
7991042 Bacillus subtilis complete genome (section 1 of 21): 1369 1.7910+04 |l99% 0.0 999
E—— from 1 to 213080 —
DO017585.1 Bacillus Sl:JthIIS strain YYW-1 16S ribosomal RNA 1369 2567 999% 0.0 999
gene, partial sequence _—
AY995572.1 Bacillus Sl_Jbtllls strain IDCC1105 16S ribosomal RNA 1369 2572 999 0.0 999
gene, partial sequence —
AY995568. 1 Bacillus Sl:Jbtllls strain IDCC 1101 16S ribosomal RNA 1369 2572 999% 0.0 99%
gene, partial sequence —
AB098574. 1 Bacillus sp. TUT1010 gene for 16S rRNA, partial 1369 2534 999 0.0 8%
——||sequence

Cizelge 3.12. Yerel Bacillus izolatlarinin 16S rDNA dizi analizine gore benzerlik gosterdikleri soylar
ve okunan 16S rDNA dizilimlerinin baz sayilart. BLAST sonuglarinda % 97,5’in iizerinde benzerlik
gosteren diziler dikkate alinmistir.

Izolat Ad1 | Benzerlik Gériilen Tiir ad Baz Sayis1
L1 B. pumilus 1438
L3 B. pumilus 1448
L5 B. pumilus 1453
L6 B. pumilus 1450
L8 B. subtilis / B. amyloliguefaciens / B. polyfermenticus / B. licheniformis | 1465
L10 B. subtilis / B. amyloliguefaciens / B. polyfermenticus / B. licheniformis | 1452
L13 B. subtilis / B. mojovensis / B. axarquiensis 1425
L14 B. pumilus 1425
L15 B. pumilus 1382
L16 B. subtilis / B. mojovensis / B. axarquiensis 1246
L21 B. pumilus 1471
L22 B. pumilus 1405
P17 B. thuringiensis / B. cereus / B. anthracis 1394
P19 B. subtilis / B. mojovensis / B. axarquiensis 1469
P20 B. thuringiensis / B. cereus / B. anthracis 1465
P21 B. licheniformis 1334
P22 B. flexus / B. megaterium 1402
P24 B. licheniformis 1444
A3 B. subtilis / B. mojovensis / B. axarquiensis 1425
A4 B. thuringiensis / B. cereus / B. anthracis 1287
A7 B. subtilis / B. axarquiensis 1449
Al8 B. subtilis / B. mojovensis / B. axarquiensis 1386
A23 B. subtilis 1443
A26 B. subtilis / B. velezensis 1354
A28 B. subtilis 1427

Cizelge 3.13. Yerel Bacillus 1zolatlar1 i¢in klasik tiplendirme ¢alismalari ve 16S tDNA Dizilimlerine
Gore Onerilen Tiir Adlari.



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=3K422265012&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=1&DISPLAY_SORT=1&HSP_SORT=1#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=3K422265012&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=1&DISPLAY_SORT=1&HSP_SORT=1#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=3K422265012&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=1&DISPLAY_SORT=2&HSP_SORT=1#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=3K422265012&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=1&DISPLAY_SORT=2&HSP_SORT=1#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=3K422265012&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=1&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=3K422265012&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=1&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=3K422265012&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=1&DISPLAY_SORT=0&HSP_SORT=0#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=3K422265012&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=1&DISPLAY_SORT=0&HSP_SORT=0#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=3K422265012&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=1&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=3K422265012&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=1&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=85541255&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#85541255#85541255
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=115333958&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#115333958#115333958
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=109137010&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#109137010#109137010
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=89274872&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#89274872#89274872
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=51491457&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#51491457#51491457
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=31071622&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#31071622#31071622
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=32468687&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#32468687#32468687
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=65329595&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#65329595#65329595
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=62997723&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#62997723#62997723
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=62997719&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#62997719#62997719
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=27530893&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#27530893#27530893
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. Olasi Tur Adi
I1zolat
Adi f;zlay Mikrob. | \py VITEK 16S rDNA
B. subtilis . . .
L1 B. firmus B. pumilus B. pumilus B. pumilus
B. pumilus . . .
L3 B. sphaericus B. pumilus B. pumilus B. pumilus
L5 ? B. pumilus B. pumilus B. pumilus
L6 B. pumilus B. pumilus B. pumilus B. pumilus
? . - . .
L8 B. subtilis B. s_tearothermophllus B. subtilis B. subtilis / B amylol'lquefa_mleng / B.
- B. firmus polyfermenticus / B. licheniformis
B. pumilus
? . . . B. subtilis / B. amyloliquefaciens / B.
L10 B. subtilis B. stearothermophilus B. amyloliquefaciens polyfermenticus / B. licheniformis
L13 B. subtilis B. pumilus B. subtilis B. subtilis / B. mojovensis / B. axarquiensis
B. subtilis B. pumilus . - .
L14 B. pumilus (unacceptable) Unidentified B. pumilus
B. subtilis B. pumilus . - .
L15 B. pumilus (unacceptable) Unidentified B. pumilus
L16 B. subtilis B. amyloliquefaciens B. subtilis B. subtilis / B. mojovensis / B. axarquiensis
L21 B. pumilus B. pumilus B. pumilus B. pumilus
B. subtilis B. pumilus . - .
L22 B. pumilus (unacceptable) Unidentified B. pumilus
P17 ? B. cereus B. cereus group B. thuringiensis / B. cereus / B. anthracis
. . . B. subtilis - - . . L
P19 B. licheniformis . . B. subtilis B. subtilis / B. mojovensis / B. axarquiensis
B. amyloliquefaciens
P20 B. subtilis B.amyloliquefaciens | g ¢ yijis B. thuringiensis / B. cereus / B. anthracis
B. subtilis
P21 B. licheniformis B. licheniformis Unidentified B. licheniformis
P22 B. megaterium B. coagulans B. cereus B. flexus / B. megaterium
P24 B. licheniformis B. Ilchenlformls . B. licheniformis B. licheniformis
B. amyloliquefaciens
A3 B. subtilis B. subtilis B. subtilis B. subtilis / B. mojovensis / B. axarquiensis
Ad ? B. cereus B. cereus B. thuringiensis / B. cereus / B. anthracis
A7 ? B. subtilis B. subtilis B. subtilis / B. axarquiensis
A18 B. subtilis B. amyloliquefaciens B. subtilis B. subtilis / B. mojovensis / B. axarquiensis
A23 B. subtilis B. amyloliquefaciens B. subtilis B. subtilis
B.
A26 stearothermophil | (unacceptable) B. licheniformis B. subtilis / B. velezensis
us
B. subtilis B.licheniformis
A28 ' (unacceptable) (Questionable B. subtilis

B. licheniformis

biopattern)
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3.4. ARDRA

Klasik tiplendirme ve 16S rDNA dizi analizi sonuglarinin 1s18inda 25 yerel
izolat ve 11 referans soy i¢in Sau3Al, Mboll ve Cfol enzimleri ile gergeklestirilen

16S ve rrn-ARDRA calismalarinin sonuglari agagidaki boliimlerde anlatilmistir.

3.4.1. 16S ARDRA

25 yerel Bacillus izolati ve 11 referans Bacillus soyunun 16S rDNA PCR
driinlerinin Sau3Al, Mboll ve Cfol enzimleri ile kesim profilleri % 1,8 metafor
iceren agaroz jelde gorilintilendi. Bu jellerde yerel izolatlar daha Once
gergeklestirilen tiplendirme calismalarinda elde edilen sonuglar gozetilerek ilgili
referans soya yakin konumlanacak sekilde yerlestirildi. Jellerde her bir 6rnek igin
gozlenen bant profilleri tablolastirilarak, ayni enzimlerle sindirilmis referans soylarin

bant profilleri ile karsilastirildi.

3.4.1.1. Cfol

16S rDNA PCR iriinlerinin Cfol kesim profilleri Sekil 3.36.A-C’de

goriilmektedir.

Sekil 3.36. 16S rDNA’larin Cfol restriksiyon enzimi ile kesim sonrasi agaroz jel profili. A: 1, 100 bg belirteg
(Fermentas); 2, A23; 3, L10; 4, L13; 5, L16; 6, P20; 7, 1A1; 8, 500 bg belirteg (Fermentas); 9, A3; 10, A7; 11,
Al8; 12, 27 E3; 13, L8; 14, 29A1; 15, 9A20; 16, 100 bg belirte¢ (Fermentas). B: 1, 100 bg belirte¢ (Fermentas);
2, P19; 3, P21; 4, P24; 5, 5A1; 6, A26; 7, A28; 8, 500 bg belirteg (Fermentas); 9, 61A1; 10, P22; 11, 7A36; 12,
P17; 13, A4; 14, 6A5; 15, 13A10; 16, 100 bg belirteg (Fermentas). C: 1, L1; 2, L3; 3, L5; 4, 100 bg belirteg
(Fermentas); 5, 8A3; 6, L6; 7, L14; 8, L15; 9, 500 bg belirte¢ (Fermentas); 10, L21; 11, L22; 12, 10AS5. 100 bg
belirteg, 1.0, 0.9, 0.8, 0.7, 0.6, 0.5, 0.4, 0.3, 0.2, 0.1 Kbg; 500 bg belirteg, 6.0, 5.5, 5.0, 4.5, 4.0, 3.5, 3.0, 2.5, 2.0,
1.5, 1.0, 0.5 Kbg.
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8A3 B. pumilus referans soyunun Cfol ile kesim sonrasi bant profili 250 bg,
410 bg, 550 bg, 880 bg, 1000 bg, 1300 be biiyiikliiglindeki bantlar1 ve 1100-1300 bg
arasinda “smear” icermektedir. Daha 6nce manuel testler, ticari kitler ve 16S rDNA
dizi analizi ile yapilan tiplendirme ¢aligmalar1 sonucunda B. pumilus olabileceklerine
karar verilmis olan 8 yerel izolat L1, L3, L5, L6, L14, L15, L21 ve L22’nin Cfol
kesim profilleri referans soyunki ile karsilastirildiginda, referans soyun kesim
profilinde gozlenen 1100-1300 bg¢ arasindaki “smear”1n, ayirt edici bir faktor olarak
kabul edilmemesi halinde, yalnizca L14 ve L22 izolatlar1 geriye kalan 5 bant
acisindan referans soy ile uyumlu bulunmustur. L1, L3, L5, L6 ve L15 izolatlar
referans soyda gozlenen 550 bg bandi, L21 izolat1 550 b¢ ve 1000 bg bantlari, L8,
L10, L13 ve L16 izolatlar1 ise 550 b¢ ve 1300 b¢ bantlar1 igermemektedir (Cizelge
3.14.). 16S rDNA dizi analizine gore B. cereus, B. thuringiensis olabilecegi
belirlenen P17, P20 ve A4 izolatlar1 yalnizca 410 bg biiyiikliiglindeki bandi igerirken,
B. licheniformis olabilecegi belirlenen P21 ve P24 izolatlar1 250 bg¢ ve 410 bg
biiytikliigiindeki, B. subtilis olabilecegi ongoriilen P19, A26 ve A28 ile B. flexus
olabilecegi ongoriilen P22 izolatlari ise 250, 410 ve 880 bg biiyiikliiglindeki bantlar
icermemekte, buna karsin, B. subtilis/B. licheniformis olabilecegi ongoriilen A3, A7,
A18 ve A23 izolatlar1 550 ve 1300 bg biiyiikliigiindeki bantlar disinda tiim bantlar

icermektedir.

Cizelge 3.14. 25 yerel izolat igin Cfol ile elde edilen bantlarin 8A3 B. pumilus referans soyu igin elde
edilenlerle karsilastiriimast.

8A3 B. pumilus
izolat 250 400/410 550 880 1000 1100-1300 “smear” 1300 Diger
adi
L1 + + - + + +
L3 + + - + + +
L5 + + - + + +
L6 + + - + + +
L8 + + - + + + - 100
L10 + + - + + + 100, 1150/1200
L13 + + - + + + - 100
L14 + + + + + - +
L15 + + - + + - +
L16 + + - + + + - 100, 600
L21 + + - + - +
L22 + + + + + +
P17 - + - - - 200, 350, 600
P19 + + +
P20 - + - 100, 210/220, 380, 650
P21 + + - - - - 200, 350
P22 + + + - + - 100
P24 + + - 200, 350
A3 + + + + + 100, 600, 1150/1200
A4 - + - - - 200, 350, 600
A7 + + + + + 100
AlS8 + + + + + 100
A23 + + + + + 100, 1150/1200
A26 + + + + 1100
A28 + + + - 1150/1200
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1A1 B. subtilis ve 27E3 B. subtilis “natto” referans soylarinin Cfol ile kesim
sonrast bant profilleri 100 bg, 250 bg, 410 bg, 880 bg, 1000 be biiyiikliigiindeki
bantlar ile 1100-1300 bg arasinda “smear” i¢cermektedir. Daha 6nce manuel testler,
ticari kitler ve 16S rDNA dizi analizi ile B. subtilis olabileceklerine karar verilmis
olan 8 yerel izolat L8, L13, L16, A3, A7, A18, A23 ve P19’dur. Ayrica L10 ve A28
izolatlart manuel testler ve 16S rDNA dizi analizi sonuglarina, A26 izolat1 ise
yalnizca 16S rDNA dizi analizine gére B. subtilis’e benzerlik gostermistir. Manuel
testler ve ticari kitler ile B. subtilis olarak adlandirilan P20 izolat1 ise 16S rDNA dizi
analizine gore B. cereus grubuna benzerlik gostermektedir; bu izolat i¢in API kiti ile
elde edilen sonuglara gore, ayrica, B. amyloliquefaciens’e de benzerlik gostermistir.
Bu izolatlardan L8, L13, A7 ve A18 Cfol ile kesim sonrasi ilgili referans soylar ile
ayni bant profilini gostermistir. L10 ve A23 izolatlar1 referans soylarin verdigi
bantlara ek olarak 1100-1300 bg arasindaki “smear” iginde 1150/1200 bg
dolaylarinda belirgin bir bant vermistir. L16 izolat1 referans soylarin verdigi bantlara
ek olarak yaklasik 600 b¢ biiyiikliigiinde bir bant, A3 izolat1 ise referans soyun
verdigi bantlara ek olarak 600 bg¢ ve 1150/1200 bg¢ civarinda ekstra bantlar
icermektedir. P20 izolatinin kesim profilinde referans soylarda gézlenen 250 bg ile
880 bg¢ ve 1000 bg biiylkliigiindeki bantlar ile 1100-1300 bg araliginnda “smear”
goriilmemekte, buna karsin 210/220 bg, 380 bg ve 650 bg dolaylarinda ekstra bantlar
gozlenmektedir. P19, A26 ve A28 izolatlar ise referans soylarda bulunan 250 bg,
400/410 bg ve 880 bg biiytikliigiindeki bantlar1 icermekte, A26 ve A28 izolatlar1 ek
olarak, sirastyla 1100 ve 1150/1200 bg biiyiikliiglinde bantlar vermektedir (Cizelge
3.15.).
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Cizelge 3.15. 25 yerel izolat i¢in Cfol ile elde edilen bantlarin 1A1 B. subtilis ve 27E3 B. subtilis
“natto” referans soylar1 i¢in elde edilenlerle karsilagtirilmasi.

1A1 B. subtilis ve 27E3 B. subtilis “natto”
izolat ady 100 250 400/410 880 1000 1100-1300 “smear” Diger
L1 - + + + + - 1300
L3 + + + + - 1300
L5 + + + + - 1300
L6 - + + + + - 1300
L8 + + + + + +
L10 + + + + + + 1150/1200
L13 aF aF 4F 4F + +
L14 + + + + - 550, 1300
L15 - + + + + - 1300
L16 + + + + + + 600
L21 + + + - 1300
122 + + + + 550, 1300
P17 - + - - 200, 350, 600
P19 - + + + -
P20 + - + - 210/220, 380, 650
P21 - + + - 200, 350
P22 + + + + - +
P24 - + + - 200, 350
A3 + + + + + + 600, 1150/1200
A4 - - + - - - 200, 350, 600
A7 + + + + + +
Al8 + + + + + +
A23 + + + + + + 1150/1200
A26 - + + + + 1100
A28 + + + - 1150/1200

5A1 B. licheniformis referans soyunun Cfol ile kesim sonrasi bant profili 100
bg, 200 bg, 250 bg, 350 bg, 400 bg, 600 b¢ ve 780 bg biiyiikliigiindeki bantlari
icermektedir. Daha Once manuel testler, ticari kitler ve 16S rDNA dizi analizi
sonuglarma gore B. licheniformis olabilecegine karar verilmis olan 2 izolat P21 ve
P24’tiir. Bu izolatlarin disinda, manuel testler ve ticari kitler ile A28, manuel testler
ile P19, ticari kitler ile A26 ve 16S rDNA dizi analizi ile L8 ve L10 izolatlarinda B.
licheniformis’e benzerlik bulunmaktadir. Bu yerel izolatlarin Cfol kesim profilleri
referans soyunki ile karsilastirildiginda higbir soyun tam olarak ayni profili
gostermedigi goriilmiistiir. izolatlarm hicbirisi 600 b¢ ve 780 bg’lik bantlar
vermemis, 100 b¢ biiyiikliigiindeki bant ise bu izolatlardan yalnizca L8 ve L10’da
goriilmiistiir. Buna ek olarak L8, L10, P19, A26 ve A28 izolatlar1 200 bg¢ ve 350
b¢’lik bantlart da vermemektedir. P21 ve P24 izolatlarinda ekstra bant
gbzlenmemekle birlikte, P19 izolatinda 880 b¢ ve A26 izolatinda 880 bg ve 1100 bg
biiylikliigiinde ekstra bantlar ile birlikte 1100-1300 bg arasinda “smear”, A28
izolatinda 880 b¢ ve 1150/1200 bg biiytikliigiindeki bantlara ek olarak 1100-1300 bg
arasinda “smear” ve L10’da ayrica 1150/1200 bg biiyiikliigiinde bir bant gozlenmistir
(Cizele 3.16.).
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Cizelge 3.16. 25 yerel izolat i¢in Cfol ile elde edilen bantlarin 5A1 B. licheniformis referans soyu igin
elde edilenlerle karsilagtirmasi.

5A1 B. licheniformis
izolat adi 100 200 250 350 400/410 600 780 | Diger
L1 - - + - + - - 880, 1000, 1300
13 + + - - 880, 1000, 1300
L5 + + 880, 1000, 1300
L6 - + + 880, 1000, 1300
L8 + + + 880, 1000, 1100-1300
L10 + + + 880, 1000, 1100-1300, 1150/1200
L13 + + + 880, 1000, 1100-1300
L14 + + 550, 880, 1000, 1300
L15 - + + - - 880, 1000, 1300
L16 + + + + - 880, 1000, 1100-1300
L21 + + - 880, 1300
122 - - + - + - 550, 880, 1000, 1300
P17 - + - + + +
P19 - + - + - 880
P20 + - - - + 210/220, 380, 650
P21 - + + + +
P22 + - + - + 880, 1100-1300
P24 - + + + + - -
A3 + - + - + + - 880, 1000, 1100-1300, 1150/1200
A4 - + - + + +
A7 + - + - + - 880, 1000, 1100-1300
Al8 + + + 880, 1000, 1100-1300
A23 + + + 880, 1000, 1100-1300, 1150/1200
A26 - + + 880, 1100, 1100-1300
A28 + + 880, 1150/1200

6A5 B. cereus referans soyunun Cfol ile kesim sonrasi bant profili 100 bg, 200
beg, 350 bg, 400 bg, 750 bg, 880 bg, 950 bg, 1100 bg ve 1200 bg biiyiikliigiindeki
bantlar1 icermektedir. Daha Once ticari kitler ve 16S rDNA dizi analizi ile B. cereus
olabileceklerine karar verilmis olan 2 yerel soy P17 ve A4’tlir. Bunun yanisira 16S
rDNA dizi analizi sonuglarina goére P20 izolati1 da B. cereus grubuna benzerlik
gostermektedir. VITEK Sistemi ile elde edilen sonuglara gore B. cereus siiphesi
tastyan P22 soyu icin 16S rDNA dizi analizi ile B. cereus grubuna benzerlik
bulunmadi. Bu yerel izolatlarin Cfol kesim profilleri referans soyunki ile
karsilagtirildiginda her dort soyun da ayni profili gostermedigi gortilmiistiir. Ticari
kitler ile B. cereus oldugu belirlenen P17 ve A4 izolatlarinin kesim profillerinde
referans soyda gozlenen 100 bg, 750 bg, 880 bg, 950 bg, 1100 bg ve 1200 bg’lik
bantlar gozlenmemekte, buna karsin her iki izolatta da 600 bg¢ dolaylarinda ekstra bir
bant gozlenmektedir. 16S rDNA dizi analizine gore B. cereus olarak belirlenen P20
izolatinda ise referans soyla ortak olarak yalnizca 100 bg¢ ve 400 bg biiytikliigiindeki
bantlar goriilmekte, bunun yani sira 210/220 bg, 380 b¢ ve 650 bg biiyiikliigiinde
bantlar goriilmektedir. VITEK sonucuna gore B. cereus olarak goriilen P22 izolati

referans soyda goriilen bantlardan yalnizca 100 bg, 400 bg ve 880 bg biiyiikliigiindeki
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bantlar1 icermekte, buna ek olarak 250 bg¢ biiyiikliigiindeki bant ile 1100-1300 bg

arasinda “smear” tasimaktadir (Cizelge 3.17.).

Cizelge 3.17. 25 yerel izolat i¢in Cfol ile elde edilen bantlarin 6A5 B. cereus referans soyu igin elde
edilenlerle karsilastiriimast.

6A5 B. cereus
izolat adi 100 | 200 | 350 | 400/410 | 750 | 880 | 950 | 1100 | 1200 | Diger
L1 - - - + - + - - - 250, 1000, 1300
L3 - - + + - 250,1000, 1300
L5 - - + + - 250, 1000, 1300
L6 - - + + - 250, 1000, 1300
L8 + - + + 250, 1000,
1100-1300
L10 + - + + - 250, 1000,
1100-1300, 1150/1200
L13 + - + + - 250, 1000,
1100-1300
L14 - - - + + - 250, 550, 1000, 1300
L15 - - + + 250, 1000, 1300
L16 + - - + + - 250, 600, 1000, 1100-1300
L2] - - - + + - 250, 1300
L22 - - - + + - 250, 550, 1000, 1300
P17 - + + + - - 600
P19 - - + - 250
P20 + - - + - 210/220, 380, 650
P21 - + + + - - 250
P22 + - - + + - 250, 1100-1300
P24 - + + + - - 250
A3 + - - + + - 250, 600, 1000, 1100-1300, 1150/1200
A4 - + + + - - 600
A7 + - - + + - 250, 1000,
1100-1300
Al8 + + + 250, 1000,
1100-1300
A23 + - - + - + - - - 250, 1000,
1100-1300, 1150/1200
A26 - - - + - + - + - 250, 1100-1300
A28 - - - + - + - - - 250, 1150/1200

7A36 B. megaterium referans soyunun Cfol ile kesim sonrasi bant profili 100
be, 200 beg, 350 bg, 400 b¢ ve 600 bg biiyiikliiglindeki bantlar1 igermektedir. Daha
once yapilan manuel testler sonucunda B. megaterium olabilecegine karar verilmis
olan yerel izolat P22’nin kesim profili referans soyun kesim profiline uymamaktadir.
200 bg, 350 bg ve 600 be biiyiikliigiindeki bantlar P22’de gozlenmemekte, buna
karsin, 250 b¢ ve 880 bg¢ biiyiikliigiindeki ekstra bantlar ve 1100-1300 bg arasinda
“smear” gozlenmektedir. Bu soy API kiti ile B. coagulans olarak belirlenmis, 16S
rDNA dizi analizi sonucuna gore yapilan taramada ise B. flexus/B. megaterium

olarak adlandirilmistir (Cizelge 3.18.).
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Cizelge 3.18. 25 yerel izolat i¢in Cfol ile elde edilen bantlarin 7A36 B. megaterium referans soyu igin
elde edilenlerle karsilastiriimasi.

7A36 B. megaterium
izolat adi 100 200 350 400/410 600 | Diger
L1 _ - - + - 250, 880, 1000, 1300
L3 _ - - + - 250, 880, 1000, 1300
L5 _ - - + - 250, 880, 1000, 1300
L6 - - + - 250, 880, 1000, 1300
LS + - + - 250, 880, 1000, 1100-1300
L10 + - + - 250, 880, 1000,1150/1200, 1100-1300
L13 + - + - 250, 880, 1000, 1100-1300
L14 - - - + - 250, 550, 880, 1000, 1300
L15 - - - + - [ 250, 880, 1000, 1300
L16 + - - + + 250, 880, 1000, 1100-1300
L21 - - - + 250, 880, 1300
122 - - - + - 250, 550, 880, 1000, 1300
P17 - + + + +
P19 - - - + 250, 880
P20 + - - + - 210/220, 380, 650
P21 - + + + - 250
P22 + - - + - 250, 880, 1100-1300
P24 - + + + - 250
A3 + - - + + 250, 880, 1000, 1150/1200, 1100-1300
A4 - + + +
A7 + - - + - 250, 880, 1000, 1100-1300
Al8 + - + - 250, 880, 1000, 1100-1300
A23 + - + - 250, 880, 1000, 1150/1200, 1100-1300
A26 - R - + - 250, 880, 1100, 1100-1300
A28 - - - + - 250, 1150/1200

9A20 B. stearothermophilus referans soyunun Cfol ile kesim sonrasi bant
profili B. subtilis referanslar1 1A1 ve 27E3 i¢in elde edilen bant profilleri ile birebir
uyum gostermektedir. Bu nedenle Cfol bu soylar i¢in ayirt edici degildir. Manuel
testlere gore A26, ticari kitlere gore L8 ve L10 izolatlar1 B. stearothermophilus ile
benzer bulunmustur. A26 izolati referans soyun profilinde gozlenen 100 bg ve 1000
be¢’lik bantlart vermedigi gibi 1100 bg biiyiikliiglinde ekstra bir bant tagimaktadir. L8
izolatinin kesim profili referans soyunki ile birebir uyum gostermektedir. L10 izolati
ise referans soyun bantlarina ek olarak 1150/1200 bg¢ biiyiikliigiinde bir bant
vermektedir. Cizelge 3.19.’da da goriildiigi iizere L8, L13, A7 ve AlS8 izolatlar
referans soyla uyumludur. Diger yerel izolatlarin kesim profillerinde goriilen referans
soyla uyumlu/farkli bantlar Cizelge 3.19°da goriilmektedir. Bu izolatlarin higbirisi

referans soyun kesim profiline tam olarak uymamaktadir.
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Cizelge 3.19. 25 yerel izolat igin Cfol ile elde edilen bantlarin 9A20 B. stearothermophilus referans
soyu i¢in elde edilenlerle karsilagtirilmasi.

9A20 B. stearothermophilus
izolat adu 100 250 400/410 880 1000 1100-1300 Diger
“smear”

L1 + + + + 1300

L3 + + + + 1300

L5 + + + + 1300

L6 - + + + + 1300

L8 + + + + + +

L10 + + + + + + 1150/1200

L13 + + + + + +

L14 + + + + - 550, 1300

L15 - + + + + - 1300

L16 + + + + + + 600

L21 - + + + - - 1300

122 + + + + 550, 1300

P17 - + - - 200, 350, 600

P19 - + + + -

P20 + - + - - 210/220, 380, 650

P21 - + + - 200, 350

P22 + + + + - +

P24 - + + - - - 200, 350

A3 + + + + + + 600,
1150/1200

A4 - - + - - - 200, 350, 600

A7 + + + + + +

Al8 +* + + + + +

A23 + + + + + + 1150/1200

A26 - + + + + 1100

A28 + + + - 1150/1200

10A5 B. amyloliquefaciens soyunun Cfol ile kesim sonrasi bant profili 250 bg,
410 bg, 880 bg, 1000 b¢ ve 1300 bg biiyiikliiglindeki bantlar ile 1100-1300 bg
arasinda “smear” igermektedir. 25 yerel izolatin Cfol kesim profilleri referans
soyunki ile karsilastirildiginda higbir soyun tam olarak aymi profili gostermedigi
goriilmiistiir. 1100-1300 bg arasindaki “smear” ayirt edici bir faktor olarak dikkate
alimmadigi takdirde L1, L3, L5, L6 ve L15 izolatlar referans soyun igerdigi bantlarin
tamamint gostermektedir (Cizelge 3.20.). Ticari kit ve 16S rDNA dizi analizi
sonuglaria gore B. amyloliquefaciens’e benzer goriilen L10 izolati referans soya ait
1300 b¢ bandi tagimazken, 100 b¢ ve 1150/1200 bg biiyiikliigiinde iki ekstra bant
tagimaktadir. 16S dizi analizi sonucuna gore B. amyloliquefaciens ile benzerlik
tasidig1 gozlenen L8 izolati referans soya ait 1300 b¢ band1 tasimamakta ve 100 bg
ekstra bir bant vermektedir. Ticari kitler ile elde edilen sonuglara gore B.
amyloliquefaciens’e benzer bulunan izolatlar L16, P20, A18 ve A23’tiir. P20 izolat1
referans soy ile ortak olarak yalmizca 400/410 bg¢’lik bandi tasimaktadir. Bunun
disinda 100 bg, 210/220 bg, 380 bg ve 650 bg biiyiikliigiinde 4 bant vermektedir.
L16, A18 ve A23 izolatlar1 1300 bg biiyiikligiindeki bant disinda referans soy ile
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uyum gostermekte ancak hepsi 100 bg, 600 b¢ ve 1150/1200 bg biiyiikliigiindeki

bantlardan bir veya ikisini tagimaktadir.

Cizelge 3.20. 25 yerel izolat i¢in Cfol ile elde edilen bantlarin 10A5 B. amyloliquefaciens referans
soyu i¢in elde edilenlerle karsilastiriimast.

10A5 B. amyloliguefaciens

izolat adi 250 400/410 880 1000 1100-1300 1300 Diger
“smear”

L1 + + + + +

L3 + + + + +

L5 + + + + - +

L6 + + + + - +

L8 + + + + + - 100

L10 + + + + + - 100,
1150/1200

L13 + + + + + - 100

L14 + + + + + 550

L15 + + + + +

L16 + + + + + - 100, 600

121 + + + - +

122 + + + + - + 550

P17 - + - - - - 200, 350, 600

P19 + + + - - -

P20 - + - - - - 100, 210/220,
380, 650

P21 + + - - 200, 350

P22 + + + - + 100

P24 + + - - - - 200, 350

A3 + + + + - 100, 600,
1150/1200

A4 - + - - - - 200, 350, 600

A7 + + + + + 100

Al8 + + + + + 100

A23 + + + + + 100,
1150/1200

A26 + + + - + 1100

A28 + + - - - 1150/1200

13A10 B. sphaericus referans soyunun Cfol ile kesim sonrasi bant profili 200
be, 250 bg, 350 bg¢ e 400 bg biiyiikliigiindeki bantlar1 igcermektedir. P21 ve P24
izolatlarinin profili referans soyun bant profiline tam olarak uyum gostermektedir.
(Cizelge 3.21.). Manuel testlerde elde edilen sonuglara gore B. sphaericus siiphesi
tagityan L3 izolat1 referans soyun kesim profilinde gozlenen bantlardan yalnizca 250
bc ve 400/410 bg’lik bantlar tasirken, 880 bg, 1000 bg ve 1300 bg biiyiikliigiinde 3

ekstra bant igermektedir.
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Cizelge 3.21. 25 yerel izolat i¢in Cfol ile elde edilen bantlarin 13A10 B. sphaericus referans soyu igin
elde edilenlerle karsilastirmasi.

13A10 B. sphaericus

izolat ada 200 250 350 400/410 Diger

L1 - + - + 880, 1000, 1300

13 - + - + 880, 1000, 1300

L5 - + - + 880, 1000, 1300

L6 - + - + 880, 1000, 1300

L8 - + - + 100, 880, 1000, 1100-1300

L10 - + - + 100, 880, 1000,1150/1200,
1100-1300

L13 - + - + 100, 880, 1000, 1100-1300

L14 - + - + 550, 880, 1000, 1300

L15 - + - + 880, 1000, 1300

L16 - + - + 100, 600, 880, 1000,
1100-1300

L21 - + - + 880, 1300

122 - + - + 550, 880, 1000, 1300

P17 + - + + 600

P19 - + - + 880

P20 - - - + 100, 210/220, 380, 650

P21 + + + +

P22 - + - + 100, 880, 1100-1300

P24 + + + +

A3 - + - + 100, 600, 880, 1000, 1150/1200,
1100-1300

A4 + - + + 600

A7 - + - + 100, 880, 1000, 1100-1300

AlS8 - + - + 100, 880, 1000, 1100-1300

A23 - + - + 100, 880, 1000, 1150/1200,
1100-1300

A26 - + - 880, 1100, 1100-1300

A28 - + - + 1150/1200

29A1 B. firmus referans soyunun Cfol ile kesim sonrasi bant profili 100 bg,
210/220 bg, 380 bg, 410 bg, 650 be ve 780 bg biiyiikliigiindeki bantlar1 igermektedir.
25 yerel izolatin hicbiri referans soy bant profili ile uyum gostermemistir. L1 izolati
manuel testler sonucunda B. subtilis/B. firmus, L8 izolat1 ise API Kiti ile yapilan
tiplendirme sonucunda B. stearothermophilus/B. firmus olarak adlandirilmistir. Bu
izolatlardan L1, 29A1 B. firmus referans soyunun Cfol kesimi sonrasi verdigi
bantlardan yalnizca 400 bg biytkligindeki, L8 ise 100 bg ve 400 bg
bliyiikliigiindeki bantlar1 igermektedir. Buna karsin her iki izolat da 250 bg, 880 b¢ ve
1000 bg biiyiikliigiinde bantlar tagimaktadir (Cizelge 3.22.).
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Cizelge 3.22. 25 yerel izolat i¢in Cfol ile elde edilen bantlarin 29A1 B. firmus referans soyu igin elde
edilenlerle karsilastiriimast.

29A1 B. firmus

izolat ada 100 210/220 380 400/410 650 780 Diger

L1 - - - + - - 250, 880, 1000, 1300

L3 - - - + - - 250, 880, 1000, 1300

L5 - - - + - - 250, 880, 1000, 1300

L6 - - - + - - 250, 880, 1000, 1300

L8 + - - + - - 250, 880, 1000,
1100-1300

L10 + - - + - - 250, 880, 1000, 1150/1200,
1100-1300

L13 + - - + - - 250, 880, 1000,
1100-1300

L14 - - + - - 250, 550, 880, 1000, 1300

L15 - - - + - - 250, 880, 1000, 1300

L16 + - - + - - 250, 600, 880, 1000, 1100-
1300

L21 - - - + - - 250, 880, 1300

122 - - - + - - 250, 550, 880, 1000, 1300

P17 - - - + - - 200, 350, 600

P19 - - - + - - 250, 880

P20 + + + + + -

P21 - - - + - - 200, 250, 350

P22 + - - + - - 250, 8801, 1100-1300

P24 - - - + - - 200, 250, 350

A3 - - + - - 250, 600, 880, 1000,
1150/1200,
1100-1300

Ad - - - + - - 200, 350, 600

A7 + - - + - - 250, 880, 1000,
1100-1300

Al8 + - - + - - 250, 880, 1000,
1100-1300

A23 + - - + - - 250, 880, 1000, 1150/1200,
1100-1300

A26 - - - + - - 250, 880, 1100,
1100-1300

A28 - - - + - - 250, 880, 1150/1200

61A1 B. coagulans referans soyunun Cfol ile kesim sonras1 bant profili 100 bg,
200 bg, 250 bg, 350 beg, 400 bg ve 550 bg biiyiikligiindeki bantlar igermektedir. 25

yerel izolatin higbirisi referans soy bant profili ile uyum gostermemistir (Cizelge

3.23.). API Kiti ile yapilan analiz sonucunda B. coagulans’a benzer bulunan P22

izolati, 61 A1 B. coagulans referans soyu ile uyumlu olarak yalnizca 100 bg, 250 bg

ve 400 bg biiylikliigiindeki bantlar1 igermekte, ek olarak 880 bg biiyiikliigiinde bir

bant ve 1100-1300 bg arasinda “smear” tasimaktadir.
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Cizelge 3.23. 25 yerel izolat i¢in Cfol ile elde edilen bantlarin 61A1 B. coagulans referans soyu igin
elde edilenlerle karsilagtirilmasi.

61A1 B. coagulans

izolat adh | 100 200 250 350 400/410 550 Diger

L1 - - + - + - 880, 1000, 1300

L3 - - + - + - 880, 1000, 1300

L5 - - + - + - 880, 1000, 1300

L6 - - + - + - 880, 1000, 1300

LS8 + - + - + - 880, 1000,
1100-1300

L10 + - + - + - 880, 1000,
1150/1200,
1100-1300

L13 + - + - + - 880, 1000,
1100-1300

L14 - - + - + + 880, 1000, 1300

L15 - - + - + - 880, 1000, 1300

L1i6 + - + - + - 600, 880, 1000,
1100-1300

L21 - - + - + - 880, 1300

L22 - - + - + + 880,1000, 1300

P17 - + - + + - 600

P19 - - + - + - 880

P20 + - - - + - 210/220, 380, 650

P21 - + + + + -

P22 + - + - + - 880, 1100-1300

P24 - + + + + -

A3 + - + - + - 600, 880, 1000,
1150/1200,
1100-1300

Ad - + - + + - 600

A7 + - + - + - 880, 1000,
1100-1300

Al8 + - + - + - 880, 1000,
1100-1300

A23 T - + - + - 880, 1000,
1150/1200,
1100-1300

A26 _ - + - + - 880, 1100,
1100-1300

A28 - - + - + - 880, 1150/1200
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3.4.1.2. Mboll

16S rDNA PCR iriinlerinin Mboll kesim profilleri Sekil 3.37.A-C’de

goriilmektedir.

Sekil 3.37. 16S rDNA’larin MbolI restriksiyon enzimi ile kesim sonras1 agaroz jel profili. A: 1,
100 bg belirteg; 2, A23; 3, L10; 4, L13; 5, L16; 6, P20; 7, 1A1; 8, 500 bg belirteg; 9, A3; 10, A7; 11,
A18;12,27E3; 13, L8; 14, 29A1; 15, 9A20; 16, 100 bg belirteg. B: 1, 100 bg belirteg; 2, P19; 3, P21;
4, P24; 5, 5A1; 6, A26; 7, A28; 8, 500 bg belirteg; 9, 61A1; 10, P22; 11, 7A36; 12, P17; 13, A4; 14,
6A5; 15, 13A10; 16, 100 bg belirteg. C: 1, L1; 2, L3; 3, L5; 4, 100 bg belirteg; 5, 8A3; 6, L6; 7, L14;
8, L15;9, 500 bg belirteg; 10, L21; 11, L22; 12, 10AS5. 100 bg belirteg, 1.0, 0.9, 0.8, 0.7, 0.6, 0.5, 0.4,
0.3, 0.2, 0.1 Kbg; 500 bg belirteg, 6.0, 5.5, 5.0, 4.5, 4.0, 3.5, 3.0, 2.5, 2.0, 1.5, 1.0, 0.5 Kbg.

1A1 B. subtilis referans soyunun Mboll ile kesim profili 210 bg, 320 bg, 380
bg, 510/520 bg, 650 bg ve 750 bg biiyiikliigiindeki bantlar1 icermektedir. Daha 6nce
manuel testler, ticari kitler ve 16S rDNA dizi analizi sonuglarina goére B. subtilis
olabileceklerine karar verilmis olan 12 yerel izolat L8, L10, L13, L16, A3, A7, A18,
A23, A26, A28, P19 ve P20 de dahil 25 yerel izolatin higbirisi referans soyun kesim
profiline uyum gostermemektedir (Cizelge 3.24.). Mboll ile kesilen izolatlarin
tamami1 1A 1 B. subtilis referans soyunun kesim profilinde bulunan 210 bg, 320 bg ve
380 bg biiyiikliigiindeki bantlar1 tasimakta, 510/520 bg biiyiikliigiindeki bant 8 izolat
(L1, L3, L5, L6,L14, L15, L21 ve L22) disindaki tiim izolatlarda goriilmekte, 650 bg
biiytikliigiindeki bant yalnizca P20’de, 750 bg biiytikliigiindeki bant ise L8, L16, A3,

A7 ve Al8 izolatlarinda gézlenmektedir.
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Cizelge 3.24. 25 yerel izolat igin MbolI ile elde edilen bantlarin 1A1 B. subtilis referans soyu i¢in elde

edilenlerle karsilastiriimast.

1A1 B. subtilis

izolat adi 210 320 380 510/520 650 750 Diger

L1 + + + - - - 540

L3 + + + - 540

L5 + + + - - 540

L6 + + + - - - 540

L8 + + + + - +

L10 + + + + - -

L13 + + + + - -

L14 + + + - - - 100, 540,
700, 850

L15 + + + - - - 100, 540

L16 + + + - +

L21 + + + - - - 540

L22 + + + - - - 100, 540,
850

P17 + + + + - - 100

P19 + + + + - - 100

P20 + + + + + -

P21 + + + + - 100

P22 + + + + - - 100

P24 + + + + - - 100

A3 + + + + +

A4 + + + + - - 100

A7 + + + + +

Al8 + + + + +

A23 + + + + - -

A26 + + + + - - 100

A28 + + + + - 100

27E3 B. subtilis “natto” referans soyunun MboII ile kesim sonrasinda 1A1 B.

subtilis referans soyunda gozlenen 650 bg’lik banti vermedigi goézlendi. 27E3 B.
subtilis’in kesim profili 210 bg, 320 bg, 380 bg, 510/520 bg ve 750 bg

biiylikliigiindeki bantlar1 igermektedir. Daha dnce manuel testler, ticari kitler ve 16S

rDNA dizi analizi sonuglarina gore B. subtilis olabileceklerine karar verilmis olan 12

yerel izolat L8, L10, L13, L16, A3, A7, A18, A23, A26, A28, P19 ve P20’dir. L8,

L16, A3, A7 ve A18’in kesim profilleri referans soy ile birebir uyum gostermektedir.

L10, L13 ve A23 izolatlar refeans soyda gozlenen 750 bg’lik bandi igermemektedir
(Cizelge 3.25.).




120

Cizelge 3.25. 25 yerel izolat i¢gin MbolIl ile elde edilen bantlarin 27E3 B. subtilis “natto™ referans
soyu i¢in elde edilenlerle karsilastirilmasi.

27E3 B. subtilis “natto”

izolat adi 210 320 380 510/520 750 Diger

L1 + + + - - 540

L3 + + + - - 540

L5 + + + - - 540

L6 + + + - - 540

L8 + + + + +

L10 + + + + -

L13 + + + + -

L14 + + + - - 100, 540,
700, 850

L15 + + + - - 100, 540

L16 + + + + +

L21 + + + - - 540

L22 + + + - - 100, 540,
850

P17 + + + + - 100

P19 + + + + - 100

P20 + + + + - 650

P21 + + + + - 100

P22 + + + + - 100

P24 + + + + - 100

A3 + + + + +

A4 + + + + - 100

A7 I 4+ + + +

Al8 4 4+ + + +

A23 + + + + -

A26 + + + + - 100

A28 + + + + - 100

5A1 B. licheniformis referans soyunun MbolI ile kesim profili 100 bg, 210 bg,
320 bg, 380 bg, 510/520 bg ve 850 bg biiyiikliiglindeki bantlar1 icermektedir. Daha
once manuel testler, ticari kitler ve 16S rDNA dizi analizi sonuglarina gore B.
licheniformis olabileceklerine karar verilmis olan 7 yerel izolat L8, L10, P19, P21,
P24, A26 ve A28’dir. Bu yerel izolatlarin Mboll kesim profilleri referans soyunki ile
karsilagtirildiginda izolatlarin hepsinin 850 bg’lik bant disinda tiim bantlari
icerdikleri goriilmiistiir (Cizelge 3.26.).
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Cizelge 3.26. 25 yerel izolat igin Mboll ile elde edilen bantlarin 5A1 B. licheniformis referans soyu
i¢in elde edilenlerle karsilagtirilmasi.

5A1 B. licheniformis
izolat adi 100 210 320 380 510/520 850 Diger
L1 - + + + - - 540
L3 - + + + - 540
L5 - + + + - - 540
L6 - + + + - - 540
L8 + + + + - 750
L10 - + + + + -
L13 - + + + + -
L14 + + + + - + 540, 700
L15 + + + + - 540
L16 + + + - 750
L21 - + + + - - 540
L22 + + + + - + 540
P17 + + + + + -
P19 + + + + + -
P20 - + + + + - 650
P21 + + + + + -
P22 + + + + + -
P24 + + + + + -
A3 - + + + + - 750
Ad + + + + -
A7 - + + + + - 750
Al8 - + + + + - 750
A23 - + + + + -
A26 + + + + + -
A28 + + + + + -

6A5 B. cereus referans soyunun MDbolI ile kesim sonrasi bant profili 100 bg,
210 bg, 320 bg, 380 bg ve 510/520 bg biiyiikliigiindeki bantlar1 icermektedir. Daha
once manuel testler, ticari kitler ve 16S rDNA dizi analizi sonuglarina gére B. cereus
olabilecekleri diisiiniilen 4 yerel izolat P17, P20, P22 ve A4’tiir. Bu yerel izolatlarin
Mboll kesim profilleri referans soyunki ile karsilastirildiginda P17, P22 ve A4
izolatlarinin referans soy ile ayni profili gosterdigi, P20 izolatinin ise 100 bg’lik bant
disinda tiim bantlar1 igerdigi goriilmiistiir. Bu izolatlar disinda P19, P21, P24, A26 ve
A28 de referans soy ile ayn1 bant profilini gostermektedir (Cizelge 3.27.).
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Cizelge 3.27. 25 yerel izolat i¢in MbolI ile elde edilen bantlarin 6A5 B. cereus referans soyu igin elde
edilenlerle karsilastiriimast.

6AS5 B. cereus

izolat adi 100 210 320 380 510/520 Diger

L1 - + + + - 540

L3 + + + - 540

L5 + + + - 540

L6 + + + - 540

L8 + + + + 750

L10 + + + +

L13 - + + + +

L14 + + + + - 540, 700,
850

L15 + + + + - 540

L16 + + + 750

L21 - + + + - 540

L22 + + + + - 540, 850

P17 e 4+ + + +

P19 =F + + + +

P20 - + + + + 650

P21 + + + + +

P22 I 4+ + + +

P24 e 4+ + + +

A3 - + + + + 750

A4 + + + + +

A7 - + + + + 750

Al8 - + + + + 750

A23 - + + + +

A26 + + + + +

A28 + + + + +

7A36 B. megaterium referans soyunun MbolI ile kesim sonrasi bant profili 100
bg, 170 bg, 210 bg, 320 bg, 380 bg, 480 bg, 510/520 bg, 700 bg, 850 bg ve 1000 bg
biiytlikliigiindeki bantlar1 igermektedir. Daha 6nce yapilan manuel testler sonucunda
B. megaterium olabilecegine karar verilmis olan yerel izolat P22’nin kesim profili
referans soyun kesim profiline uymamaktadir. P22 izolat1 MbolI ile kesim sonrasinda
yalnizca 100 bg, 210 bg, 320 bg, 380 b¢ ve 510/520 bg biiyiikliiglindeki bantlari
vermistir. Referans soyun kesim profilinde bulunan 170 bg, 480 bg, 700bg, 850 bg ve
1000 be¢ biiyiikliigiindeki bantlar P22 16S rDNA’smmin Mboll kesim profilinde
bulunmamaktadir (Cizelge 3.28.).
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Cizelge 3.28. 25 yerel izolat igin MbolIl ile elde edilen bantlarin 7A36 B. megaterium referans soyu
i¢in elde edilenlerle karsilagtirilmasi.

7A36 B. megaterium
izolat adi | 100 | 170 | 210 | 320 | 380 | 480 | 510/520 | 700 | 850 | 1000 | Diger
L1 - - + + + - - - - - 540
L3 - - + + + - - - - - 540
L5 - - + + + - - - - - 540
L6 - - + + + - - - - - 540
L8 - - + + + - + - - - 750
L10 - - + + + - + - - -
L13 - - + + + - + - - -
L14 + - + + + - - + + - 540
L15 + - + + + - - - - - 540
L16 - - + + + - + - - - 750
L21 - - + + + - - - - - 540
L22 + - + + + - - - + - 540
P17 + - + + + - +
P19 + - + + + _ + _ _
P20 - - + + + - + - - 650
P21 + - + + + - +
P22 + - + + + - +
P24 + - + + + - +
A3 - - + + + - + - 750
A4 + - + + + - + - -
A7 - - + + + - + - - 750
Al8 - - + + + - + 750
A23 - - + + + - + -
A26 + - + + + - + -
A28 + - + + + - + -

8A3 B. pumilus referans soyunun Mboll ile kesim sonrasi bant profili 210 bg,
320 bg, 380 bg, 510/520 bg ve 540 bg biiyiikliigiindeki bantlar1 icermektedir. Daha
once manuel testler, ticari kitler ve 16S rDNA dizi analizi sonuglarina gore B.
pumilus olabileceklerine karar verilmis olan 8 yerel izolat L1, L3, L5, L6, L14, L15,
L21 ve L22’dir. Bu yerel izolatlarin Mboll kesim profilleri referans soyunki ile
karsilastirildiginda, izolatlarin higbirisinin  510/520 bg¢ biiytikliiglindeki band1
icermedigi, buna karsin diger dort band1 verdigi goriilmiistiir. zolatlardan L14 ayrica
100 bg, 700 b¢ ve 850 bg, L22 ise 100 bg ve 850 bg¢ biiyiikliiglinde bantlar
icermektedir. MDboIl ile kesilen diger 17 izolatin tamaminin yalnizca 540 bg
blyiikliiglindeki bandi icermedigi, bunun disindaki diger dort bandi verdigi
goriilmiistiir. Bu izolatlar ayrica 100 bg, 650 bg veya 750 bg biiytikliigiinde bir bant
daha vermektedir (Cizelge 3.29.).
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Cizelge 3.29. 25 yerel izolat igin MbolIl ile elde edilen bantlarin 8A3 B. pumilus referans soyu igin
elde edilenlerle karsilagtirilmasi.

8A3 B. pumilus
izolat adi 210 320 380 510/520 540 Diger
L1 + + + - +
L3 + + + +
L5 + + + - +
L6 + + + - +
L8 + + + + - 750
L10 + + + + -
L13 + + + + -
L14 + + + - + 100, 700, 850
L15 + + + - + 100
L16 + + + + - 750
121 + + + - +
L22 + + + - + 100, 850
P17 + + + + - 100
P19 + + + + 100
P20 + + + + 650
P21 + + + + 100
P22 + + + + 100
P24 + + + + 100
A3 + + + + 750
A4 + + + + 100
A7 + + + + 750
Al8 + + + + 750
A23 + + + +
A26 + + + + 100
A28 + + + + 100

9A20 B. stearothermophilus referans soyunun Mboll ile kesim sonrasi bant
profili 210 bg, 320 bg, 380 bg, 510/520 bg, 650 be, 750 bg ve 900 bg biiyiikliigiindeki
bantlar1 igermektedir. 25 yerel soyun higbiri referans soyun kesim profili ile uyum
gdstermemistir. Izolatlarin tamami 210 bg, 320 bg, 380 bg biiyiikliigiindeki bantlar1
igerirken, higbirisi 900 bg¢ biiyiikligiindeki bandi vermemistir (Cizelge 3.30.).
Manuel testlere gore B. stearothermophilus’e benzer bulunan A26 izolati referans
soyun verdigi bantlardan yalmizca 210 bg, 320 bg, 380 bg ve 510/520 bg
biiytlikliigiindeki bantlar1 tagimakta, ek olarak 100 bg biiyiikliigiinde ekstra bir bant
vermektedir. Ticari kitlere gore B. stearothermophilus ile benzerlik gosteren
izolatlardan L8 referans soyda gbzlenen bantlardan 210 bg, 320 bg, 380 bg, 510/520
bc ve 750 bg biiyiikliigiindeki bantlar1 verirken, L10 izolat1 ise yalnizca 210 bg, 320
bg, 380 bg ve 510/520 bg biiyiikliiglindeki bantlar1 vermektedir.
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Cizelge 3.30. 25 yerel izolat i¢in MbolI ile elde edilen bantlarin 9A20 B. stearothermophilus referans
soyu i¢in elde edilenlerle karsilagtirilmasi.

9A20 B. stearothermophilus

izolat 210 320 380 510/520 650 750 900 Diger

adi

L1 + + + - - - - 540

L3 + + + - - - - 540

L5 + + + - - - - 540

L6 + + + - - - 540

L8 + + + + + -

L10 + + + + - -

L13 + + + + - -

L14 + + + - - - 100, 540,
700, 850

L15 + + + - - 100, 540

L16 + + + + -

L21 + + + - - 540

122 + + + - - - 100, 540,
850

P17 + + + + - - 100

P19 + + + + - - - 100

P20 + + + + + - -

P21 + + + + - - - 100

P22 + + + + - - 100

P24 + + + + - - 100

A3 + + + + + -

A4 + + + + - - 100

A7 + + + + + -

Al8 + + + + + -

A23 + + + + - -

A26 + + + + - - 100

A28 + + + + - - 100

10A5 B. amyloliguefaciens soyunun Mboll ile kesim sonrasi bant profili 100
be, 210 bg, 320 bg, 380 bg, 540 bg, 700 bg ve 850 bg’lik bantlart icermektedir. L14
izolatiin bant profili referans soy ile uyum gostermektedir. izolatlarm tamaminin
kesim profillerinde 210 bg, 320 bg, 380 bg biiytikliigiindeki bantlar goriiliirken, 700
b¢ biiyiikliiglindeki bant yalnizca L14’te, 850 bg¢ biiylikliigiindeki bant ise yalnizca
L14 ve L22’de gortilmiistiir (Cizelge 3.31.). Ticari kitler ve 16S rDNA dizi analizine
gore 10A5 B. amyloliquefaciens ile benzerlik gosteren L8, L10, L16, P20, A18 ve
A23 izolatlarindan L10 ve A23 yalnizca 210 bg, 320 b¢ e 380 bg’lik bantlar
verirken, bu ii¢ banda ek olarak L8, L16 ve A18 izolatlar1 750 bg, P20 izolat1 ise 650
be biiytikliigiinde ekstra bir bant tagimaktadir.




126

Cizelge 3.31. 25 yerel izolat igin MbolII ile elde edilen bantlarin 10A5 B. amyloliquefaciens referans
soyu i¢in elde edilenlerle karsilastirilmasi.

10A5 B. amyloliquefaciens

izolat 100 210 320 380 540 700 850 Diger
ad1

L1

L3

L5

L6

S

L8 750

L10

L13

L14 +

L15 +

L16 750

L21

L22 +

[ o o I I o

P17 +

P19 +

P20 650

P21 +

P22 +

P24 +

A3 - - - 750

A4 +

A7 - - - 750

Al8 - - - 750

A23

A26 +

e R B e e e e R e e R e I R e o o e o e e
e o N o e o B e I I B e o O e N o o e e e s
e B R e e e e e e e e R e o o e o e e R

A28 +

13A10 B. sphaericus referans soyunun MbolI ile kesim sonrasi bant profili 100
beg, 210 bg, 320 bg, 380 bg, 510/520 be, 620 bg, 850 bg ve 1000 be biiyiikliigiindeki
bantlar1 icermektedir. 25 yerel izolatin higbirisi referans soyun bant profili ile uyum
gostermemistir. Referans soyun bant profilinde bulunan 620 bg ve 1000 bg
biiylikliigiindeki  bantlar hicbir izolat profilinde bulunmamakta, 850 bg
biiytlikliigiindeki bant ise yalnizca L14 ve L22 izolatlarinda goriilmektedir (Cizelge
3.32.). Manuel testlere gore B. sphaericus siiphesi tasiyan L3 izolati ise referans
soyun kesim profilinde gozlenen bantlardan yalnizca 210 bg, 320 bg ve 380 bg
bliytikliigiindeki bantlar1 tagirken, 540 bg biiytikliigiinde ekstra bir bant igermektedir.
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Cizelge 3.32. 25 yerel izolat i¢in MbolI ile elde edilen bantlarin 13A10 B. sphaericus referans soyu
i¢in elde edilenlerle karsilagtirilmasi.

13A10 B. sphaericus
izolat 100 210 320 380 510/520 620 850 1000 Diger
ad1
L1 - + + + - - - - 540
L3 - + + + - - - - 540
L5 - + + + - - - - 540
L6 - + + + - - - 540
L8 - + + + + - - 750
L10 - + + + + - -
L13 - + + + + - -
L14 + + + + - - + - 540, 700
L15 + + + + - - - - 540
L16 - + + + + - - 750
L21 - + + + - - - 540
L22 + + + + - + - 540
P17 + + + + + -
P19 + + + + + - -
P20 - + + + + - - 650
P21 + + + + + - -
P22 + + + + + - -
P24 + + + + + - -
A3 - + + + + - - 750
A4 + + + + + - -
A7 - + + + + - - 750
Al8 - + + + + - - 750
A23 - + + + + -
A26 + + + + + - -
A28 + + + + + - -

29A1 B. firmus referans soyunun Mboll ile kesim sonrasi bant profili 210 bg,
320 bg, 380 bg, 510/520 bg, 650 bg, 750 bg, 900 be ve 950 bg biiyiikliigiindeki
bantlar1 icermektedir. 25 yerel izolatin higbirisi referans soy bant profili ile uyum
gostermemistir. MboII ile kesilen izolatlarin tiimiinde 210 bg, 320 b¢ ve 380 bg
biiylikliigiindeki bantlar goriiliirken, 900 b¢ ve 950 bg¢ biiyiikliigiindeki bantlar
hicbirisinde goriilmemistir. 650 bg biiyiikliigiindeki bant ise yalnizca P20’de
gozlenmistir (Cizelge 3.33.). Manuel testlere gore B. firmus’a benzer bulunan L1
izolat1 referans soyun bant profilinde gozlenen bantlardan yalnizca 210 bg, 320 bg ve
380 bg’lik bantlar1 tasirken, ek olarak 540 bg biiyiikliigiinde ekstra bir bant
vermektedir. Ticari kitler ile elde edilen sonuglara gore B. firmus siiphesi tasiyan L8
izolat1 referans soya ait bantlardan yalnizca 210 bg, 320 bg, 380 bg, 510/520 bg ve
750 be biiytikliiglindeki bantlar1 vermektedir.
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Cizelge 3.33. 25 yerel izolat i¢in Mboll ile elde edilen bantlarin 29A1 B. firmus referans soyu igin
elde edilenlerle karsilagtirilmasi.

29A1 B. firmus

izolat 210 320 380 510/520 650 750 900 950 Diger

adi

L1 + + + - - - - - 540

L3 + + + - - - - - 540

L5 + + + - - - - - 540

L6 + + + - - - - 540

L8 + + + + + - -

L10 + + + + - - -

L13 + + + + - - -

L14 + + + - - - - 100, 540,
700, 850

L15 + + + - - - 100, 540

L16 + + + + - -

L21 + + + - - - - 540

122 + + + - - - - 100, 540,
850

P17 + + + + - - - 100

P19 + + + + - - - - 100

P20 + + + + + - - -

P21 + + + + - - - - 100

P22 + + + + - - - 100

P24 + + + + - - - 100

A3 + + + + + - -

A4 + + + + - - - 100

A7 + + + + + -

Al8 + + + + + - -

A23 + + + + - - -

A26 + + + + - - - 100

A28 + + + + - - - 100

61A1 B. coagulans referans soyunun MboII ile kesim sonrasi bant profili 6A5
B. cereus referans soyunun kesim profili ile aynidir. Bu nedenle Mboll enziminin bu
iki soy arasinda ayrim yapamadigi sdylenebilir. 61A1 B. coagulans referans soyunun
bant profili 100 bg, 210 bg, 320 bg, 380 bg ve 510/520 bg biiyiikliiglindeki bantlar
icermektedir. Ayni enzimle kesilen P17, P19, P21, P22, P24, A4, A26 ve A28
izolatlar1 da referans soy ile ayni bant profilini gdstermektedir. Bunlardan P22 izolat1
API kiti ile elde edilen sonuglara gore B. coagulans ile benzerlik gostermistir.
[zolatlarm tamam referans soyda bulunan 210 bg, 320 bg, 380 bg biiyiikliigiindeki
bantlar1 igerirken, bazilar1 ya 100 b¢ ya da 510 bg biiyiikliigiindeki band1 icermekte
ya da ikisini birden icermemektedir (Cizelge 3.34.).
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Cizelge 3.34. 25 yerel izolat i¢in Mboll ile elde edilen bantlarin 61A1 B. coagulans referans soyu igin
elde edilenlerle karsilagtirilmasi.

61A1 B. coagulans

izolat adi 100 210 320 380 510/520 Diger

L1 - + + + - 540

L3 - + + + - 540

L5 - + + + - 540

L6 - + + + - 540

L8 - + + + + 750

L10 - + + + +

L13 - + + + +

L14 + + + + - 540, 700,
850

L15 + + + + - 540

L16 - + + + 750

L21 - + + + - 540

L22 + + + + - 540, 850

P17 e 4+ + + +

P19 + + + + +

P20 - + + + + 650

P21 + + + + +

P22 I 4+ + + +

P24 e 4+ + + +

A3 - + + + + 750

A4 + + + + +

A7 - + + + + 750

Al8 - + + + + 750

A23 - + + + +

A26 + + + + +

A28 + + + + +
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3.4.1.3. Sau3AIl

16S rDNA PCR firiinlerinin Sau3Al enzimi ile kesim profilleri Sekil 3.38.A-
D’de goriilmektedir.

Sekil 3.38. 16S rDNA’larin Sau3Al restriksiyon enzimi ile kesim sonrasi agaroz jel profili. A: 1,
A3; 2, A7; 3, A18; 4, 100 bg belirteg (Fermentas); 5, 1A1; 6, A23; 7, L16; 8, P20; 9, 100 bg belirteg
(Fermentas); 10, L13; 11, 8A3; 12, 5SA1. B: 1, 100 bg belirte¢ (Fermentas); 2, L10-rrn; 3, L8-rrn; 4,
L21-rr, 5, 27E3-rrn; 6, 6A5-rrn; 7, 500 b belirteg (Fermentas); 8, L10-16S; 9, L8-16S; 10, L21-
16S; 11, 8A3-16S; 12, 27E3-16S; 13, 6A5-16S; 14, P17-16S; 15, A4-16S; 16, 100 bg belirteg
(Fermentas). C: 1, 100 bg belirteg (Fermentas); 2, L1; 3, L3; 4, L5; 5, 8A3; 6, L6; 7, L14; 8, L15; 9,
L22; 10, 500 bg belirteg (Fermentas); 11, 29A1; 12, 7A36; 13, P22; 14, 6AS; 15, 61A1; 16, 100 bg
belirteg (Fermentas). D: 1, P19; 2, P21; 3, 5A1; 4, 100 bg belirte¢ (Fermentas); 5, P24; 6, A26; 7,
9A20; 8, A28; 9, 500 bg belirteg (Fermentas); 10, 1A1; 11, 10AS5; 12, 13A10. 100 bg belirteg, 1.0, 0.9,
0.8, 0.7, 0.6, 0.5, 0.4, 0.3, 0.2, 0.1 Kbg; 500 bg belirteg, 6.0, 5.5, 5.0, 4.5, 4.0, 3.5, 3.0, 2.5, 2.0, 1.5,
1.0, 0.5 Kbg.

1A1 B. subtilis referans soyunun Sau3Al ile kesim sonrasi bant profili 120 bg,
150 bg, 200 bg, 310 bg, 420 bg, 430 bg, 700 bg, 720 be, 800 bg, 830 bg, 900 bg, 1031
b¢ ve 1050 be biiytikliigiindeki bantlar1 icermektedir. Daha 6nce manuel testler, ticari

kitler ve 16S rDNA dizi analizi sonuglarina gore B. subtilis olabileceklerine karar
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verilmis olan 12 yerel izolat L8, L10, L13, L16, A3, A7, A18, A23, A26, A28, P19
ve P20 de dahil 25 yerel izolatin higbirisi referans soyun kesim profiline uyum
gostermemektedir. Jelde silik olarak gdzlenen bantlar dikkate alinmadigi taktirde
L16 ve A3 soylari geriye kalan bantlar agisindan referans soy ile uyumludur (Cizelge
3.35.). P17 ve A4 izolatlar1 referans soyun kesim profilinde goriilen bantlarin

hig¢birisini tagimamaktadir.

Cizelge 3.35. 25 yerel izolat igin Sau3Al ile elde edilen bantlarn 1A1 B. subtilis referans soyu igin
elde edilenlerle karsilastirilmasi. Kirmizi ile gosterilenler jelde silik gdzlenen bantlardir.

1A1 B. subtilis

izolat 120 | 150 | 200 | 310 | 420 | 430 | 700 | 720 | 800 | 830 | 900 | 1031 | 1050 | Diger

ad1

L1 + + + + + - + - 170, 850, 1000

L3 + + + + + - + - - 170, 850

L5 + + + + + - - - 170

L6 + - + + + + - 170

LS N T i + _ + - 180, 450

L10 - + + + + - 180, 450

L13 - - + + + - +

L4 T T + ¥ R + - - - + - - 170, 850

L15 + + + + - + - - - + - - 170, 850

L16 - + + - + - + + - + - +

L21 - + + + - - + - - - - - - 180, 450

L22 + - + + + - + - - - + - - 170, 850

P17 R - - - - - - - - - - - - 180, 280, 300, 850,
1200

P19 + + + + + + + + T

P20 - - - + - 270, 850, 1200

P21 + + + + + - + - - + + + -

P22 + - + + + + - - - - - - 170

P24 + + + + + - + -

A3 - + + - + + + - + - +

Ad R - - R - - - - - - - - - 180, 280, 300, 850,
1200

A7 + + + - + -

Al8 + + + - + -

A23 - - + + + - + -

A26 + + + + + + + + + 80

A28 + + + + + + + + +

5A1 B. licheniformis referans soyunun Sau3Al ile kesim sonrasi bant profili 80
bg, 120 bg, 150 bg, 200 bg, 310 bg, 420 bg, 700 bg, 720 bg, 800 bg, 830 bg, 900 bg,
1031 bg ve 1050 be biiyiikliigiindeki bantlar1 icermektedir. Daha 6nce manuel testler,
ticari kitler ve 16S rDNA dizi analizi sonuglarina gore B. licheniformis
olabileceklerine karar verilmis olan L8, L10, P19, P21, P24, A26 ve A28 yerel
izolatlarindan higbirisinin referans soy ile ayni1 bant profilini gostermedigi
goriilmiistiir. P19, P21 ve A28 izolatlar1 80 bg, 720 bg, 800 b¢ ve 1050 bg, A26
izolat1 720 bg, 800 bg¢ ve 1050 bg biiyiikliigiindeki bantlar1 igermemekte, P24 ise
yalnizca 120 bg, 150 bg, 200 bg, 310 bg, 420 b¢ ve 700 bg biiyiikliigiindeki bantlar1
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icermektedir. L8 ve L10 izolatlar1 ise yalmizca 150 bg, 200 bg, 310 b¢ ve 700 bg
biiytlikliigiindeki bantlar1 icermektedir (Cizelge 3.36.).

Cizelge 3.36. 25 yerel izolat igin Sau3Al ile elde edilen bantlarin 5A1 B. licheniformis referans soyu
icin elde edilenlerle karsilastirilmasi. Kirmizi ile gosterilenler jelde silik gézlenen bantlardir.

5A1 B. licheniformis

izolatad: | 80 | 120 | 150 | 200 | 310 | 420 | 700 | 720 | 800 | 830 | 900 | 1031 | 1050 | Diger

L1 - + - + + + + - - - + - 170, 850,
1000

L3 - + - + + + + - - - + - - 170, 850

L5 - + - + + + + - - - - - - 170

L6 - + - + + + + - - - - - - 170

L8 - - + + + - + - - - - - - 180, 450

L10 - - + + + - + - - - - - - 180, 450

L13 - - - + + - - + - - - - - 430

L14 - + + + + + - - - + - 170, 850

L15 - + + + + + - - - + - 170, 850

L16 - - - + + - - + + - + - + 430

L21 - - + + + - + - - - - 180, 450

122 - + - + + + + - - - + - - 170, 850

P17 - - - - - - - - - - - - 180, 280,
300, 850,
1200

P19 - + + + + + + + +

P20 - - - - + - - - - - 270, 850,
1200

P21 - + + + + + + + + +

P22 - + - + + - + - - - - 170, 430

P24 - + + + + + + - - - - - -

A3 - - - + + - - + + - + - + 430

A4 - - - - - - - - - 180, 280,
300, 850,
1200

A7 - - - + + - - + - - - - - 430

Al8 - - - + + - - + - - - - - 430

A23 - - - + + - - + - - - - - 430

A26 + + + + + + + + + +

A28 - + + + + + + + + +

6A5 B. cereus referans soyunun Sau3Al ile kesim sonrasi bant profili 180 bg,
280 bg, 300 bg, 850 bg, 1200 bg biiyiikliiglindeki bantlar1 icermektedir. Daha dnce
manuel testler, ticari kitler ve 16S rDNA dizi analizi sonuglarina gore B. cereus
olabileceklerine karar verilmis olan P17 ve A4 yerel izolatlarinin kesim profilleri
referans soyunki ile ortiismektedir. VITEK sistemi ile yapilan tiplendirme sonucu B.
cereus’a benzer goriilen P22 izolati Sau3 Al kesim profilinde referans soya ait higbir
bandi tasimamaktadir. 16S rDNA dizi analizi sonucuna gore B. cereus’a benzer
bulunan P20 izolat1 ise referans soy ile uyumlu olarak yalnizca 850 b¢ ve 1200 bg
biiytlikliigiindeki bantlart igermektedir (Cizelge 3.37.).
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Cizelge 3.37. 25 yerel izolat icin Sau3Al ile elde edilen bantlarin 6AS B. cereus referans soyu igin
elde edilenlerle karsilastirilmasi. Kirmizi ile gosterilenler jelde silik gézlenen bantlardir.

6A5 B. cereus

izolat ad: | 180 | 280 | 300 | 850 | 1200 | Diger

Ll - | - [ - T+ [ - [120,170,200, 310, 420, 700, 900, 1000
3 - | - [ - 1+ [ - [120,170,200, 310, 420, 700, 900

L5 - - - - | 120,170, 310, 420, 700

L6 N B S - [ 120,170, 200, 310, 420, 700

L8 + | - | - | - - 150,200, 310, 450, 700

L10 + | - | - | - - [ 150,200, 310, 450, 700

L3 S T B R - [ 200,430,720

L14 -~ | - [ - | + [ - [120,170,310, 420, 700, 900

L15 - | - [ - + 1 - 1120,170,200,310, 420, 700, 900

L16 - - - [ 200,310, 430, 720, 800, 900, 1050

L21 + | - | - | - - [ 150,200, 310, 450, 700

L22 - | - [ - T+ [ - 17120,170,200, 310, 420, 700, 900

P17 + |+ [+ | + +

P19 - -1 - [ 120, 150, 200, 310, 420, 700, 830, 900, 1031
P20 S - - [+ [ + [270,310

P21 - -1 - [ 120, 150, 200, 310, 420, 700, 830, 900, , 1031
P22 - T - [ 120,170, 200, 310, 430, 700

P24 - T - [ 120,150, 200, 310, 420, 700

A3 - - - - - [ 200,310, 430, 720, 800, 900, 1050

A4 + |+ | + | + +

A7 A B N - [ 200,310, 430, 720

AlS - - | - - [ 200,310,430, 720

A23 - T - [ 200,310, 430, 720

A26 - - - [ 80, 120, 150, 200, 310, 420, 700, 830, 900, 1031
A28 - T - [ 120, 150, 200, 310, 420, 700, 830, 900, 1031

7A36 B. megaterium referans soyunun Sau3Al ile kesim sonrasi bant profili
150 bg, 170 bg, 250 bg, 850 bg, 950 bg biiyiikliigiindeki bantlar1 igermektedir. Daha
once manuel testler sonucunda B. megaterium olabilecegine karar verilmis olan P22
yerel izolatinin kesim profili referans soyun kesim profili ile uyum gostermemektedir
(Cizelge 3.38.). P22’nin profili yalnizca, referans soyun Sau3Al profilinde bulunan
170 be biiytikliigiindeki band1 igcermektedir.



134

Cizelge 3.38. 25 yerel izolat igin Sau3Al ile elde edilen bantlarin 7A36 B. megaterium referans soyu
icin elde edilenlerle karsilastirilmasi. Kirmizi ile gosterilenler jelde silik gézlenen bantlardir.

7A36 B. megaterium

izolat adi | 150 | 170 | 250 | 850 | 950 | Diger

Ll - |+ [ - | + | - ]120,200,310, 420, 700, 900, 1000
L3 |+ [ - | + | - [ 120,200,310, 420, 700, 900

L5 |+ [ - - | - ]120,200,310, 420, 700

L6 |+ [ - T - | - T120,200,310, 420, 700

L8 ~ | - [ - | - | - [180,200,310, 450, 700

L10 + | - [ - | - [ - [180,200,310, 450, 700

L3 ~ | - [ - | - | - [200,430,720

L14 |+ [ - | + | - ]120,200,310, 420, 700, 900

L15 |+ [ - | + | - ]120,200,310, 420, 700, 900

L16 - |- - T -1 - 200,310,430, 720, 800, 900, 1050

L21 + | - [ - | - [ - [180,200,310, 450, 700
122 - |+ [ - | + [ - [120,200,310, 420, 700, 900

P17 | - | - |+ | - | 180,280,300, 1200

P19 + | - [ - | - [ - [7120,200,310, 420, 700, 830, 900, 1031
P20 | - [ - [+ [ - [270,310,1200

P21 + | - | - | - | - 120,200,310, 420, 700, 830, 900, , 1031
P22 - [+ [ - 1T -1 - 1120,200,310, 430, 700

P24 + | - | - | - [ - [120,200,310, 420, 700

A3 - | - [ = 1 -1 - 1200,310, 430,720, 800, 900, 1050

A4 | - | - | + | - [ 180,280,300, 1200

A7 [ - [ - | - [ - [200,310,430, 720

AlB - | - [ = = - ]200,310,430,720

A23 - | - [ - 1 - | - [200,310,430,720

A26 + | - [ - | - [ - [80,120,200,310, 420, 700, 830, 900, 1031
A28 + | - [ - | - [ - 17120,200,310, 420, 700, 830, 900, 1031

8A3 B. pumilus referans soyunun Sau3Al ile kesim sonrasi bant profili 150 bg,
180 bg, 200 bg, 310 bg, 450 bg, 700 bg biiyiikliigiindeki bantlar1 igermektedir. Daha
once manuel testler, ticari kitler ve 16S rDNA dizi analizi sonuglarina gore B.
pumilus olabileceklerine karar verilmis olan 8 yerel izolat L1, L3, L5, L6, L14, L15,
L21 ve L22 arasindan sadece L21 izolati referans soy ile ayni kesim profilini
gostermektedir. Ayrica L8 ve L10 izolatlarinin Sau3Al kesim profilleri de referans

soy ile ortiismektedir (Cizelge 3.39.).
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Cizelge 3.39. 25 yerel izolat igin Sau3Al ile elde edilen bantlarin 8A3 B. pumilus referans soyu igin
elde edilenlerle karsilagtirilmasi. Kirmizi ile gosterilenler jelde silik gdzlenen bantlardir.

8A3 B. pumilus
izolat adi | 150 | 180 | 200 | 310 | 450 | 700 | Diger
L1 - - + + - + 120, 170, 420, 850, 900, 1000
13 - - + + - + 120, 170, 420, 850, 900
L5 - - + + - + | 120,170,420
L6 - - + + - + | 120,170, 420
L8 + + + + + +
L10 + + + + + +
L13 - - + + - - 430, 720
L14 - - + + - + 120, 170, 420, 850, 900
L15 - - + + - + 120, 170, 420, 850, 900
L16 - - + + - - 430, 720, 800, 900, 1050
L21 4 4 + + + +
122 - - + + - + 120, 170, 420, 850, 900
P17 - + - - - - 280, 300, 850, 1200
P19 + - + + - + 120, 420, 830, 900, 1031
P20 - - - + - - 270, 850, 1200
P21 + + + - + 120, 420, 830, 900, 1031
P22 - - + + - + 120, 170, 430
P24 + - + + - + | 120,420
A3 - - + + - - 430, 720, 800, 900, 1050
Ad - + - - - - 280, 300, 850, 1200
A7 - + + - - 430,720
Al8 - - + + - - 430,720
A23 - - + + - - 430,720
A26 + - + + - + | 80, 120, 420, 830, 900, 1031
A28 + - + + - + 120, 420, 830, 900, 1031

9A20 B. stearothermophilus ve 10A5 B. amyloliquefaciens referans soylarinin
Sau3Al ile kesim sonras1 bant profilleri 120 bg, 150 bg, 200 bg, 310 bg, 420 bg, 700
be, 830 bg, 900 be, 1031 be biiyiikliigiindeki bantlar1 igermekte ve Sau3Al enzimi bu
iki referans soy arasinda aymrim saglayamamaktadir. P19, P21, A26 ve A28
izolatlarinin kesim profili referans soylarinki ile ortiismektedir (Cizelge 3.40. ve
3.41.). Bu izolatlardan A26 manuel testlerin sonucglarina gore B.
stearothermophilus’a benzemektedir. Ticari kitler ve 16S rDNA dizi analizi
sonuglarina gore B. stearothermophilus olabilecekleri diisiiniilen L8 ve L10 izolatlar
referans soylarin bant profilinde gézlenen bantlardan yalnizca 150 bg, 200 bg, 310 bg
ve 700 bg biyiikliigiinde olanlar1 vermekte, ek olarak 180 bg¢ ve 450 bg
biiytikliigiinde iki bant daha tagimaktadir. Ticari kitlerle elde edilen sonuglara gore B.
amyloliquefaciens ile benzerlik gosteren L16, P20, A18 ve A23 izolatlarindan A18
ve A23, referans soylara ait bantlardan yalnizca 200 b¢ ve 310 bg olanlar tasirken,
430 bg ve 720 bg biiyiikliigiinde iki ekstra bant daha icermektedir. L16 izolat1 200 bg,
310 bg ve 900 bg bantlara ek olarak 430 bg, 720 bg, 800 b¢ ve 1050 bg biiyiikliiglinde
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dort ilave bant tasimaktadir. P20 izolat1 ise Sau3 Al ile kesim sonrasinda yalnizca 310

be, 270 beg ve 1200 be biiytikliigiindeki ti¢ band1 vermektedir.

Cizelge 3.40. 25 yerel izolat i¢in Sau3Al ile elde edilen bantlarin 9A20 B. stearothermophilus
referans soyu igin elde edilenlerle karsilastirilmasi. Kirmizi ile gosterilenler jelde silik gdzlenen
bantlardir.

9A20 B. stearothermophilus

izolatadr | 120 | 150 | 200 | 310 | 420 | 700 | 830 | 900 | 1031 Diger
L1 + - + + + + - + - 170, 1000
L3 + - + + + - + - 170
L5 + - + + + + - - - 170
L6 + - + + + + - - - 170
LS N T + T + - - - 180, 450
L10 - + + + - + - - - 180, 450
L13 - - + + - - - - - 430, 720
L14 + - + + + + - + - 170
L15 + - + + + + - + - 170
L16 - - + + - - + 430, 720, 800, 1050
L21 - + + + - + - - 180, 450
L22 + - + + + + - + - 170
P17 - - - - - - - - - 180, 280, 300, 1200
P19 I I I I I I + + +
P20 - - - + - - - - - 270, 1200
P21 I I I I I I + + +
P22 + - + + - + - - - 170, 430
P24 + + + + - - -
A3 - - + + - - - + - 430, 720, 800, 1050
Ad R R - - - - - - - 180, 280, 300, 1200
A7 N N T T _ - - - - 430, 720
Al8 - - + + - - - - - 430, 720
A23 - - + + - - - - - 430, 720
A26 + + + + + + + + +
A28 + + + + + + + + +

Cizelge 3.41. 25 yerel izolat igin Sau3Al ile elde edilen bantlarin 10A5 B. amyloliquefaciens referans
soyu i¢in elde edilenlerle karsilagtirilmasi. Kirmizi ile gosterilenler jelde silik gézlenen bantlardir.

10A5 B. amyloliquefaciens
izolat ad: | 120 | 150 | 200 | 310 | 420 | 700 | 830 | 900 | 1031 | Diger
L1 + - + + + + - + - 170, 1000
L3 + - + + + + - + - 170
L5 + - + + + + - - - 170
L6 + - + + + + - - - 170
L8 - + + + + - - - 180, 450
L10 - + + + - + - - - 180, 450
L13 - - + + - - - - - 430, 720
L14 + - + + + + - + - 170
L15 + - + + + + - + - 170
L16 - - + + - - - + - 430, 720, 800, 1050
L21 - + + + - + - - - 180, 450
L22 + - + + + + - + - 170
P17 - R B - - - - - - 180, 280, 300, 1200
P19 I I I I I I + + +
P20 - - - + - - - - - 270, 1200
P21 + + + + + + + + +
P22 + - + + - + - - - 170, 430
P24 + + + + - - -
A3 - - + + - - - + - 430, 720, 800, 1050
Ad R R B - - - - - - 180, 280, 300, 1200
A7 N N T T _ - - - - 430, 720
Al8 - - + + - - - - - 430, 720
A23 - - + + - - - - - 430, 720
A26 + + + + + + + + +
A28 + + + + + + + + +




137

13A10 B. sphaericus referans soyunun Sau3Al ile kesim sonrasi bant profili
120 bg, 150 bg, 270 bg, 310 bg, 420 be, 700 bg, 1031 be biiyiikliigiindeki bantlar
icermektedir. 25 yerel izolatin hicbirisi referans soy bant profili ile uyum
gostermemistir (Cizelge 3.42.). Manuel testlerle elde edilen sonuglara gore B.
sphaericus ile benzerlik goriilen L3 izolat1 referans soyun kesim profilinde gézlenen
bantlardan yalmizca 120 bg, 310 bg, 410 b¢ ve 700 bg bantlar igerirken, ek olarak
170 bg, 200 bg ve 900 bg biiyiikliigiindeki bantlar1 vermektedir.

Cizelge 3.42. 25 yerel izolat igin Sau3Al ile elde edilen bantlarin 13A10 B. sphaericus referans soyu
icin elde edilenlerle karsilastirilmasi. Kirmizi ile gosterilenler jelde silik gézlenen bantlardir.

13A10 B. sphaericus
izolat adi | 120 | 150 | 270 | 310 | 420 | 700 | 1031 | Diger
L1 + - - + + + - 170, 200, 900, 1000
L3 + - - + + + - 170, 200, 900
L5 + - - + + + - 170, 200
L6 + - - + + + - 170, 200
L8 - + - + + - 180, 200, 450
L10 - + - + - + - 180, 200, 450
L13 - - - + - - - 200, 430, 720
L14 + - - + + + - 170, 200, 900
L15 + - - + + + - 170, 200, 900
L16 - - - + - - - 200, 430, 720, 800, 900, 1050
121 - + - + - + - 180, 200, 450
122 + - - + + + - 170, 200, 900
P17 - - - - - - - 180, 280, 300, 1200
P19 + + - + + + + 200, 830, 900
P20 - - + + - - - 1200
P21 + + - + + + + 200, 830, 900
P22 + - - + - + - 170, 200, 430
P24 + + - + + + - 200
A3 - - - + - - - 200, 430, 720, 800, 900, 1050
Ad - - - - - - - 180, 280, 300, 1200
A7 - - - + - - - 200, 430, 720
Al8 - - - + - - - 200, 430, 720
A23 - - - + - - - 200, 430, 720
A26 + + - + + + + 830, 900
A28 + + - + + + + 830, 900

27E3 B. subtilis “natto” referans soyunun Sau3Al ile kesim sonras1 bant profili
150 bg, 180 bg, 200 bg, 310 bg, 450 bg, 700 bg, 850 bg, 1050 bg, 1200 bg
biiylikliigiindeki bantlar1 igermektedir. 25 yerel soyun higbirisi referans soy bant

profili ile uyum gdstermemistir (Cizelge 3.43.).
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Cizelge 3.43. 25 yerel izolat i¢in Sau3Al ile elde edilen bantlarin 27E3 B. subtilis “natto” referans
soyu i¢in elde edilenlerle karsilastirilmasi. Kirmizi ile gosterilenler jelde silik gozlenen bantlardir.

27E3 B. subtilis “natto”
izolat ad: | 150 | 180 | 200 | 310 | 450 | 700 | 850 | 1050 | 1200 | Diger
L1 - - + + - + + - - 120, 170, 420, 900, 1000
L3 - - + + - + + - - 120, 170, 420, 900
L5 - - + + - + - - - 120, 170, 420
L6 - - + + - + - - - 120, 170, 420
L8 + + + + + + - -
L10 + + + + + + - - -
L13 - - + + - - - - - 430, 720
L14 - - + + - + + - - 120, 170, 420, 900
L15 - - + + - + + - - 120, 170, 420, 900
L16 - - + + - - - + - 430, 720, 800, 900
L21 + + + + + + - - -
L22 - - + + + + - - 120, 170, 420, 900
P17 - + - - - - + - + 280, 300
P19 + - + + - + - - - 120, 420, 830, 900, 1031
P20 - - - + - - + - + 1270
P21 + - + + - + - - - 120, 420, 830, 900, 1031
P22 - - + + - + - - - 120, 170, 430
P24 + - + + - + - - - 120, 420
A3 - - + + - - - + - 430, 720, 800, 900
A4 - + - - - - + - + 280, 300
A7 - - + + - - - - - 430, 720
AlS8 - - + + - - - - - 430, 720
A23 - - + + - - - - - 430, 720
A26 + - + + - + - - - 80, 120, 420, 830, 900, 1031
A28 + - + + - + - - - 120, 420, 830, 900, 1031

29A1 B. firmus referans soyunun Sau3Al ile kesim sonrasi bant profili 170 bg,
250 bg, 300 bg, 850 bg, 1100 bg biiyiikliigiindeki bantlar1 icermektedir. 25 yerel
izolatin higbirisi referans soy bant profili ile uyum gdstermemistir. Referans soyun
kesim profilinde bulunan 250 bg¢ ve 1100 bg biiyiikliigiindeki bantlar higbir izolatin
profilinde goriilmemektedir. 300 bg bliylikliigiindeki bant ise yalnizca P17 ve A4’te
bulunmaktadir (Cizelge 3.44.). Manuel testlere gore B. firmus olabilecegi diisiiniilen
L1 izolati, referans soyun bant profilinde gdzlenen bantlardan yalnizca 170 bg ve 850
be biiyiikliigiindeki iki bandi tasimakta, buna karsin 120 bg, 200 bg, 310 bg, 420 be,
700 bg, 900 bg ve 1000 bg biiyiikliigiinde fazladan 7 bant vermektedir. Ticari kitler
ile elde edilen sonuglara gore B. firmus ile benzerlik gosteren L8 izolat1 ise referans
soyun verdigi bantlarin higbirisini tasimamaktadir. L8 izolat1 i¢in Sau3Al kesimi ile

elde edilen bantlar 150 bg, 180 bg, 200 bg, 310 bg, 450 b¢ ve 700 bg’dir.
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Cizelge 3.44. 25 yerel izolat i¢in Sau3Al ile elde edilen bantlarin 29A1 B. firmus referans soyu igin
elde edilenlerle karsilagtirilmasi. Kirmizi ile gosterilenler jelde silik gdzlenen bantlardir.

29A1 B. firmus
izolat adi | 170 | 250 | 300 | 850 | 1100 | Diger
L1 + - - + - 120, 200, 310, 420, 700, 900, 1000
L3 + - - + - 120, 200, 310, 420, 700, 900
L5 + - - - - 120, 200, 310, 420, 700
L6 + - - - - 120, 200, 310, 420, 700
LS8 - - - - - 150, 180, 200, 310, 450, 700
L10 - - - - - 150, 180, 200, 310, 450, 700
L13 - - - - - 200, 310, 430, 720
L14 + - - + - 120, 200, 310, 420, 700, 900
L15 + - - + - 120, 200, 310, 420, 700, 900
L16 - - - - - 200, 310, 430, 720, 800, 900, 1050
L21 - - - - - 150, 180, 200, 310, 450, 700
L22 + - - + - 120, 200, 310, 420, 700, 900
P17 - - + + - 180, 280, 1200
P19 - - - - - 120, 150, 200, 310, 420, 700, 830, 900, 1031
P20 - - - + - 270, 310, 1200
P21 - - - - - 120, 150, 200, 310, 420, 700, 830, 900, 1031
P22 + - - - - 120, 200, 310, 430, 700
P24 - - - - - 120, 150, 200, 310, 420, 700
A3 - - - - - 200, 310, 430, 720, 800, 900, 1050
Ad - - + + - 180, 280, 1200
A7 - - - - - 200, 310, 430, 720
AlS - - - - - 200, 310, 430, 720
A23 - - - - - 200, 310, 430, 720
A26 - - - - - 80, 120, 150, 200, 310, 420, 700, 830, 900, 1031
A28 - - - - - 120, 150, 200, 310, 420, 700, 830, 900, 1031

61A1 B. coagulans referans soyunun Sau3Al ile kesim sonrasi bant profili 120
beg, 170 bg, 200 bg, 310 bg, 420 bg, 700 be biiyiikliigiindeki bantlar1 icermektedir. L5
ve L6 yerel izolatlarinin kesim profilleri referans soy ile ortiismektedir. L1, L3, L14,
L15 ve L22 izolatlar1 referans soyun Sau3Al ile verdigi bantlara ek olarak 850 bg ve
900 bg biiytikliigiinde, L1 ayrica 1000 bg biiyiikliiglinde bantlar vermistir. P17 ve A4
izolatlart 61A1 B. coagulans referans soyunun Sau3Al kesim profilinde bulunan
bantlarin higbirisini tasimamaktadir (Cizelge 3.45.). API kiti ile elde edilen sonuglara
gore B. coagulans’a benzer bulunan P22 izolati referans soyun Sau3Al kesim

profilinde gozlenen 420 b¢ band1 tasimazken, 430 bg ekstra bir bant vermektedir.
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Cizelge 3.45. 25 yerel izolat i¢in Sau3Al ile elde edilen bantlarin 61A1 B. coagulans referans soyu
icin elde edilenlerle karsilastirilmasi. Kirmizi ile gosterilenler jelde silik gézlenen bantlardir.

61A1 B. coagulans |
izolat ada | 120 | 170 | 200 | 310 | 420 | 700 | Diger
L1 + + + + + + | 850,900, 1000
L3 + + + + + + | 850,900
L5 s 4 3 3 s 4
L6 s s 3 s s s
L8 - - + + - + | 150, 180, 450
L10 - - + + - + | 150, 180,450
L13 - - + + - - 430, 720
L14 + + + + + + | 850,900
L15 + + + + + + | 850,900
L16 - - + + - - | 430, 720, 800, 900, 1050
L21 - - + + - + | 150,180, 450
L22 + + + + + | 850,900
P17 - - - - - - 180, 280, 300, 850, 1200
P19 + - + + + + | 150, 830, 900, 1031
P20 - - - + - - | 270, 850, 1200
P21 + - + + + + | 150, 830, 900, 1031
P22 + + + + - + | 430
P24 + - + + + 150
A3 - - + + - - | 430, 720, 800, 900, 1050
Ad - - - - - - 180, 280, 300, 850, 1200
A7 - - + + - - | 430,720
Al8 - - + + - - | 430,720
A23 - - + + - - | 430,720
A26 + - + + + + | 80, 150, 830, 900, 1050
A28 + - + + + + | 150, 830, 900, 1050

3.4.2. rrn-ARDRA

3.42.1. Ozgiin olmayan ikincil iiriiniin varhg dikkate alnmadan
gerceklestirilen ARDRA analizi

3.4.2.1.1. Jel profilleri

25 yerel izolat ve 11 referans soyun rrn-PCR iirlinlerinin Sau3Al, Mboll ve
Cfol enzimleri ile kesim sonuglart metafor igeren % 1 agaroz jelde goriintiilendi
(Sekil 3.39.-3.41.). Bu jellerde yerel izolatlar, daha 6nce gergeklestirilen tiplendirme
caligmalarinda elde edilen sonuglar gozetilerek ilgili referans soya yakin
konumlanacak sekilde yerlestirildi. Sekillerde kuyu numaralari verilirken, bastaki ve

sondaki 100 bg belirtecler (Fermentas) diglandi.
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Sekil 3.39. rrn-PCR iiriinlerinin Cfol restriksiyon enzimi ile kesim sonrasi agaroz jel profili. 1,
L1;2,L3;3,L5;4,L6;5,L14; 6, L15; 7, L21; 8, 100 bg belirteg (Fermentas); 9, L22; 10, 8A3; 11,
L13; 12, 10AS5; 13, 27E3; 14, L8; 15, L10; 16, 500 bg belirteg (Fermentas); 17, L16; 18, P20; 19, A7;
20, A18; 21, A23; 22, A3; 23, 1A1; 24, 100 bg belirte¢ (Fermentas); 25, P17; 26, A4; 27, 6AS; 28,
P19; 29, P21; 30, P24; 31, A28; 32, 500 b¢ belirteg (Fermentas); 33, 5A1; 34, 9A20; 35, P22; 36,
7A36; 37, 61A1; 38, 29A1; 39, 13A10. 100 bg belirteg, 1.0, 0.9, 0.8, 0.7, 0.6, 0.5, 0.4, 0.3, 0.2, 0.1
Kbg; 500 bg belirteg, 6.0, 5.5, 5.0, 4.5, 4.0, 3.5, 3.0, 2.5, 2.0, 1.5, 1.0, 0.5 Kbg.
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Sekil 3.40. rrn-PCR iiriinlerinin MbolI restriksiyon enzimi ile kesim sonrasi agaroz jel profili. 1,
L1;2,L3;3,L5;4,L6;5,L14; 6, L15; 7, L21; 8, 100 bg belirte¢ (Fermentas); 9, L22; 10, 8A3; 11,
L13; 12, 10AS; 13, 27E3; 14, L8; 15, L10; 16, 500 bg belirteg¢ (Fermentas); 17, L16; 18, P20; 19, A7;
20, A18; 21, A23; 22, A3; 23, 1A1; 24, 100 bg belirteg (Fermentas); 25, P17; 26, A4; 27, 6AS; 28,
P19; 29, P21; 30, P24; 31, A28; 32, 500 b¢ belirteg (Fermentas); 33, 5A1; 34, 9A20; 35, P22; 36,
7A36; 37, 61A1; 38, 29A1; 39, 13A10. 100 bg belirteg, 1.0, 0.9, 0.8, 0.7, 0.6, 0.5, 0.4, 0.3, 0.2, 0.1
Kbg; 500 bg belirteg, 6.0, 5.5, 5.0, 4.5, 4.0, 3.5, 3.0, 2.5, 2.0, 1.5, 1.0, 0.5 Kbg.
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Sekil 3.41. rrn-PCR iiriinlerinin Sau3A1 restriksiyon enzimi ile kesim sonras1 agaroz jel profili.
1,L1;2,L3;3,L5;4,L6;5,L14; 6,L15;7,1L21; 8, 100 bg belirteg (Fermentas); 9, L22; 10, 8A3; 11,
L13; 12, 10AS; 13, 27E3; 14, L8; 15, L10; 16, 500 bg belirteg (Fermentas); 17, L16; 18, P20; 19, A7;
20, A18; 21, A23; 22, A3; 23, 1A1; 24, 100 bg belirteg (Fermentas); 25, P17; 26, A4; 27, 6AS; 28,
P19; 29, P21; 30, P24; 31, A28; 32, 500 bg belirte¢ (Fermentas); 33, SA1; 34, 9A20; 35, P22; 36,
7A36; 37, 61A1; 38, 29A1; 39, 13A10. 100 bg belirteg, 1.0, 0.9, 0.8, 0.7, 0.6, 0.5, 0.4, 0.3, 0.2, 0.1
Kbg; 500 bg belirteg, 6.0, 5.5, 5.0, 4.5, 4.0, 3.5, 3.0, 2.5, 2.0, 1.5, 1.0, 0.5 Kbg.
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3.4.2.1.2. Dendogramlar

Jellerde gozlenen bant profilleri gorlintiileme cihazinin yazilimindan
yararlanilarak dijital ortama aktarildi ve dendogramlar ¢izildi. Dendogramlar
cizilirken belirte¢ kuyular1 diglanmistir. Dendogramlardaki numaralar her bir soy i¢in
jellerdeki kuyu numaralar ile esleniktir. Sekil 3.42.-3.44.’te goriilen dendogramlar
Vilber Lourmat Goriintiileme Sisteminin yazilmi BIO 1D++ ile UPGMA

(unweighted pair group match avarage) yontemi kullanilarak olusturulmustur.

Dendrogram with Homology Coefficient 0.5 [ UPGRMA ]
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Sekil 3.42. Bacillus sp. yerel izolatlar1 ile Bacillus referans soylarinin rrn operonlarmimn Cfol
bant profilinden elde edilen dendogram. 1, L1; 2, L3; 3, L5; 4, L6; S5, L14; 6, L15; 7, L21; 9, L22;
10, 8A3; 11, L13; 12, 10A5; 13, 27E3; 14, L8; 15, L10; 17, L16; 18, P20; 19, A7; 20, A18; 21, A23;
22, A3; 23, 1A1; 25, P17; 26, A4; 27, 6AS5; 28, P19; 29, P21; 30, P24; 31, A28; 33, 5A1; 34, 9A20;
35, P22; 36, 7A36; 37, 61A1; 38, 29A1; 39, 13A10.
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Cfol profilinden yol agikilarak ¢izilen dendogramda en fazla % 30, en az % 10
homolojiye sahip dort temel kiime goze carpmakta, alt kiimeler arasindaki pattern
homolojisi yaklasik % 35 ile % 50 arasinda degismektedir. Soylar arasinda en fazla
benzerlik gosterenler % 100 homolojiye sahip olan L13, B. amyloliquefaciens 10A5
ve B. subtilis “natto” 27E3; L16 ve P20 ile A4 ve B. cereus 6A5’tir. Birinci kiimede
dort grup gozlenmektedir. Birinci grupta bulunan L1, L3 ve LS5 izolatlar1 % 70
homolojiye sahiptir. L14 soyu bu soylara % 66 benzerlik gosterirken, L6 ise % 58
benzerlik tasimaktadir. Ikinci grupta A18 ve A23 soylar1 % 75 homoloji gdsterirken,
L21 soyu bu soylara % 66 benzerlik gostermektedir. B. stearothermophilus 9A20
soyu ise grubun diger iiyeleri ile % 58 homoloji tasimaktadir. Ugiincii grupta % 85
homolojiye sahip P19 ve A28 soylar ile bunlara % 80 benzerlik gdsteren P21 soyu
bulunmaktadir. Dordiincii grupta ise % 60 homolojiye sahip P24 ve B. licheniformis
5A1 soylar1 ile bunlara % 58 homoloji gosteren B. coagulans 61A1 soyu
bulunmaktadir. ikinci ve iigiincii gruplar % 40 homoloji gésterirken, dérdiincii grup
% 35 ve birinci grup yaklasik % 30 homoloji gostermektedir. Ikinci kiimede ii¢ grup
goze carpmaktadir. Bunlardan birincisi % 85 homolojiye sahip B. pumilus 8A3 ve
A7, bunlara % 71 benzerlik gosteren A3 ve grup liyelerine % 60 benzerlik gosteren
L22°dir. Ikinci grupta % 100 homoloji gdsteren L13, B. amyloliquefaciens 10A5 ve
B. subtilis “natto” 27E3 soylar1 ile L16 ve P20 bulunmaktadir. Bu iki alt grup
birbirlerine % 71 benzerlik gostermektedir. Ugiincii grupta ise % 82 homolojiye
sahip L8 ve L10 soylar1 bulunmaktadir. Ikinci ve iigiincii grup % 69 benzerlik
gosterirken, birinci grup bunlara % 50 benzerlik gdstermektedir. Higbir gruba dahil
olmayan B. subtilis 1Al soyu ise kiimenin diger iiyelerine % 40 homoloji
gostermektedir. Uglincii kiimede iki grup goriilmektedir. Bunlardan ilki % 100
homolojiye sahip A4 ve B. cereus 6AS5 ile bunlara % 92 homoloji gosteren P17
soyunu igermektedir. Ikinci grupta % 82 homoloji gdsteren P22 ve B. megaterium
7A36 soylar1 bulunmaktadir. Birinci ve ikinci grup ile L15 soyu % 60 homoloji
gostermektedir. Dordiincii kiimede ise % 62 homolojiye sahip B. firmus 29A1 ve B.
sphaericus 13A10 soylart bulunmaktadir.
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Dendrogram with Homalogy Coefficient Z:0.5 [ UPGEMA
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Sekil 3.43. Bacillus sp. yerel izolatlar ile Bacillus referans soylarinin rrn operonlarimm Mboll
bant profilinden elde edilen dendogram. 1, L1; 2, L3; 3, L5; 4, L6; 5, L14; 6, L15; 7, L21; 9, L22;
10, 8A3; 11, L13; 12, 10A5; 13, 27E3; 14, L8; 15, L10; 17, L16; 18, P20; 19, A7; 20, A18; 21, A23;
22, A3; 23, 1A1; 25, P17, 26, A4; 27, 6A5; 28, P19; 29, P21; 30, P24; 31, A28; 33, 5A1; 34, 9A20;
35, P22; 36, 7A36; 37, 61A1; 38, 29A1; 39, 13A10.

Mboll enzimi ile en fazla % 40, en az % 20 homolojiye sahip dort temel kiime

elde edilmistir. Alt kiimeler arasindaki pattern homolojisi yaklasik % 35 ile % 58
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arasinda degismektedir. Soylar arasinda en fazla benzerlik gosterenler % 100
homolojiye sahip olup, A3 ve B. amyloliquefaciens 10A5’tir. Birinci kiimede dort
grup goze carpmaktadir. Birinci grupta % 66 benzerlik tasiyan L1 ve L3 soylari ile
bunlara % 66 benzer olan P22 soyu bulunmaktadir. Ikinci grupta L6 ve L21 soylart
% 90 benzerlik tasirken, L.14 soyu bu soylara % 89 benzerdir. L5 soyu ise grubun
elemanlart ile % 80 benzerlik tasimaktadir. Ugiincii grupta % 82 benzerlik tastyan
P17 ve A4, bu soylara % 72 homoloji gosteren L15 ve grubun elemanlarina % 66
homoloji gosteren B. cereus 6AS5 bulunmaktadir. Dordiincii grupta ise % 63
homolojiye sahip L22 ve B. pumilus 8A3 soylar1 bulunmaktadir. Birinci ve ikinci
grup arasinda % 60 homoloji bulunurken, hi¢bir gruba dahil olmayan P19 soyu bu
soylara % 59 homoloji gostermektedir. Uciincii ve dordiincii gruplar % 52
homolojiye sahiptir ve diger gruplara yaklasik % 40 benzerlik gostermektedir. Ikinci
kiimede ii¢ grup ayirt edilmektedir. Bunlardan ilki % 100 homolojiye sahip B.
amyloliquefaciens 10A5 ve A3, % 95 homolojiye sahip L13 ve B. subtilis 1A1
soylarini igermektedir. Bu soylar birbirlerine ve B. subtilis “natto” 27E3 soyuna %
90 homoloji gdstermektedir. Ikinci grupta L10 ve A7 soylart % 95 homolojiye
sahipken P20 soyu bu soylara % 90 benzerlik gostermektedir. A18 soyu bu ii¢ soya
% 78 benzerlik gostermektedir. L8, L16 ve A23 soylart grubun diger liyelerine
sirastyla % 75, % 66 ve % 52 benzerlik gostermektedir. Ugiincii grupta ise B.
licheniformis 5A1 ve B. stearothermophilus 9A20 soylari % 66 homolojiye
sahipken, B. megaterium 7A36 soyu bu soylara yaklastk % 60 benzerli
gostermektedir. B. coagulans 61A1 soyu ige grubun iiyelerine % 52 benzerlik
gostermektedir. Birinci ve ikinci grup % 44 homolojiye sahipken, li¢lincii grup
bunlara yaklasik % 40 homoloji gostermektedir. Ugiincii kiime % 66 homolojiye
sahip P21 ve P24 soylarini icermektedir. Dordiincii kiime ise % 52 homolojiye sahip
B. firmus 29A1 ve B. sphaericus 13A10 soylar1 ile bu soylara yaklasik % 32

homoloji gésteren A28 soyunu igermektedir.
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Dendrogram with Homology Coefficient Z:0.5 [ UPGRMA |

100%30% 80%  70%  BO%  50%  40%  S0%  20%  10% 0%

[
o
—n-

=
|
-

[
=
—n-

o
=
e

i
—
—ad

L
T
—n-

Sekil 3.44. Bacillus sp. yerel izolatlari ile Bacillus referans soylarimin rrn operonlarmin Sau3Al
bant profilinden elde edilen dendogram. 1, L1; 2, L3; 3, L5; 4, L6; 5, L14; 6, L15; 7, L21; 9, L22;
10, 8A3; 11, L13; 12, 10AS5; 13, 27E3; 14, L8; 15, L10; 17, L16; 18, P20; 19, A7; 20, A18; 21, A23;
22, A3; 23, 1A1; 25, P17; 26, A4; 27, 6AS; 28, P19; 29, P21; 30, P24; 31, A28; 33, 5A1; 34, 9A20;
35, P22; 36, 7A36; 37, 61A1; 38,29A1; 39, 13A10.
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Sau3Al bant profili ile ¢izilen dendogram digerlerinden oldukga farklidir. Buna
gore birbirine en yakin olan soylar en fazla yaklasik % 70 homolojiye sahiptir. B.
firmus 29A1 analiz edilen higbir soy ile benzerlik gostermemistir (% 0 homoloji).
Ayrica P22 ile Geobacillus stearothermophilus yaklasik % 40 homoloji gosterirken
diger soylarla aralarindaki homoloji yiizdesi 0’dir. % 50’nin {izerinde homolojiye
sahip soylar su sekilde 6zetlenebilir: L6 ve L14 izolatlar1 % 65 homolojiye sahipken,
L21 izolat1 bu soylara % 58 benzerlik tasimaktadir; % 65 homolojiye sahip L13 ve
10AS5 soylar ile % 70 homolojiye sahip A3 ve 1Al soylart birbirlerine % 52
benzerlik gostermektedir; 27E3 soyu % 70 homolojiye sahip L16 ve P20 soylarina %
60 benzerlik gosterirken, L10 soyu bu {i¢ soya % 50 benzerlik gdstermektedir; A23
ve P17 soylar1 % 50, A4 ve 6AS soylar1 % 70, A7 ve A18 soylart % 60, P19 ve P24
soylar1 % 65 ve P21 ve A28 soylar1 % 65 homoloji gdstermektedir.

3.4.2.2.1. Jelden izole edilen 6zgiill PCR iiriinii ile gerceklestirilen ARDRA
analizi

Ozgiil olmayan 1,5 kb¢ PCR iiriiniiniin varhginin dikkate alinmadigi rrn-
ARDRA analizinin sonugclar ile karsilastirma yapmak amaciyla siirli sayidaki soy

icin 6zgiil 4,5 kb¢ PCR iiriinii izole edilerek rrn-ARDRA gergeklestirildi.

On tiplendirme ¢aligmalar1, 16S rDNA dizi analizi ve 16S-ARDRA sonuglarina
gore dikkate deger bulunan L1, L10, L15, L21, A4, A26, A28, P17, P20, P21, ve P22
yerel izolatlar1 ve 1A1, S5A1, 6AS5, 7A36, 8A3, 9A20, 10AS5, 27E3, 29A1 ve 61A1
referans soylar ile gergeklestirilen rrn-PCR’da 4,5 kbg 6zgiil PCR iiriiniine ek olarak
1,5 kbg¢ PCR firiinii de ¢ogaldi. 4,5 kbg PCR firiinleri jelden izole edildi. Elde edilen
saf 4,5 kb¢ rrn-PCR iiriinleri % 1’lik agaroz jele yiiklenerek miktar tayini yapildi
(Sekil 3.45.).



150

€ 4,5 Kbe

€ 4,5Kbe

Sekil 3.45. Jelden izole edilen 4,5 kb¢’lik rrn-PCR iiriinlerinin agaroz jel profili. A: 1, 1A1; 2,
5A1; 3, 6A5; 4, TA36; 5, 8A3; 6, HindIIl ile kesilmis A DNA (23.1, 9.4, 6.6, 4.3, 2.3, 2.0, 0.5, 0.1
Kbg); 7, 9A20; 8, 10A5; 9, 27E3; 10, 29A1; 11, 61A1. B: 1, L1; 2, L10; 3, L15; 4, L21; 5, A4; 6,
HindIlI ile kesilmis A DNA (23.1, 9.4, 6.6, 4.3, 2.3, 2.0, 0.5, 0.1 Kbg); 7, A26; 8, A28; 9, P17; 10,
P20; 11, P21; 12, P22.

Secilen 11 yerel izolat ve 10 referans soyun jelden izole edilen 4,5 kbg rrn-
PCR iiriinlerinin Sau3AlI, Mboll ve Cfol enzimleri ile kesim sonuglar1 metafor igeren
% 3 agaroz jelde goriintiilendi (Sekil 3.46.-3.48.). Bu jellerde yerel izolatlar daha
once gergeklestirilen tiplendirme calismalarinda elde edilen sonuglar gozetilerek

ilgili referans soya yakin konumlanacak sekilde yerlestirildi.
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Sekil 3.46. Jelden izole edilen 4,5 kb¢ rrn-PCR iiriinlerinin Cfol restriksiyon enzimi ile kesim
sonrasi agaroz jel profili. 1, 1 kbg belirteg (10.0, 8.0, 6.0, 5.0, 4.0, 3.5, 3.0, 2.5, 2.0, 1.5, 1.0, 0.75,
0.5, 0.25 Kbg, Fermentas); 2, L10; 3, P20; 4, A28; 5, 1A1; 6, P21; 7, A26; 8, 5A1; 9, 9A20; 10, L1;
11, L21; 12, 8A3; 13, L15; 14, 27E3; 15, 7A36; 16, P22; 17, 61A1; 18, 29A1; 19, A4; 20, P17; 21,
6A5; 22, 10A5; 23, 1 kbg belirteg (10.0, 8.0, 6.0, 5.0, 4.0, 3.5, 3.0, 2.5, 2.0, 1.5, 1.0, 0.75, 0.5, 0.25
Kbg, Fermentas).
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Sekil 3.47. Jelden izole edilen 4,5 kb¢ rrn-PCR iiriinlerinin MbollI restriksiyon enzimi ile kesim
sonrasi agaroz jel profili. 1, 500+100 bg belirte¢ (Fermentas); 2, L10; 3, P20; 4, A28; 5, 1A1; 6, P21;
7, A26; 8, 5A1;9,9A20; 10, L1; 11, L21; 12, 8A3; 13, L15; 14, 27E3; 15, 7A36; 16, P22; 17, 61A1;
18, 29A1; 19, A4; 20, P17; 21, 6AS5; 22, 10AS5; 23, 500+100 bg belirteg (Fermentas). 500+100 bg
belirteg, 6.0, 5.5, 5.0, 4.5, 4.0, 3.5, 3.0, 2.5,2.0, 1.5, 1.4,1.3,1.2, 1.1, 1.0, 0.9, 0.8, 0.7, 0.6, 0.5, 0.4,
0.3,0.2, 0.1 Kbg.
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Sekil 3.48. Jelden izole edilen 4,5 kb¢ rrn-PCR iiriinlerinin Sau3A1 restriksiyon enzimi ile kesim
sonrasi agaroz jel profili. 1, 500+100 bg belirte¢ (Fermentas); 2, L10; 3, P20; 4, A28; 5, 1A1; 6, P21;
7, A26; 8, 5A1;9, 9A20; 10, L1; 11, L21; 12, 8A3; 13, L15; 14, 27E3; 15, 7A36; 16, P22; 17, 61A1;
18, 29A1; 19, A4; 20, P17, 21, 6A5; 22, 10A5; 23, 500+100 bg belirteg (Fermentas); 24, Bos; 25, 8A3
kesilmemis rrn-PCR firtinti. 500+100 bg belirteg, 6.0, 5.5, 5.0, 4.5, 4.0, 3.5, 3.0, 2.5, 2.0, 1.5, 1.4, 1.3,
1.2,1.1,1.0,0.9,0.8,0.7,0.6, 0.5, 0.4, 0.3, 0.2, 0.1 Kbg.

3.4.2.2.2. Dendogramlar

Elde edilen jel profillerden Vilber Lourmat Goriintiileme Sisteminin yazilimi
BIO 1D++ ile UPGMA (unweighted pair group match avarage) yontemi kullanilarak
dendogramlar c¢izildi. Cizilen dendogramlarda belirte¢ kuyular1 diglanmistir ve
dendogramlardaki numaralar her bir soy i¢in jellerdeki kuyu numaralar ile esleniktir

(Sekil 3.49.-3.51.).
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Diendrogram with Homology Caefficient %:0.5 [ UPGMA |
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Sekil 3.49. Bacillus sp. yerel izolatlar ile Bacillus referans soylarinin rrn operonlarmin Cfol
bant profilinden elde edilen dendogram. 2, L10; 3, P20; 4, A28; 5, 1A1; 6, P21; 7, A26; 8, 5A1; 9,
9A20; 10, L1; 11, L21; 12, 8A3; 13, L15; 14, 27E3; 15, 7A36; 16, P22; 17, 61A1; 18, 29A1; 19, A4;
20, P17; 21, 6A5; 22, 10A5.

Cfol enzimi ile elde edilen dendogramda en fazla % 52, en az % 30 homolojiye
sahip dort temel kiime elde edildi. Alt kiimeler arasindaki pattern homolojisi yaklasik
% 60 ile % 85 arasinda degismektedir. En fazla benzerlik gosteren soylar % 97
benzerlikle L21 ve L15 yerel izolatlaridir. Birinci kiimede yer alan A28 yerel izolati
ve B. subtilis 1A1 referans soyu ile yaklasik % 90 homolojiye sahiptir. P20 yerel
izolat1 bu soylara % 45 benzerlik gostermektedir. Birbirleri ile % 90 homolojiye
sahip P22 yerel izolati ve B. megaterium, 7A36 referans soyu bu gruba % 38
benzerlik gostermektedir. Bu kiimeye dahil goriinen P20 yerel izolat1 kiimedeki diger
soylara % 30 homoloji gostermekle birlikte, ARDRA jelindeki 6rnek miktarinin az
gelmesine bagli olarak bu soyun profilindeki bantlar ¢ok siliktir ve dogru bir
degerlendirme yapilamamaktadir. Ikinci kiimede, A4 yerel izolat: ile B. firmus 29A1
referans soyu % 95 homolojiye sahiptir. P17 izolatt bu soylara yaklasik % 90

benzerlik gostermektedir. B. cereus 6A5 referans soyu bu ii¢ soy ile % 82 homoloji
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gostermektedir. Bu kiimeye dahil goriinen P21 izolat1 diger soylar ile yaklasik % 50
homolojiye sahiptir. Ugiincii kiimede bulunan A26 ve B. coagulans 61A1 % 75
homoloji gosterirken, B. amyloliquefaciens 10AS5 referans soyu bu soylarla yaklasik
% 60 benzerlik tagimaktadir. Dordiincii kiimede yer alan L21 ve L15 izolatlar1 % 97
homoloji gosterirken, L1 izolati bu soylarla % 94 benzerlik tasimaktadir. % 92
homolojiye sahip B. stearothermophilus 9A20 ve B. subtilis “natto” 27E3 soylar1 bu
gruba % 90 benzerlik gostermektedir. B. pumilus 8A3 soyu, kiimenin diger

elemanlari ile % 85 ve B. licheniformis SA1 soyu ise % 70 homolojiye sahiptir.

Dendragram with Homalagy Coefficient %:0.5 [ UPGRMA |
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Sekil 3.50. Bacillus sp. yerel izolatlar ile Bacillus referans soylarinin rrn operonlarmmmn Mboll
bant profilinden elde edilen dendogram. 2, L10; 4, A28; 5, 1A1; 6, P21; 7, A26; 8, 5A1; 9, 9A20;
10, L1; 11, L21; 12, 8A3; 13, L15; 14, 27E3; 15, 7A36; 16, P22; 17, 61A1; 18, 29A1; 19, A4; 20,
P17; 21, 6A5; 22, 10A5.

MbolI ile en fazla % 40, en az % 4 homolojiye sahip dort temel kiime elde
edildi. Alt kiimeler arasindaki pattern homolojisi yaklasik % 42 ile % 75 arasinda
degismektedir. En fazla benzerlik gosteren soylar % 85 homoloji ile B. cereus 6AS
ve P17°dir. Birinci kiimede yer alan A28 ve B. amyloliquefaciens 10A5 % 82
benzerlik tasirken, B. subtilis 1A1 bu soylarla % 78 homoloji gostermektedir. L10
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soyu ise bu gruba yaklasik %40 benzerlik tasimaktadir. Ikinci kiimedeki L1 ve L21
izolatlar1 % 67 benzerlik gostermekte, A26 izolati ise bu soylarla % 42 homoloji
tasimaktadir. P21 bu grup ile % 30 homoloji gdstermektedir. Ugiincii kiimede yer
alan B. pumilus 8A3 ve 27E3 B. subtilis “natto” soylar1 % 73 benzerlik tasirken, B.
coagulans 61A1 bu soylarla % 60 homoloji gostermektedir. B. stearothermophilus
9A20 ise bu soylara yaklasik % 50 benzerdir. Birbirleri ile % 45 homolojiye sahip
L15 ve P22 izolatlar1 ise bu gruba % 40 benzerlik gostermektedir. B. licheniformis
5A1 kiimenin diger bireylerine % 30 homoloji gostermektedir. Dordiincti kiimede
P17 ve B. cereus 6A5 % 83 homoloji gosterirken, A4 izolat1 bu soylara yaklasik %
75 benzerdir. B. firmus 29A1 bu gruba % 42 homoloji gosterirken, B. megaterium

7A36 ise kiimenin diger elemanlarina % 15 benzerlik gostermektedir.

Drendrogram with Homology Coefficient %:0.5 [ UPGRMA |
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Sekil 3.51. Bacillus sp. Yerel izolatlar1 ile Bacillus referans soylarmin rrn operonlarimin Sau3Al
bant profilinden elde edilen dendogram. 2, L10; 3, P20; 4, A28; 5, 1A1; 6, P21; 7, A26; 8, 5A1; 9,
9A20; 10, L1; 11, L21; 12, 8A3; 13, L15; 14, 27E3; 15, 7A36; 16, P22; 17, 61A1; 18, 29A1; 19, A4;
20, P17; 21, 6A5; 22, 10AS

Bacillus soylarinin Sau3Al profilinden yola ¢ikilarak ¢izilen dendogramda en

fazla % 25, en az % 2 homolojiye sahip dort temel kiime elde edildi. Alt kiimeler
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arasindaki pattern homolojisi yaklasik % 35 ile % 65 arasinda degismektedir. Soylar
arasinda en fazla benzerlik gosterenler % 92 homolojiye sahip olan A4 ve P17
izolatlaridir. Birinci kiimede yer alan A28 ve B. subtilis 1A1 % 62 benzerlik
gosterirken, B. amyloliquefaciens 10A5 bu soylarla %52 homoloji tasimaktadir. L10
izolat1 ise bu gruba % 23 benzerlik gdstermektedir. Ikinci kiimede yalnizca P20 ve
A26 izolatlar1 bulunmakta olup aralarindaki homoloji % 25°tir. P20 izolatinin jel
profili yine net bir bant ayrimi saglayamayacak kadar siliktir. Ugiincii kiimede yer
alan A4 ve P17 izolatlar1 % 92 benzerlik tasirken, B. firmus 29A1 bu soylara % 82
homoloji gostermektedir. B. cereus 6AS ise bu gruba % 65 benzerlik gostermektedir.
P21 izolat1 kiimenin diger bireylerine % 15 homoloji gostermektedir. Dordiincii
kiimede ii¢ grup goze c¢arpmaktadir. Bunlardan ilki % 52 homoloji gosteren B.
licheniformis 5A1 ve B. stearothermophilus 9A20 ve bunlara % 36 benzerlik
gosteren L1 izolatidir. Ikinci grup % 50 benzerlik tasiyan L21 ve B. pumilus 8A3
soylaridir. Ugiincii grupta ise % 73 homoloji gdsteren B. megaterium 7A36 ve P22
ile bu soylara sirasiyla % 65, % 60 ve % 52 benzerlik gosteren B. subtilis “natto”
27E3, B. coagulans 61A1 ve L15 soylar1 bulunmaktadir. Ikinci ve iigiincii grup

tiyeleri birbirleri ile % 37 homoloji tasirken, birinci grup bu soylara % 20 benzerdir.

Cizelge 3.46.’da bu tez ¢alismasi kapsaminda gergeklestirilmis olan 16S rDNA
dizi analizi, 16S ARDRA, rrn-ARDRA sonugclar1 ve daha 6nce gergeklestirilmis olan

On tiplendirme c¢aligmalarinin sonuglar1 birarada gosterilmektedir.



Cizelge 3.46. Molekiiler tiplendirme ¢alismalarimin on tiplendirme sonugclari ile karsilastirmasi.
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Olas1 Tiir Ad1
16S ARDRA rrn-ARDRA
izolat Kizilay
" 4,5 kbe+1,5 kbe 4,5 kbg
Ad1 Mil;Ii)ob. API VITEK 16S rDNA Cfol Mboll Sau3Al
cfol Mboll Sau3Al Cfol Mboll Sau3Al
B.
stearotherm B.
. ophilus (% licheniformis
B. pumilus P 90) (% (%35)
B. subtilis . . - (% 40) -
L1 - B. pumilus B. pumilus B. pumilus - - - - B. subtilis - B.
B. firmus B. cereus (% “natto” (% stearotherm
0
40) 90) ophilus (%
B. pumilus 35)
(% 82)
B. pumilus B. pumilus
B. . . . (% 40) "
L3 sphaericu B. pumilus B. pumilus B. pumilus - - - - B. cereus (% D (%) D D
s 40)
B. pumilus
. . . (% 40)
L5 ? B. pumilus B. pumilus B. pumilus - - B. coagulans - B. cereus (% D D D
. (V)
40)
B. pumilus
) . . . (% 40)
L6 B. pumilus B. pumilus B. pumilus B. pumilus - - B. coagulans - B. cereus (% D D D
. (1]
40)
B. subtilis
(% 42)
B B. subtilis
- - : “natto” (%
B. subtilis/B. | B. subtilis amyloliquefa )
” B. amyloliquefac | B. subtilis ciens (%67) B
- stearotherm - iens/B. “natto” B. subtilis . B. subtilis :
L8 BB ' Sﬁr?]tilllf‘s ophilus B. subtilis polyfermentic B. “natto” B. pumilus “natto” (% i?;%lsozfguﬂ? D D D
P B. firmus us/B. stearother 67) B °
licheniformis mophilus B. subtilis stearofherm
0,
(% 40) ophilus (%
35)
B.
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licheniformis
(% 35)
B. coagulans
(% 35)
B.
megaterium
(% 35)
B. subtilis
(% 42)
B. subtilis
“natto” (%
42)
B. B sutilis
B. amyloliquefa “natto” (%
B. subtilis / B. amyloliquefa | ciens (% 42) 50) - -
amyloliquefac ciens (%67) B. B. B fubtllls B. fum'"s
? B. B. iens /B B. subtilis stearotherm | amyloliquefa (%45) (%40)
L10 A stearotherm | amyloliquef - - - B. pumilus o - mylo'iq B. B. -
B. subtilis - - polyfermentic natto” (% ophilus (% ciens (% 30) . :
ophilus aciens . megaterium | amyloliquefa
us/B. 67) 35) B. subtilis %38) ciens (% 40)
licheniformis B. subtilis B. (% 30) ¢ ’
(% 40) licheniformis B. pumilus
(% 35) (% 30)
B. coagulans
(% 35)
B.
megaterium
(% 35)
B.
B. B. subtilis amyloliquefa
B. subtilis amyloliquefa (% 92) ciens (% 65)
B. subtilis/B. | B. subtilis ciens (%100) B. B. subtilis
- . - mojovensis / “natto” B. subtilis amyloliquefa (% 50)
L13 B. subtilis B. pumilus B. subtilis B B - - “natto” (% ciens (% 87) B. subtilis D D D
axarquiensis stearother 100) B. subtilis “natto” (%
mophilus B. subtilis “natto” (% 50)
(% 40) 87) B. pumilus
(% 32)
B B. pumilus
i H . 0,
L14 g ;32;'::; B pu’;nllus ? B. pumilus - amylt_)llquef - - B. é:;:?s)(% - D D D
aciens
40)
B. subtilis B. pumilus B. cereus (% B. pumilus B. B. B. subtilis
L15 B'pumilus s ? B. pumilus - - - 60 (% 52) - stearotherm stearotherm “natto”
) ’ B. B. cereus (% ophilus (% ophilus (%52)
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megaterium 52) 90) (%40) B.
(% 60) B. subtilis B. pumilus megaterium
“natto” (% (% 40) (%52)
90) B. subtilis B. coagulans
B. pumilus “natto” (% (%52)
(% 82) 40)
B. coagulans
(% 40)
B. subtilis
B. B.subtilis | "0 (%
amyloliquefa (% 42) B)
B. subtilis / B. ciens (%70) B. .
ili | ?.' f ili mojovensis / B. subtilis B. subtilis amyloliquefa a{nylol(l)quefa
L16 B. subtilis amyloliquefa B. subtilis B. “natto” - “natto” (% ciens (% 42) ciens (/0_3_0) D D D
ciens L -, B. subtilis
axarquiensis 70) B. subtilis % 30)
B. subtilis “natto” (% ’ i
(% 40) ) B. pumilus
(% 30)
B. B.
stearotherm stearotherm
ophilus (% B. pumilus ophilus (%
. . . . . 38) ‘(% 40) 90). . B. pumilus
L21 B. pumilus B. pumilus B. pumilus B. pumilus - B. pumilus B. B. cereus (% - B. subtilis - '(%50)
licheniformis ' 40) “natto” (%
(% 35) 90)
B. coagulans B. pumilus
(% 35) (% 82)
B. pumilus
(% 60)
B.
amyloliquefa B. pumilus
B. subtilis B. pumilus . ciens (% 50) (% 62)
L22 1 g pumilus ? ? B. pumilus . . B. sutilis B. cereus (% . b b b
“natto” (% 52)
50)
B. subtilis
(% 40)
0,
B. B. cereus B ce;gl)Js % B. pumilus B. firmus B. cereus (% B. firmus
P17 5 B. cereus B. cereus thuringiensis / ' B B. cereus B (% 52) ) (%87) .82) (%80)
’ ’ group B. cereus_/ B. coangIans megatérium B. cereus (% B. cereus (% | B.firmus (% B. cereus
anthracis (% 60) 52) 80) 42) (%65)
P19 B. B. subtilis B. subtilis B. subtilis / B. B. cereus B. B. B. pumilus B. D D D
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B

lichenifor . mojovensis / B. stearotherm stearotherm (% 40) licheniformis
mis amyloliquefa B. coagulans ophilus ophilus (% B. cereus (% (% 30)
ciens axarquiensis B. 40) 40)
amyloliquefa B.
ciens lichenformis
(% 35)
B. coagulans
(% 35)
B. subtilis
(% 42)
B. subtilis
“natto” (%
) B. subtilis
. “ 35 0
B. amyloliquefa nat6tg) (%
amyloliquefa | ciens (% 42) B
B. B. ciens (%70) B. :
- amyloliquefa - thuringiensis / B. subtilis stearotherm amylollquefa Profil elde
P20 B. subtilis X B. subtilis - - « 3 . ciens (% 30) - . . -
ciens B. cereus/ B. natto” (% ophilus (% B. subtilis edilemedi
B. subtilis anthracis 70) 35) '(u/ 30)
B. subtilis B. B [L)Jmilus
(% 40) licheniformis ) E
(% 35) (% 30)
B. coagulans
(% 35)
B.
megaterium
(% 35)
B.
B stearotherm
. H 0,
B B. cereus stearotherm ophi:g)s @ B B. firmus
L B. B. ’ ophilus . o (%%50)
P21 lichenifor . - . ? . - . B. B. - licheniformis - -
- licheniformis licheniformis B. . . B. cereus
mis coagulans : lichenformis (% 30) o
amyloliquefa (% 35) (%50)
ciens !
B. coagulans
(% 35)
B. B.
B. B. pumilus B stearotherm megaterium
B. B. cereus megaterium o : B. ophilus (%70)
P22 megateriu | B.coagulans B. cereus B. flexus_/ B. B. - (%82) (% 40) stear_otherm megaterium (%40) B. subtilis
megaterium B. cereus (% ophilus (% .
m coagulans B. cereus (% ' 40) 40) (% 90) B. pumilus “natto”
60) (% 40) (%62)
B. subtilis B. coagulans
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“natto” (% (%55)
40)
B. coagulans
(% 40)
B. B.
B. licheniformis B. B B B. cereus licheniformis B.
P24 lichenifor B. licheniformi li S . B. - (% 60) - licheniformis D D D
- : icheniformis | sphaericus
mis amyloliquefa S coagulans B. coagulans (% 30)
ciens % 58)
B. pumilus
(% 70) B. B. subtilis
B amyloliquefa (% 70)
B. subtilis / B. amyloliquefa | ciens (%100) B.
- - - mojovensis / B. subtilis ciens (% 50) B. subtilis amyloliquefa
A3 B. subtilis B. subtilis B. subtilis B - “natto” - B. subtilis (%87) ciens (% 50) D D D
axarquiensis “natto” (% B. subtilis B. subtilis
50) “natto” “natto” (%
B. subtilis (%87) 30)
(%35)
0, 0,
B. B. cereus B. celr(;e(;Js (% B. pumilus B. ce7r(e)L)Js @ B. firmus B. cereus (% B. firmus
thuringiensis / ' B. cereus (% 52) (%95) 72) (%80)
A4 ? B. cereus B. cereus - B. B. B. -
B. cereus/ B. - B. cereus (% . B. cereus (% B. firmus B. cereus
anthracis coagulans megaterium 52) sphaericus 80) (%42) (%65)
(% 60) (% 30)
B. subtilis
(% 42)
B. subtilis
“natto” (%
42)
B. pumilus B.
(% 82) amyloliquefa
B. subtilis B. ciens (% 42)
B. subtilis B. subtilis amyloliquefa B.
- - B. subtilis / B. “natto” w » ciens (% 50) | stearotherm
A7 ? B. subtilis B. subtilis axarquiensis B natto - B. subtilis ophilus (% - D D D
stearother “natto” (% 35)
mophilus 50) B.
B. subtilis licheniformis
(%35) (% 35)
B. coagulans
(% 35)
B.
megaterium

(% 35)
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B. subtilis
(% 42)
B. subtilis
“natto” (%
42)
B B.
- stearofherm amyloliquefa
B. subtilis hilus (% ciens (% 42)
B. subtilis /B. | B. subtilis . ophilus (% B.
B. mojovensis / *““natto” B. subilis >8) stearotherm
A18 B. subtilis | amyloliquefa B. subtilis B B *““natto” - B. ophilus (% D
ciens Lo . licheniformis
axarquiensis stearother (% 35) 35)
mophilus ’ B.
B. coagulans licheniformi
% 35) icheniformis
(% 35)
B. coagulans
(% 35)
B.
megaterium
(% 35)
B. subtilis
(% 42)
B. subtilis
“natto” (%
42)
B B.
: amyloliquefa
S| cins 42
B. 38) stearot‘herm
A23 B. subtilis | amyloliquefa B. subtilis B. subtilis - - - B. ophilus (% D
ciens licheniformis P 35 °
(% 35) B)
B. coagulans lich f .
(% 35) icheniformis
(% 35)
B. coagulans
(% 35)
B.
megaterium
(% 35)
B. B. coagulans
B. B. - B. cereus
A26 stearother ? licheniformi B'SUbt'I'S./B' - B. stearo'therm D D (% 72)
- velezensis ophilus B.
mophilus S coagulans ;
B. amyloliquefa
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amyloliquefa ciens (% 62)
ciens
B.
B stearotherm
- : ophilus (% B. B. subtilis B. B. subtilis
B. Slébtms B.lichenifor B. cereus ste:rr?itruesrm 40) sphaericus B. (% 90) amyloliquefa (%62)
A28 S mis B. subtilis B. P B. (% 30) licheniformis B. ciens (% 82) B.
lichenifor B. . . - . - :
mis ? coagulans amyloliquefa lichenformis B.firmus (% (% 30) megaterium B. subtilis amyloliquefa
yiollg (% 35) 30) (%40) (% 77) ciens (%52)
ciens
B. coagulans
(% 35)

*D: Calismaya dahil edilmeyen izolatlar.
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3.5. RIBOTYPING

3.5.1. MiKRODIYALIZ

Ribotyping analizine alinmadan Once mikrodiyaliz uygulanan genomik
DNA’lar mikrodiyaliz 6ncesi ve sonrasindaki miktarlarinin karsilastirilmasi amaciyla
% 0,8’lik agaroz jele yiklendi (Sekil 3.52.). Mikrodiyaliz uygulanan genomik

DNA’larin miktarlar1 mikrodiyaliz 6ncesi ile benzer bulundu.

A 2 3 4 G_8,100111213141516 17 16 1

----‘.'—'H_-u— —u—'”'ﬁu-'—-—--—-—-'-u-n—"

f 8 91011121314 15161

_".""-"'".-r—"——..‘-.‘I--H'-“"---'.-'

Sekil 3.52. A: Mikrodiyaliz sonras1 genomik DNA’lar. 1, L1; 2, L3; 3, L5; 4, L6; 5, LS; 6, L10; 7,
L13;8,L14;9,L15;10,L16; 11, L21; 12, L22; 13, P17; 14, P19; 15, P20; 16, P21; 17, P22; 18, P24,
19, HindIII ile kesilmis A DNA (23.1, 9.4, 6.6, 4.3, 2.3, 2.0, 0.5, 0.1 Kbg); 20, A3; 21, A4; 22, A7, 23,
Al8; 24, A23; 25, A26; 26, A28; 27, 1A1; 28, 5A1; 29, 6A5; 30, 7A36; 31, 8A3; 32, 9A20; 33, 10A5;
34, 13A10; 35, 27E3; 36, 29A1; 37, 61A1; 38, Xenorhabdus sp. CIP 105189. B: Mikrodiyaliz 6ncesi
genomik DNA’lar. 1,L.1;2,L3; 3,L5; 4, L6; 5,L8;6,L10; 7, L13; 8, L14;9,L15;10, L16; 11, L21;
12, L.22; 13, P17; 14, P19; 15, P20; 16, P21; 17, P22; 18, P24; 19, HindIII ile kesilmis A DNA (23.1,
94,6.6,4.3,2.3,2.0,0.5, 0.1 Kbg); 20, A3; 21, A4; 22, A7; 23, A18; 24, A23; 25, A26; 26, A28; 27,
1A1; 28, 5A1; 29, 6A5; 30, 7A36; 31, 8A3; 32, 9A20; 33, 10A5; 34, 13A10; 35, 27E3; 36, 29A1; 37,
61A1; 38, Xenorhabdus sp. CIP 105189.
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3.5.2. RESTRIKSiYON ENZIiMLERI ILE SINDIRIM

Milrodiyaliz uygulanmis 25 yerel Bacillus izolati, 11 referans Bacillus soyu ve
Xenorhabdus sp. CIP 105189 genomik DNA’lar1 HindIIl, Clal ve ECORV enzimleri

ile sindirildikten sonra ornekler % 0,7’lik SeaKem agaroz jele yiiklendi. Genomik

DNA’larin kesim profilleri Sekil 3.53.-3.55.’te goriilmektedir.

Sekil 3.53. HindIII restriksiyon enzimi ile kesilmis genomik DNA’larin agaroz jel profili. 1, L1;
2,L3;3,L5;4,L6;5,L8;6,L10;7,L13;8,L14;9,L15; 10, L16; 11, L21; 12, L22; 13, P17; 14, P19;
15, P20; 16, P21; 17 P22; 18, P24; 19, bos; 20, 16S rDNA; 21, HindIII ile kesilmis A DNA (23.1, 9.4,
6.6,4.3,2.3,2.0,0.5,0.1 Kbg); 22, A3; 23, A4d; 24, AT, 25, A18, 26, A23; 27, A26; 28, A28; 29, 1Al;
30, SA1; 31, 6AS; 32, 7A36; 33, 8A3; 34, 9A20; 35, 10AS; 36, 13A10; 37, 27E3; 38, 29A1; 39,
61A1; 40, Xenorhabdus sp.CIP 105189.
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Sekil 3.54. Clal restriksiyon enzimi ile kesilmis genomik DNA’larin agaroz jel profili. 1, L1; 2,
L3; 3, L5; 4,L6; 5, L14; 6, L15; 7, L21; 8, L22; 9, 8A3; 10, L13; 11, 10AS; 12, 27E3; 13, L8; 14,
L10; 15, L16; 16, P20; 17, A7; 18, A18; 19, A23; 20, A3; 21, 1A1; 22, HindIII ile kesilmis A DNA
(23.1,94, 6.6, 4.3, 2.3, 2.0, 0.5, 0.1 Kbc); 23, P17; 24, A4; 25, 6AS; 26, P19; 27, P21; 28, P24; 29,
A28; 30, A26; 31, 5A1; 32, 9A20; 33, P22; 34, 7A36; 35, 61A1; 36, 29A1; 37, 13A10; 38,
Xenorhabdus sp.CIP 105189.
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Sekil 3.55. ECORY restriksiyon enzimi ile kesilmis genomik DNA’larin agaroz jel profili. 1, L1; 2,
L3;3,L5;4,L6;5,L14; 6, L15; 7, L21; 8, L22; 9, 8A3; 10, L13; 11, 10AS; 12, 27E3; 13, L8; 14,
L10; 15, L16; 16, P20; 17, A7; 18, A18; 19, A23; 20, A3; 21, 1A1; 22, HindIII ile kesilmis A DNA
(23.1,94, 6.6, 4.3, 2.3, 2.0, 0.5, 0.1 Kbg); 23, P17; 24, A4; 25, 6AS; 26, P19; 27, P21; 28, P24; 29,
A28; 30, A26; 31, SA1; 32, 9A20; 33, P22; 34, 7A36; 35, 61A1; 36, 29A1; 37, 13A10; 38,
Xenorhabdus sp.CIP 105189.
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3.5.3. HIBRITLEME

3.5.3.1. DIG isaretli problarin kullanildig1 “Ribotyping” denemesi

HindIII, Clal ve EcCORV restriksiyon enzimleri ile kesildikten sonra agaroz
jelde biiytikliiklerine gore ayrilan genomik DNA’lar naylon membrana aktarildi ve
DIG-dUTP ile isaretlenmis OligoMiks-5 ile hibritlendi. Hibridizasyon sonrasinda
AP-konjuge anti-DIG Ab kullanilarak immiino-blot yapilan ve NBT+BCIP ile

boyanan naylon membranlar Sekil 3.56.-3.58.’de goriilmektedir.

16S rDNA

Sekil 3.56. HindIII restriksiyon enzimi ile kesilmis genomik DNA’larin transferi sonrasinda DIG-
dUTP ile isaretli OligoMiks-5 ile hibritlenen Naylon Filtre.
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Sekil 3.57. EcORV restriksiyon enzimi ile kesilmis genomik DNA’larin transferi sonrasinda DIG-
dUTP ile isaretli OligoMiks-5 ile hibritlenen Naylon Filtre.
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Sekil 3.58. Clal restriksiyon enzimi ile kesilmis genomik DNA’larin transferi sonrasinda DIG-dUTP
ile isaretli OligoMiks-5 ile hibritlenen Naylon Filtre.

HindIIl restriksiyon enzimi ile kesildikten sonra DIG-dUTP ile isaretli
OligoMiks-5 ile hibritlenen filtrede yalnizca, sistemin islerligini test etmek amaciyla
yiiklenmis olan 16S rDNA’nin isaretlendigi goriildii (Sekil 3.56.). Bunun diginda,
hicbir yerel izolat veya referans soya ait bant gozlenemedi. ECORV filtresinde daha
onceki tiplendirme ¢alismalarinin sonuglarina gore B. pumilus olabilecekleri
diigiiniilen yerel izolatlarin bulundugu bolgede birkag kuyuda, Clal filtresinde ise
yine B. pumilus’larin oldugu bolge ile birlikte daha genis bir alanda isaretlenmis bant
profilleri elde edildi (Sekil 3.57. ve 3.58.). Sekil 3.57. ve 3.58.’de verilen filtre
goriintiilerinde  bantlar “ACD Systems, Canvas X” programi kullanilarak
giiclendirilmistir.



172

3.5.3.2. Radyoizotop ile isaretli problarin kullanildig1 “Ribotyping” denemesi

DIG-dUTP ile isaretli OligoMiks-5 ile gerceklestirilen calismada tiim yerel
izolatlar igin yorumlanabilir ribotipler elde edilemedigi igin aym ¢alisma (y->"P)-ATP
ile isaretli OligoMiks-5 kullanilarak yinelendi. Yapilan otoradyografi sonucunda
yalnizca ECORV ve HindIIl enzimlerine ait filtrelerde 16S rDNA’da, ayrica HindIII
enzimi ile B. pumilus soylarinda isaret goriildi (Sekil 3.59.-3.61.).

Sekil 3.59. HindIII restriksiyon enzimi ile kesilmis genomik DNA’larin transferi sonrasinda (y->P)-
ATP ile isaretli OligoMiks-5 ile hibritlenen naylon filtrenin otoradyografi filmi.
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Sekil 3.60. Clal restriksiyon enzimi ile kesilmis genomik DNA’larin transferi sonrasinda (y-"P)-ATP
ile igaretli OligoMiks-5 ile hibritlenen naylon filtrenin otoradyografi filmi.
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16S rDNA

Sekil 3.61. ECORV restriksiyon enzimi ile kesilmis genomik DNA’larin transferi sonrasinda (y->P)-
ATP ile isaretli OligoMiks-5 ile hibritlenen naylon filtrenin otoradyografi filmi.
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4. TARTISMA VE SONUC

Farkli dogal ortamlardan elde edilen tiirlerin karakterize edilmesi
mikroorganizmalarin 6zgiinliiklerinin anlasilmasi i¢in O6nemli bir aragtir. Farkli
cevresel kosullardan elde edilen yaban soylar, referans soylardan fenotipik olarak
siklikla farkli 6zelliklere sahiptir. Bu nedenle, dogada kiiciik ya da biiyiik degisiklerle
genotipleri  farklilasmis biyotipler bulunabilir. Dogal ortamlarin bakteriyel
populasyon analizi, genotipik olarak yakin iligkili soylar arasindaki fenotipik
cesitliligi degerlendirerek mikrobiyal tilirlerin daha iyi tanimlanmasini sagladig ve
0zglin biyoteknolojik siire¢lere daha uygun soylarin koleksiyonlara katilmasina firsat

sundugu i¢in bilimsel ve pratik olarak dnem tagimaktadir (Manachini ve ark., 1998).

Bacillus cinsi ¢omak sekilli, aerobik ya da fakiiltatif anaerobik olabilen,
sicakliga dayanikli spor yapabilen bir bakteridir. Bu cins i¢inde bazi tiirler essiz
ozelliklere sahip oldugundan biyoteknolojik uygulamalar igin ilgi ¢ekicidir. Ornegin;
B. thuringiensis soylar1 endotoksin firettiginden ticari olarak zararli bdceklerin
kontrolii i¢in onemlidirler (Demezas ve Bell, 1995). Bacillus cinsi i¢inde endiistriyel
olarak onemli bir diger tir Bacillus licheniformis’tir. Bu tir gida ve deterjan
endiistrisinde kullanilan amilaz, karbohidraz ve proteaz gibi enzim preparatlarinin
kaynagidir. B. licheniformis ayrica rekombinant DNA teknolojisi i¢in de ilgi ¢ekici
bir soydur. Literatiirde endiistriyel olarak énemli bazi iriinlerin bu Bacillus tiiriinde
klonlama ve ekspresyonlarinin tanimlandigi cesitli yayimnlar bulunmakta, ayrica
vektor ve restriksiyon endoniikleazlar icin ilgi ¢ekici bir kaynak olarak
diisiiniilmektedir (Manachini ve ark., 1998). Anilan nedenler, yeni bakteri
izolatlarinin tlir diizeyinde tanimlanmasini endiistriyel olarak ve yasal boyutta
oldukga cazip kilar. Gegmiste yeni Bacillus izolatlarinin tiir diizeyinde tanimlanmasi
problemli bir siirecti. Fenotipik 6zellikleri temel alan sayisal taksonomi bakteriyi
tanimlamak icin genel bir yaklasim olup, Bacillus tiirlerinin koleksiyonlarina da
uygulanmistir. Bu yaklasim ¢ok sayida test uygulanmasi gerektigi i¢in yorucudur.
Ayn1 zamanda her zaman kesin ve tekrarlanabilir sonuglar vermez. Molekiiler
biyoloji teknikleri bakteri tiirlerinin tanimlanmasi icin alternatif bir yaklasimdir.

(Demezas ve Bell, 1995).
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Bir organizmanin tanimlanabilmesi i¢in, onun evrimsel hikayesi ve diger
organizmalarla iligkileri hakkinda bilgi sahibi olmak gerekir. Klasik Mikrobiyoloji
bunu yapma yeterliginde degildir (Olsen ve Woese, 1993). Bakteriyel morfoloji,
fizyoloji ve diger tiim hiicre 6zellikleri giivenilir filogenetik gostergeler olmak i¢in
basit ve degiskendir. Oysa, molekiiler diziler zengin bir evrimsel bilgi kaynagidir. Bu
diisiinceyi ilk kez aciga kavusturan Zuckerkandl ve Pauling (1965)’in “evrimsel
tarthin belgeleri olarak molekiiller” baglikli makalesinden sonra filogenetik
cikarimlar kaba hiicresel ve organizmal 6zellikler diizeyinden molekiiler nitelikler

diizeyine kaymistir (Olsen ve Woese, 1993).

Molekiiler filogeni genomun bir boliimiiniin filogenisidir. Genotipik diizeyde
tanimlanabilecek karakter sayisi fenotipik diizeyin ¢ok iizerindedir. Tanimlanabilen
her fenotipik islev i¢cin evrimsel olarak bagimsiz onlar ya da binlerce rezidiiyii
kapsayan molekiiler dizi/diziler s6z konusudur. Bu nedenle, filogenetik gruplar
kolayca tanmimlanamaz ancak, iraksakliklar1 hesaplanabilir ve farklilasma stiresi
Olciilebilir. Hiicrede temel, evrensel isleve sahip diziler islevlerinden ¢ok daha kolay
degisiklige ugrarlar. Bu da, evrimbilimcilere metodolojik dneme sahip genotipik
ozelliklerine karsin fenotipik diizeye yansimayan 6zelliklerini kodlayan genler sunar.
Bu genler iizerinden bakteriyel evrim kolaylikla degerlendirilebilir ve organizmalar
birbirleriyle karsilagtirilabilir (Olsen ve Woese, 1993). Bir organizmanin
filogenisinden s6z etmek icin, o organizmanin tiim tarihini yansitabilecek cesitli
genler ya da molekiiller aranmalidir: rRNAlar, RNA polimerazlar, uzama faktori G
(EF-G), proton-transloke edici ATPazlar, vb. molekiiller organizmanin gegmisine ait

bilgi vermek i¢in elveriglidir (Olsen ve Woese, 1993).

Her ne kadar organizmanin genlerinden birisinin dizilenmesiyle organizmal
filogeninin dogru ve giivenilir bir sekilde belirlenebilecegi belirtilse de, literatiirde
farkl1 genlerin farkli filogeniyle sonuglandiklarina dair c¢esitli Ornekler de
bulunmaktadir (Olsen ve Woese, 1993). Ayni1 sorun farkli analiz yontemleri i¢in de
gecerlidir. Filogenetik ¢ikarim i¢in kullanilabilecek tekniklerden higbirisi gercekte
mitkemmel degildir. Bir molekiili filogenetik iliskiler i¢in iyi bir 6l¢lim araci yapan
sey, onun biiylkligii ve yapisidir. 16S rRNA 5S rRNA’dan daha biiyiik ve ikincil

yapisi daha yiiksek oldugu icin filogenetik analizlerde daha gilivenilir sonuglar verir.
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Bu bakis acisiyla 23S rRNA’nin kiiciik alt birime gorece iki kez daha fazla
filogenetik bilgi tasiyacagi diisliniilebilir. Bu bazi sinirlamalarla dogru kabul
edilebilir ancak, dizinin ortalama degisme sikligt 16S rRNA’dan fazladir. Bu
nedenle, yakin iligkilerin belirlenmesi i¢in biiyiik alt birim bilgi verici olsa da, daha
iraksak olanlar i¢in degildir. 16S ve 23S rRNAlar islevsel anlamda bagimsiz
olmadigindan genel olarak her ikisi ile de benzer sonuglar alinmaktadir (Olsen ve

Woese, 1993).

rRNAlarin korunmus bdlgeleri homolog dizilerin tanimlanmasi i¢in gereklidir
ancak, filogenetik bilgi tasimaz. Az miktarda degisiklige ugrayan bolgeler daha
wraksak gruplar i¢in ayirt ettirici olup, daha yeni farklilagmalar i¢in (benzerligi
yiiksek diziler) daha degisken bolgeler kullanishidir. Ancak, bu ¢cok degisken bolgeler
raksak dizilerin analizinde kullanilirsa sistematik hata orani artar (Olsen ve Woese,

1993).

“Ribotyping”, oligoniikleotit problar ile hibritleme, PCR-temelli protokoller ve
DNA dizi analizleri mikroorganizmalarin tanimlanmasinda kullanilabilecek
molekiiler yontemlerden bazilaridir (Schlegel, 2003). Bunlarin arasinda restriksiyon
fragman uzunlugu polimorfizmi analizi bakteriyel tanimlama icin genel bir yontem
olarak oOnerilmektedir. Amplifiye edilmis ribozomal DNA (rDNA)’nin restriksiyon
analizi (ARDRA) bakteriyel izolatlarin tiir diizeyinde tanimlanmasi i¢in hizli ve etkin
bir yontem olarak rapor edilmistir (Schlegel, 2003). Bu yontemin rrn operonunu
(16S rRNA geni, 16S-23S intergenik bolgesi ve 23S rRNA geni) icerecek sekilde
gelistirilmisi  Enterobacteriaceae ailesine ait tiirler i¢in basarili bir sekilde
kullanmilmistir ~ (Schlegel, 2003).  Genotip-temelli  molekiiler tiplendirme
yontemlerinden bir digeri olan “ribotyping”, kromozomal genetik ¢esitliligin ve
cesitli bakteriyel tiirler ve alt tiirler arasindaki iligkilerin agiklanmasi i¢in oldukca
etkin bir molekiiler taksonomik ara¢ olarak tanimlanmistir (Grimont ve Grimont,
1986). Bu yontem DNA-DNA hibritlenmesine dayandigi i¢in fenotipik veri temelli

yaklagimlardan daha kararli, giivenilir ve gii¢lii sonuglar verir.

Bu calismada; ¢esitli yerel ekosistemlerden alinan su ve toprak drneklerinden

izole edilmis a-amilaz, alkalen proteaz ve lipaz iireticisi Bacillus izolatlarinin tiir
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diizeyinde tanimlanmalar1 amaciyla kullanilabilecek molekiiler temelli yaklasimlar
denenmistir. Belirtilen bu soylar daha 6nce Biyoloji Boliimii’nde gergeklestirilen
yiiksek lisans tezleri (Tuzlakoglu, 2004; Battal, 2004; Balci, 2004) kapsaminda
manuel olarak yapilan biyokimyasal testler ve morfolojik incelemelerin yan1 sira,
API 50CHB/E ve API 20E kitleri ile VITEK (BIOMERIEUX) tanilama sisteminin
Bacillus kiti kullanilarak tanimlanmigtir. Bu baglamda yapilan galismalarda her iig
yontem ile elde edilen sonuglar genel olarak farklilik gostermistir (Bulgular Cizelge
3.13). Bazi manuel testlerin yinelenmesi ve sonuclarin birlikte degerlendirilmesi
sonucunda izolatlara ortak tiir isimleri verilebilse de, karar verilemeyen tiirler de
olmustur. Yerel Bacillus izolatlarinin tiir diizeyinde tanimlamalarinin
gerceklestirilmesi amaciyla bu tez calismasinda, daha giivenilir ve kesin sonuglar
verdigi literatiir bilgileri ile kanitlanmis olan molekiiler taksonomik ydntemlerden
16S rDNA analizi, 16S ARDRA, rrn-ARDRA ve ribotyping yontemleri bu tez

calismasinda kullanilan tekniklerdir.

4.1. 16S rDNA Dizi Analizi

25 yerel Bacillus izolatinin Beckman Coulter CEQ 8000 Genetik Analiz
Sistemi kullanilarak “Dye Terminator Cycle Sequencing (DTCS)” yontemi ile 16S
rDNA dizi analizlerinin yapildig1 ¢alismada 16S rRNA genine 0zgii evrensel
primerlerden iki ileri iki geri primer kullanilarak her reaksiyonda yaklasik 500 - 700
bazlik bir boliimiin okunmasi saglanmistir. Bu sekilde elde edilen 16S rDNA
dizilimlerinin toplam uzunlugu 1246 ile 1471 baz arasindadir. Tiim izolatlar i¢in elde
edilen 16S rDNA dizilimleri NCBI web sitesinde bulunan BLAST hizli tarama
programi kullanilarak niikleotit veri tabaninda yer alan DNA dizileri ile

karsilastirilmig ve benzerlik gosterdikleri soylar belirlenmistir.

Mignard ve Flandrois (2006) 16S rDNA dizi analizinin bazi siirlamalari
oldugunu belirtmislerdir. Bunlardan birincisi yontemin baz1 cinsler i¢in ayirt ettirici
Ozelliginin zayif olmasi, digeri ise bir diziyi belirli bir tiir veya cinse atamak i¢in
gereken benzerlik yiizdesi hakkinda evrensel bir uzlagsmanin olmamasidir.

Stackebrandt ve Goebel’e (1994) gore % 97,5 veya altinda bir 16S rDNA dizi
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homolojisi gosteren iki sus arasindaki DNA benzerligi % 60-70’den az oldugu i¢in
bu iki sus ayni tiire ait degildir. Diger baz1 durumlarda ise, irdelenen organizmalarin
dizi homolojisi % 97,5’tan yiiksek oldugu halde, dizileri ayn1 derecede benzer iki
veya daha fazla tiirle akraba olmalart nedeniyle suslar belirli bir tiire
atanamamaktadir. Bu tez ¢alismasi kapsaminda elde edilen 16S rDNA dizilimlerinin
BLAST hizli tarama programi aracilifi ile GenBank veri tabani ile karsilagtirilmasi
sonucunda dizi benzerligi en az % 97,5 olan tiirler dikkate alinmistir. Ancak Forney
ve arkadaslar1 (2004), Stackebrandt ve Goebel’in (1994) bu onerisinden yola ¢ikan
pek ¢ok arastirmacinin bulgularini yanlis yorumladigini ve eger suslar arasindaki 16S
rRNA gen dizisi benzerligi % 97,5’ten biiyiikse bu suslarin aymi tiirden geldigi
sonucuna ulagilabilecegini savunmuslardir. Literatiirde bu yanlis anlamanin 6rnekleri
bulunmakla birlikte, Yassin ve arkadaslar1 yayinladiklar1 makalede bu kuralin
Corynebacterium igin yanlis oldugunu, ¢alismalariin farkli tiirleri igermesine kargin
bu tiirlerden elde edilen 16S rDNA dizilimleri arasindaki dizi benzerliklerinin %

97,5’ten biiyiik oldugunu belirtmistir (Forney ve ark., 2004).

16S rDNA 1wrka 6zgii siniflandirmada kullanighdir; ¢linkii tiim bakterilerde
bulunmaktadir ve daha degisken dizilerle birlikte yiiksek derecede korunmus
niikleotit dizileri icermektedir. Belirli bir cinste, farkli tiirlerin 16S rRNA’lar1 en
azindan % 1,5 oraninda farklilik géstermektedir. Bu kuralin bir istisnasi Bacillus
cinsinin belirli tiirlerinde bulunmustur. Bu Bacillus tiirlerinin, DNA-DNA
hibridizasyonu ile agik bir bicimde ayirt edilebilir olmalarina karsin neredeyse ayni
16S rRNA’lara sahip olduklar1 gosterilmistir. Bunun olas1 bir agiklamasi bu tiirlerin
evrimsel zaman c¢izelgesinde yakin zamanda birbirlerinden uzaklastiklart ve 16S
rRNA’larmin degismek i¢in yeterli zamana sahip olmamis olmasidir (Singleton,

2004).

Tez calismast kapsaminda dizi analizi sonucunda belirlenen tiir adlari, 6n
tiiplendirme ¢aligmalar1 sonucunda karar verilmis olan tiir adlar1 ile biiyiik Olciide
uyum gostermektedir. L1, L3, L5, L6 ve L21 yerel izolatlar1 i¢in her iki ¢alismada da
Onerilen tiir adi B. pumilus’tur. L1 izolat1 B. pumilus’a % 98, L3, L5, L6 ve L21

izolatlar1 ise % 99 benzerlik gostemistir.
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On tiplendirme calismalarinda L14, L15 ve L22 yerel izolatlarmin yapilan
manuel testler sonucunda B. pumilus veya B. subtilis olabilecegi onerilmis, VITEK
sistemi ise bu li¢ izolat1 tanimlayamamustir. API kitleri ile B. pumilus olabilecegi
ongoriilmekle birlikte tanimlanmamis bir soy olabilecegi de belirtilmistir. 16S rDNA
dizi analizi ¢alismasi ise L14, L15 ve L22 izolatlariin B. pumilus olabilecegini
gostermektedir. L14 izolat1 B. pumilus’a % 98, L15 ve L22 izolatlart ise % 99

benzerlik gostermistir.

API kitleri ile B. stearothermophilus/B. firmus’a benzer goriilen L8 yerel
izolat1 i¢in On tiplendirme ¢aligsmalarinda onerilmis olan tiir adi1 B. subtilis’tir. Ancak
dizi analizi ¢alismasi bu izolatin B. subtilis (% 99) ile birlikte, B. amyloliquefaciens
(% 99), B. polyfermenticus (% 99) ve B. licheniformis’e (% 99) benzerlik tasidigini

gostermektedir.

Her ii¢ yontem ile farkli bir tiire benzerlik gosteren L10 yerel izolat1 i¢in 6n
tiplendirme  ¢alismalarinda  Onerilmis  olan  tir adi  B.  subtilis/B.
amyloliquefaciencs’tir. Dizi analizi ¢aligmasinda bu izolatin B. subtilis (% 99), B.
amyloliquefaciens (% 99), B. polyfermenticus (% 99) ve B. licheniformis (% 99) ile

benzerlik tasidig1 goriilmektedir.

L13 ve L16 yerel izolatlart manuel testler ve VITEK sistemi ile B. subtilis’e
benzer bulunmustur. L13 API kiti ile B. pumilus’a, L16 ise B. amyloliquefaciens’a
benzetilmistir. 16S rDNA dizilimleri ile bu izolatlar B. subtilis (% 99-98), B.
mojovensis (% 100-98) ve B. axarquiensis (% 100-98) ile benzerlik gostermistir.

P17 yerel izolat1 yapilan manuel testler sonucunda herhangi bir tiir ile benzerlik
gostermemis olmakla birlikte, API kitleri ve VITEK sistemi ile B. cereus grubuna
benzer bulunmus ve bu sonug¢ yapilan 16S rDNA dizi analizi ¢alismalari ile de
dogrulanmisgtir. P17, B. thuringiensis (% 99), B. cereus (% 99) ve B. anthracis’e (%

99) benzer bulunmustur.
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Klasik tiplendirme g¢alismalarinda P19 yerel izolat1 B. licheniformis veya B.
subtilis’e benzer bulunmustur. Dizi analizi ¢alismasinda bu izolatin B. subtilis (%
99), B. mojovensis (% 99) ve B. axarquiensis (% 99) ile benzerlik tasidigi

goriilmektedir.

P20 yerel izolati i¢in 6n tiplendirme ¢alismalarinda onerilen tiir ad1 B. subtilis
olmakla birlikte, API kitleri ile B. amyloliquefaciens’e de benzerlik gériilmiistiir.
Ancak dizi analizi ¢alismasinda bu izolatin B. thuringiensis (% 99), B. cereus (% 99)

ve B. anthracis (% 99) ile benzerlik tasidigi goriillmektedir.

P21 ve P24 soylann igin her iki calismada da oOnerilen tiir adi B.
licheniformis’tir. Ancak, P21 VITEK sistemi ile tanimlanamamis, P24 ise ayrica, B.
amyloliquefaciens’e benzer bulunmustur. Dizi analizinde her iki izolat i¢in de B.

licheniformis ile % 99 benzerlik saptanmustir.

P22 yerel izolati her li¢ yontem ile de farkli bir tiirle benzer goriilmiis,
yinelenen bazi manuel testler sonucunda B. megaterium olarak 6nerilmistir. Yapilan
16S rDNA dizi analizi sonucunda ise bu izolat yine farkl bir tiirle benzer (B. flexus

% 99)) bulunmus, ancak B. megaterium ile de % 98 benzerlik tasidig1 gorilmiistiir.
( ) $ g sidig1 g $

A3 yerel izolati i¢in klasik tiplendirme ¢aligmalarinda onerilmis olan tiir ad1 B.
subtilis’tir. Dizi analizi ¢alismasinda bu izolat B. subtilis (% 98), B. mojovensis (%

98) ve B. axarquiensis (% 98) ile benzer bulunmustur.

A4 vyerel izolati i¢in On tiplendirme calismalarinda Onerilen tir adi B.
cereus’tur. Dizi analizi sonucunda da bu izolatin B. thuringiensis (% 99), B. cereus

(% 99) ve B. anthracis (% 99) ile benzerlik tagidigi goriilmektedir.

A7 Kklasik tiplendirme sonucunda B. subtilis’e benzer bulunmustur. Dizi analizi
calismasinda bu izolatin B. subtilis (% 99) ve B. axarquiensis (% 99) ile benzerlik
tagidig1 goriilmektedir. A4 ve A7 yapilan manuel testler sonucunda herhangi bir soy

ile benzerlik gostermemistir.
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A18 ve A23 yerel izolatlart manuel testler ve VITEK sistemi ile yapilan testler
sonucunda B. subtilis olarak onerilmis olmakla birlikte, API Kitleri ile her ikisi de B.
amyloliquefaciens’e benzer bulunmustur. 16S rDNA dizi analizi sonucunda A18 B.
subtilis (% 99), B. mojovensis (% 99) ve B. axarquiensis (% 99) ile benzerlik

gosterirken, A23’iin B. subtilis (% 99) ile benzerlik tagidigi goriilmektedir .

A26 yerel izolat1 manuel testlerle B. stearothermophilus‘a, VITEK sistemi ile
B. licheniformis‘e benzer bulunmus, API Kkitleri ile ise tanimlanamamustir. Bu
izolatin 16S rDNA dizi analizi sonucuna gore B. subtilis (% 98) ile benzerlik tasidigi

goriilmektedir.

A28 manuel testlerle B. subtilis/B. licheniformis, VITEK sistemi ile B.
licheniformis’e benzer bulunmus, API kitleri ile ve ayrica VITEK sistemi ile
tanimlanmamus bir tiir olabilecegi de Onerilmistir. Ancak dizi analizi ¢aligmasinda bu

izolatin B. subtilis (% 99) ile benzerlik tagidigi goriilmektedir.

Ozet olarak; yapilan 16S rDNA dizi analizleri sonucunda toplam 25 yerel
izolattan P20, P22, A26 ve A28 yerel izolatlar1 disinda diger izolatlar daha 6nce
manuel testler ve ticari kitler ile verilen tiir adlarina benzer olarak isimlendirilmistir.
P20 B. cereus ve P22 ise B. flexus gibi klasik tiplendirme sonuglarinda belirlenenlere
goreceli oldukga farkli tirlerle % 99 oraninda benzerlik gostermiglerdir. Klasik
tiplendirme sonucunda kesin bir tiir adi verilemeyen A26 B. subtilis ile % 98, B.
licheniformis olarak Onerilen A28 ise B. subtilis ile % 99 oraninda benzerlik

gostermistir.

Heyrman ve Swings (2001) duvar resimlerinden elde ettikleri izolatlarin 16S
rDNA dizilimlerini EMBL veri tabanindaki dizilerle karsilastirmislar ve inceledikleri
suslarin B. firmus, B. megaterium, B. pumilus, B. macroides ve Micrococcus luteus
tirleri ile % 99°dan fazla dizi benzerligi tasidigini gérmiislerdir. 16S rDNA dizi
analizinin daha ¢ok cins diizeyinde kesin bir ayrim sagladigini, tiir diizeyinde
ayirimin ise ayirt ettirici 6zelligi daha yiiksek olan bir molekiiler tiplendirme yontemi

kullanilarak gergeklestirilebilecegini belirtmislerdir.
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Uzun erimli evrimsel analizler dizi farkliliklar1 olduk¢a fazla molekiillerin
kullantimini gerektirir. Eger, 16S rRNAlar arasindaki farkliliklar az ise, boyle diziler
filogenetik analizler i¢in elverisli degildir. Bu ozellikle Bacillus, Aeromonas ve
Vibrio cinsi gibi olduk¢a yakin iliskili organizmalar arasindaki filogenetik analizler

sirasinda belirginlesen bir durumdur (Martinez-Murcia ve ark., 1999).

4.2. ARDRA

Bakteriyel soylarin tiplendirilmesi i¢in kullanilabilecek bir diger teknik olan
ARDRA kapsaminda yapilan ¢alismalarda, 25 yerel Bacillus izolat1 ve 11 referans
Bacillus soyunun rrn operonlarinin PCR araciligi ile ¢ogaltilmasi ve Sau3Al, Mboll
ve Cfol enzimleri ile kesildikten sonra agaroz jel elektroforezinde olusan bant
profillerinin, daha once gergeklestirilmis olan 6n tiplendirme calismalar1 ve 16S
rDNA dizi analizleri sonuglar ile birlikte irdelenmesi hedeflenmistir. Ancak rrn
operonunun iretiminde karsilagilan sorunlar gergeklestirilen ¢esitli optimizasyon
denemeleri (Bulgular Boliim 3.2.2) ile asilamayinca, ARDRA oncelikle 16S rRNA
genleri ile uygulanmistir. Saf olmayan rrn-PCR iiriinlerinin kullanildigt ARDRA
calismalarinin sonuglart ile secilen 10 izolat ve 16S rDNA dizi analizleri 1s18inda
belirlenen referans soylari ile agaroz jelden izole edilen 4,5 kbg biiytikliigiindeki saf
rrn operonlarimin kullanildigt ARDRA analizlerinin sonuglar1 Bolim 3.2.3.‘de

goriilmektedir.

4.2.1.16S ARDRA

Bu kapsamda gerceklestirilen deneylerde ¢alismaya dahil edilen soy sayisinin
cok fazla olmas1 ve ¢alismanin yapildigi donemde laboratuvarimizda tiim 6rneklerin
ayn1 anda yiiklenebilecegi biiyiikliikkte bir elektroforez sisteminin bulunmamasi
nedeniyle, belirtilen enzimlerle sindirilen izolatlar ve referans soylar buraya kadar
yapilan ¢alismalarin 1s18inda belirlenen uygun referanslar esliginde metafor igeren
cesitli bliylikliiklerdeki agaroz jellere yiiklenmistir. Her calismada, elektroforez

kosullar1 her ne kadar sabit tutulmaya c¢alisildiysa da, farkli biytiklikliklerdeki
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jellerde yiiriitiilmeleri nedeniyle elektroforez sirasindaki kosullara bagli olarak bant
profilerinde farkliklar olusabilmekte, bu da gorsel degerlendirme sirasinda hatalara
neden olmaktadir. Ayni enzim ile kesilen tiim izolatlarin var olan tiim referans soylar
ile ayn jelde goriintiilenememesi, Bolimiimiize o6zellikle bu proje kapsamindaki
caligmalarda kullanilmak iizere saglanan ve ilk kez bu deneylerde kullanilan
goriintiileme sisteminin yazilimindan kaynaklanan bir sorun ve bu nedenle heniiz ¢ok
etkin bir sekilde kullanilamamasi nedeniyle, bu calisma o6zelinde tiim soylar
kapsayan dendogramlar ¢izilememistir. Bunun yerine, kesim profilleri her bir izolat
ve referans soy i¢in gozle ayri ayri irdelenerek not edilmis ve elde edilen bu profiller
tablolastirilarak Bulgular Boliim 3.4.1°de anlatildig: sekilde birebir karsilastirilmis ve
benzerlikler irdelenmistir. Ek olarak, elde edilen profillerde 6rnek miktarinin azligi
nedeniyle bazi profillerin silik olmasi ya da literatiirde de belirtildigi tizere rrn
operonunun kopyalarindaki olas1 dizi degisikliklerinden kaynaklanabilecekleri
diisiiniilen silik bantlarin gozlenmesi, profillerin yorumlanmasim1 daha da karmasik
hale getirmistir. 16S ARDRA ile elde edilen sonuglar yol gdsterici olmakla birlikte
yeterli degildir.

Viti ve arkadaglar1 (2005) 16S-ARDRA c¢alismasinda sadece 100 bg ve
tizerindeki bantlar1 degerlendirmistir. Daha kii¢iik bantlar, iyi ayrismadiklar1 veya
cok fazla difiize olduklar1 i¢in degerlendirmeye alinmalar1 halinde gorsel saptamada
hataya yol agacaklardir. Bu bu tez calismasinda da 100 b¢’in altindaki fragmanlar

difiizyon nedeniyle silik ve bant karakterinden uzak olduklar1 i¢in goz ardi edilmistir.

Acinas ve calisma arkadaglar1 (2004), ¢ogu bakteride ¢oklu heterojen rRNA
operonlarinin belirlenmesi nedeniyle yakin zamanda mikrobiyal ekoloji ve evrimin
16S rRNA yoluyla yorumlanmasimin giderek karmasiklastigini belirtmektedirler.
16S, 23S ve 5S olarak adlandirilan rRNA’lar tipik olarak bir operon igerisinde
birbirlerine eklenmis sekilde bulunmaktadirlar. Bu operon siklikla bir “internal
transcribed spacer” ve en az bir tRNA icermektedir. Bakteriyel genomlarin bu
sekilde 1 ila 15 arasinda operon igerebilecegi ve 16S rRNA dizilerinin operonlar
arasinda diigiik oranda farklilagabildigi gosterilmistir. Smith ve arkadaslarinin (1968)
gerceklestirdigi DNA-RNA hibridizasyon deneyleri B. subtilis’in rRNA genlerinin
genomda 7-10 kopya halinde bulundugunu gostermistir. 16S rDNA’nin kullaniminin
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dezavantaji, bir tiir igerisindeki ¢coklu kopyalar arasindaki heterojenligin elde edilen
profillerin yorumlanmasini zorlastirmasidir. Ozellikle Bacillus igin 16S rDNA’nin
tir diizeyinde ayirict olmadigr gosterilmistir (Dahllof, 2002). Bu bilgi, bu tez
kapsaminda yerel Bacillus izolatlarmin tiplendirilmesi igin denenen 16S-ARDRA
analizi ile, cinse 6zgl yiiksek derecede korunmusluga bagli olarak yeterli ayirimin
saglanamayabilecegini diisiindlirmiistiir. Referans Bacillus soylari ile ortiismeyen son
derece karmasik ve yorumlanmasi zor profillerin elde edilmesi baslica genin ¢oklu

kopyalarinin heterojenliginden kaynaklanabilir.

Rodas ve arkadaglart (2003) 16S-ARDRA’da kullanmak {iizere sectikleri
enzimlerin teorik ve deneysel kesim sonuclarimi karsilastirdiklarinda elde edilen
profillerdeki bantlarin sayr ve biiylikliiklerinde baz1 farkliliklar oldugunu
saptamiglardir. Bu farkin deneysel olarak elde edilen 16S dizilerinin GenBank’ta
verilenlerden daha uzun olmasindan kaynaklanabilecegini diisiinmiislerdir. Bu
Oneriye gore, 16S rDNA’nin 3' ve 5' uglaria karsilik gelen restriksiyon fragmanlari,
daima teorik kesim i¢in rapor edilenlerden daha uzundur. Bu g¢aligmada saptanan
diger farkliliklarin  da  yayimlanmis olan dizilerdeki olast hatalardan
kaynaklanabilecegi ve bunun da bir veya daha fazla restriksiyon sitinin ortaya

cikisini veya yok olusunu agiklayabilecegi diistiniilmiistiir (Rodas ve ark., 2003).

16S-ARDRA teknigi hizl, 6zgiil, basit ve hassas bir yontem olmasina karsin,
16S rDNA dizisine dayanan tiim tekniklerde oldugu gibi yiiksek bir 16S rDNA dizi
homolojisi paylasan tiirler arasinda yeterli bir ayirnm yapamamaktadir (Rodas ve

ark., 2003).

L1 yerel izolat1 i¢in daha dnce gergeklestirilmis olan manuel testlerde onerilen
tiir ad1, B. subtilis/B. firmus, ticari kitlerin sonuglarina gore ise B. pumilus’tur. Bu tez
calismasit kapsaminda gergeklestirilen 16S rDNA dizi analizi ticari kitlerle elde
edilen sonucu desteklemektedir. Bu bilgiler 1s1ginda yapilan karsilastirmada L1
izolatinin 16S rDNA’sinin Cfol, Mboll ve Sau3Al enzimleri ile kesim profillerinin
8A3 B. pumilus referans soyunun profiline tam olarak uymadig: gibi, 1A1 B. subtilis,
27E3 B. subtilis “natto” ve 29A1 B. firmus referans soylar1 da dahil diger referans

soylara ait kesim profilleri ile de benzesmedigi goriilmiistiir.
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L3 yerel izolat1 i¢cin daha 6nce gergeklestirilmis olan manuel testlerde onerilen
tir ad1 B. subtilis/B. sphaericus, ticari kitlerin sonuglarina gore ise B. pumilus’tur. Bu
tez calismasi kapsaminda gerceklestirilen 16S rDNA dizi analizi ticari kitlerle elde
edilen sonucu desteklemektedir. Yapilan karsilagtirmada L3 izolatinin 16S
rDNA’sinin Cfol, Mboll ve Sau3Al enzimleri ile kesim profillerinin, 8A3 B. pumilus
referans soyunun profiline tam olarak uymadigi gibi, 1A1 B. subtilis, 27E3 B. subtilis
“natto” ve 13A10 B. sphaericus referans soylar1 da dahil diger referanslara ait kesim

profilleri ile de benzesmedigi goriilmiistiir.

L5 yerel izolat1 i¢in daha once ticari kitler eliyle gergeklestirilmis analizlerin
sonuglarina goére onerilen tiir adi B. pumilus’tur. 16S rDNA dizi analizi sonuglari
ticari kitlerle elde edilen sonucu desteklemektedir. ARDRA’da yapilan
karsilagtirmada L5 izolatinin 16S rDNA’sinin Cfol, Mboll ve Sau3Al enzimleri ile
kesim profilleri 8A3 B. pumilus referans soyunun profiline tam olarak uymadigi gibi,
Sau3Al kesim profilinin 61A1 B. coagulans referans soyunun kesim profili ile

birebir uyum gosterdigi belirlenmistir.

L6 yerel izolatt i¢cin manuel testler, ticari kitler ve 16S rDNA analizi
sonuglarma goére Onerilen tiir adi B. pumilus’tur. ARDRA’da L6 izolatinin 16S
rDNA’sinin Cfol, Mboll ve Sau3Al enzimleri ile kesim profillerinin 8 A3 B. pumilus
referans soyunun profiline tam olarak uymadigi goriildigii gibi, Sau3Al kesim
profilinin 61A1 B. coagulans referans soyunun kesim profili ile birebir uyum

gosterdigi belirlenmistir.

L8 yerel izolat1 i¢cin daha once gergeklestirilmis olan manuel testlerde onerilen
tir adi B. subtilis/B. pumilus, ticari kitlerin sonuglarina goére ise B.
stearothermophilus/B. firmus/B. subtilis’tir. 16S rDNA dizi analizi sonuglarina goére
Onerilen tir adi B. subtilis/B. amyloliquefaciens/B.  polyfermenticus/B.
licheniformis’tir. L8’in ARDRA Cfol profili, 1A1 B. subtilis, 27E3 B. subtilis
“natto”, 9A20 B. stearothermophilus referans soylarinin, Mboll profili 27E3 B.
subtilis “natto” referans soyunun ve Sau3Al profili ise 8A3 B. pumilus referans

soyunun kesim profili ile birebir ortiistiiglinli gdstermistir.
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L10 yerel izolat1 i¢cin daha 6nce gergeklestirilmis olan manuel testlerde onerilen
tir adi B. subtilis, ticari kitlerin sonuglarina gore ise B. stearothermophilus/B.
amyloliquefaciens’tir. 16S rDNA analizi sonuglarina gore Onerilen tiir adi B.
subtilis/B. amyloliquefaciens/B. polyfermenticus/B. licheniformis’tir. ARDRA
analizinde L10’un Cfol ve MbolI profillerinin, higbir referans soyun kesim profili ile
uymamasina karsin, Sau3Al profili 8A3 B. pumilus referans soyunun kesim profili

ile birebir Ortlismiistiir.

L13 yerel izolat1 i¢in manuel testlerde Onerilen tiir ad1 B. subtilis, ticari kitlerin
sonuglarina gore ise B. pumilus/B. subtilis’tir. 16S rDNA dizi analizi sonuglarina
gore Onerilen tir adi B. subtilis/B. mojovensis/B. axarquiensis’tir. L13’{in
ARDRA’da Cfol profilinin 1A1 B. subtilis, 27E3 B. subtilis “natto” ve 9A20 B.
stearothermophilus referans soylarmin bant profili ile ortiistiigii, Mboll ve Sau3Al
enzim profilinin referans soylarin higbirisinin kesim profiline benzemedigi

gorilmiistiir.

L14 yerel izolati i¢in manuel testler, ticari kitler ve 16S rDNA dizi analizi
sonuglarina gore oOnerilen tiir adi B. pumilus’tur. L14’tin Cfol ve Sau3Al kesim
profilleri 8A3 B. pumilus referans soyununki de dahil referans soylarin ARDRA
profillerinin higbirisi ile uyum gostermezken, MboIl kesim profilinin 10A5 B.

amyloliquefaciens referans soyunun profili ile ortiistiigii belirlenmistir.

L15 yerel izolat1 i¢in manuel testlerde Onerilen tiir adi B. subtilis/B. pumilus,
ticari kitlerin ve 16S rDNA dizi analizinin sonuglarina gore ise B. pumilus’tur.
L15’in Cfol, Mboll ve Sau3Al enzimleri ile kesim profillerinin 8A3 B. pumilus, 1A1
B. subtilis ve 27E3 B. subtilis “natto” referans soylariin profillerine tam olarak

uymadig1 goriilmiistiir.

L16 yerel izolat1 i¢in manuel testlerde onerilen tiir adi, B. subtilis, ticari kitlerle
Onerilen tiir isimleri ise B. subtilis/B. amyloliquefaciens’tir. 16S rDNA dizi analizi
sonuglarma goére L16 izolati i¢in Onerilen tiir adi B. subtilis/B. mojovensis/B.

axarquiensis’tir. L16’nin Cfol ve Sau3Al kesim profilleri 1A1 B. subtilis, 27E3 B.
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subtilis “natto” ve 10A5 B. amyloliquefaciens’inkiler de dahil referans soylarin
profillerinin higbirisi ile uyum gostermezken, Mboll kesim profili 27E3 B. subtilis

“natto” referans soyununki ile ortiistiigii belirlenmistir.

L21 yerel izolati i¢cin manuel testler, ticari kitler ve 16S rDNA analizi
sonuglarina gore oOnerilen tiir adi B. pumilus’tur. L21’in Cfol ve Mboll kesim
profilleri 8A3 B. pumilus referans soyununki de dahil referans soylarin profilerinin
higbirisi ile uyum gostermezken, Sau3Al kesim profili 8A3 B. pumilus referans

soyununki ile ortiismiistiir.

L22 yerel izolat1 i¢in manuel testlerde Onerilen tiir ad1 B. subtilis/B. pumilus,
ticari kitler ve 16S rDNA dizi analizi sonuglarmma gore Onerilen tiir adi ise B.
pumilus’tur. L22’nin ARDRA Cfol, Mboll ve Sau3AIl kesim profillerinin 1A1 B.
subtilis, 27E3 B. subtilis “natto” ve 8A3 B. pumilus referans soylarinin kesim
profilleri de dahil referans soylara ait kesim profillerinin hicbirisi ile uyum

gostermedigi goriilmiistiir.

Ticari kitler ve 16S rDNA dizi analizi sonuglarina gére P17 yerel izolat1 B.
cereus grubuna dahil goriinmektedir. P17 izolat1 igin elde edilen ARDRA Cfol kesim
profili hi¢bir referans soy ile uyum gostermezken, Mboll profili 6A5 B. cereus ve
61A1 B. coagulans referans soylarinin kesim profilleriyle, Sau3Al kesim profili ise

6AS5 B. cereus referans soyunun kesim profili ile uyum gostermistir.

P19 yerel izolati i¢in manuel testlerde onerilen tiir ad1 B. licheniformis, ticari
kitlerin sonuglarina gére ise B. subtilis/B. amyloliquefaciens’tir. P19’un 16S rDNA
analizi sonuglarina gore Onerilen tiir ad1 B. subtilis/B. mojovensis/B. axarquiensis’tir.
P19 izolat1 i¢in elde edilen ARDRA Cfol kesim profili hi¢bir referans soy ile uyum
gostermezken, Mboll profili 6A5 B. cereus ve 61A1 B. coagulans referans soylarinin
kesim profiliyle, Sau3Al kesim profili ise 9A20 B. stearothermophilus ve 10A5 B.

amyloliquefaciens referans soylarinin kesim profili ile uyum gostermistir.
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P20 yerel izolat1 i¢in manuel testlerde Onerilen tiir ad1 B. subtilis, ticari kitlerin
sonuglarma gore ise B. subtilis/B. amyloliquefaciens’tir. 16S rDNA dizi analizi
sonuglarma gore ise B. cereus grubuna dahil gériinmektedir. P20’nin ARDRA Cfol,
Mboll ve Sau3Al kesim profillerinin referans soylara ait kesim profillerinin higbirisi

ile uyum gostermedigi gorilmiistiir.

P21 yerel izolat1 i¢in manuel testler, ticari kitler ve 16S rDNA dizi analizi
sonuglarina goére Onerilen tiir adi B. licheniformis’tir. P21’in ARDRA Cfol kesim
profili 13A10 B. sphaericus referans soyunun profili ile uyum gosterirken, Mboll
profili 6A5 B. cereus ve 61A1 B. coagulans, Sau3Al profili ise 9A20 B.
stearothermophilus ve 10A5 B. amyloliquefaciens referans soylarinin kesim profilleri

ile uyum gostermistir.

P22 yerel izolat1 i¢in manuel testler sonucunda onerilen tiir adi B. megaterium
iken, ticari kitlerin sonuglarina gére B. coagulans/B. cereus, 16S rDNA dizi analizi
sonuglarina gore ise B. flexus/B. megaterium’dur. P22’nin ARDRA Mboll kesim
profili 6A5 B. cereus ve 61A1 B. coagulans referans soylarinin kesim profilleri ile
uyum gosterirken, Cfol ve Sau3Al kesim profillerinin referans soylarin higbirisinin

profilleri ile ortiismedigi goriilmiistiir.

P24 yerel izolati i¢in ticari kitlerin sonucuna goére Onerilen tir adi B.
licheniformis/ B. amyloliquefaciens’tir. Manuel testler ve 16S rDNA dizi analizi
sonuclarma gore ise B. licheniformis’tir. P24’iin ARDRA Sau3Al kesim profili
referans soylarin higbirisinin profili ile uyum gostermezken, Cfol profilinin 13A10 B.
sphaericus, Mboll profilinin ise 6A5 B. cereus ve 61A1 B. coagulans referans

soylarinin kesim profilleri ile Ortiistiigli belirlenmistir.

A3 yerel izolati i¢in manuel testler ve ticari kitlerin sonuglarina gore 6nerilen
tir ad1 B. subtilis’tir. 16S rDNA dizi analizi sonuglarina gore ise B. subtilis/B.
mojovensis/B. axarquiensis’tir. A3’iin ARDRA Cfol ve Sau3Al kesim profilleri
higbir referans soyun profili ile uyum gostermezken, Mboll kesim profilinin 27E3 B.

subtilis “natto’ referans soyunun profili ile ortiistiigii goriilmiistiir.
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A4 yerel izolat1 i¢in ticari kitlerin sonuglarina goére Onerilen tir adi B.
cereus’tur. 16S rDNA dizi analizi sonuglarina gore de A4 izolat1 B. cereus grubuna
dahil gorinmektedir. A4 izolatinin ARDRA Cfol kesim profili hi¢bir referans soyun
profili ile uyum gostermezken, Mboll profili 6A5 B. cereus ve 61A1 B. coagulans,

Sau3Al profili ise 6A5 B. cereus referans soyunun kesim profili ile ortliigmiistiir.

A7 yerel izolat1 i¢in ticari kitlerin sonuglarina goére Onerilen tir adi B.
subtilis’tir. 16S rDNA dizi analizi sonuglarina goére ise B. subtilis/B. axarquiensis’tir.
A7’nin ARDRA Sau3AIl kesim profili higbir referans soyun profili ile uyum
gostermezken, Cfol profilinin 1A1 B. subtilis, 27E3 B. subtilis “‘natto” ve 9A20 B.
stearothermophilus, MbolI profilinin ise 27E3 B. subtilis ““natto” referans soyunun

profili ile ortlistiigli belirlenmistir.

A18 yerel izolat1 i¢in manuel testler sonucunda onerilen tir adi B. subtilis,
ticari kitlerin sonuglarina gore ise B. amyloliquefaciens/B. subtilis’tir. 16S rDNA dizi
analizi sonuglarina gore A18 yerel izolati igin Onerilen tiir adi B. subtilis/B.
mojovensis/B. axarquiensis’tir. ARDRA’da A18’in Sau3Al kesim profili hicbir
referans soyun profili ile uyum gostermezken, Cfol profilinin 1A1 B. subtilis, 27E3
B. subtilis “natto” ve 9A20 B. stearothermophilus, Mboll profilinin ise 27E3 B.

subtilis ““natto” referans soyunun profili ile ortiistiigii gorilmustiir.

A23 yerel izolat1 igin manuel testler sonucunda oOnerilen tiir adi B. subtilis,
ticari kitlerin sonuglarina gore ise B. amyloliquefaciens/B. subtilis’tir. 16S rDNA dizi
analizi sonuclarina gore A18 yerel izolati igin Onerilen tiir adi da B. subtilis’tir.
A23’tiin ARDRA Cfol, Mboll ve Sau3Al kesim profillerinin referans soylara ait

kesim profillerinin higbirisi ile uyum gostermedigi goriilmiistir.

A26 vyerel izolatt i¢in manuel testler sonucunda Onerilen tiir adi B.
stearothermophilus, ticari kitlerin sonuglarin gore ise B. licheniformis’tir. 16S rDNA
dizi analizi sonuglarina gore verilen tiir adlar1 B. subtilis/B. velezensis’tir. A26’nin
ARDRA Cfol kesim profili higbir referans soyun profili ile uyum gostermezken,
Mboll profili 6A5 B. cereus ve 61A1 B. coagulans, Sau3Al profili ise 9A20 B.
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stearothermophilus ve 10A5 B. amyloliquefaciens referans soylarmin profilleri ile

Ortiismiistiir.

A28 yerel izolat1 i¢gin manuel testler sonucunda onerilen tiir ad1 B. subtilis/B.
licheniformis, ticari kitlerin sonuglarina gore de B. licheniformis’tir. 16S rDNA dizi
analizi sonuglarina gore Onerilen tiir adi B. subtilis’tir. ARDRA’da A28’in Cfol
kesim profili hi¢bir referans soyun profili ile uyum gostermezken, Mboll profilinin
6A5 B. cereus ve 61A1 B. coagulans, Sau3Al profilinin ise 9A20 B.
stearothermophilus ve 10A5 B. amyloliquefaciens referans soylarinin profilleri ile

ortiistiigii belirlenmistir.

4.2.2. rrn-ARDRA

Tez ¢alismasi kapsaminda gergeklestirilen 16S-PCR’larda istenilen verim ve
saflikta DNA elde edilirken rrn-PCR c¢alismalarinda o6zellikle her bir soy igin
gerceklestirilen birkag tiipliik toplu iiretimlerde bazi soylarda ~1,5 kbg ikinci bir
tirtiniin ¢ogaldig1 goriilmis, ayrica rrn-PCR’da tiretimi hedeflenen ~4,5 kbg {iriiniin
verimi bazi soylar i¢in ¢ok diisiik bulunmustur. Yapilan ardisik denemelerde
tekrarlanabilir sonuglar elde edilememis, bu nedenle, rrn-PCR’da iiriin veriminin ve

Ozgiilliigilinlin arttirilabilmesi amaciyla ¢esitli yaklasimlar denenmistir.

Ekman (1999) PCR optimizasyonunun DNA 6ziitleme yontemi ile basladigini
belirtmektedir. Ideal oziitleme siireci daha sonra PCR reaksiyonunu inhibe
edebilecek maddeleri ortamdan uzaklagtirmali ve bu tip inhibitorlerin yenilerini
ortama eklememelidir. Bazen DNA’nin kendisi de PCR inhibitdrii olarak
davranabilmektedir; ¢iinkii yiiksek derisimlerde genomik DNA denatiirasyon
basamaginda kendi iizerine baglanabilmekte ve bu da primerlerin baglanmasini

zorlagtirmaktadir (Ekman, 1999).

rrn-PCR iiretimini hedefleyen optimizasyonlarda farkli genomik DNA

Oziitleme yontemleri denenmistir. Ancak, genomik DNA 6ziitlemesi i¢in kullanilan
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farkl1 yontemlerin higbirisi tek basina tiim soylar i¢in istenilen verimin ve safligin
elde edilmesini saglayamamistir. Bu nedenle yapilan ilk ¢alismalarda, en iyi verimin

elde edildigi genomik DNA 6ziitleri yontem gozetilmeksizin kullanilmistir.

Genomik DNA oziitlemesi i¢in kullanilan yontemlerden birisi olan CTAB
yonteminde Oziitlenen DNA verimi yiiksek olmakla birlikte, preparatlar kirli
bulunmustur. Ayrica bu yontemle elde edilmis olan genomik DNA’lar -20 °C’ta
uzun sire saklandiginda ¢okelti olustugu gdzlenmistir. Bu kirliligin PCR
caligmalarin1 olumsuz etkileyebilecegi diisiiniildiigii icin farkli genomik DNA
Oziitleme yontemleri denenmistir. Bu amagla denenen iki yontemden birisi olan hizli
yontemde elde edilen genomik DNA veriminin TEST yontemi ile elde edilenden
daha yiiksek oldugu gozlenmis, ayrica hizli yontem ile 6ziitlenen genomik DNA’lar
daha temiz bulunmustur. Ancak -20 °C’ta saklandiginda hizli yontem ile izole
edilmis olan genomik DNA’larda da giderek belirginlesen ve ¢oziilemeyen bir
cokelti olusumu gozlenmistir. Hizli yontem ile aliman verimi daha da arttirabilmek
amactyla daha uzun siireli kiiltiirlerle yapilan ¢alismalar DNA veriminde beklenen

lyilesmeyi saglamamustir.

Kullanilan bu ii¢ yontem ile de istenilen verimde ve saflikta genomik DNA
elde edilemedigi icin ticari bir kit bu amagla kullanilmigtir. Kit ile izolasyonun
avantaj1 kiiltiir siiresinin ve protokoliin kisa olmasi, fenol basamagi icermemesi, kit
ile saglanmis olan ¢ozeltilerin  kullanimmin elde hazirlanan ¢ozeltilerden
kaynaklanabilecek hatalari (tartim, derisim, sterilizasyon hatalari) saf dis1 birakmasi,
1 ml kiltiir i¢in elde edilen genomik DNA veriminin diger yontemlere gore soylarin
cogunda daha yiiksek olmasi ve 6ziitlenen genomik DNA’nin diger yontemlerle elde
edilenlere gore daha temiz olmasidir. Zaman ve emekten kazanim saglamakla birlikte
kit kullaniminin getirdigi maddi yiik de géz ard1 edilmemelidir. Bununla birlikte, kit
ile elde edilen genomik DNA veriminin yiiksek ve safliginin diger yontemlerle elde
edilenlerden iyi bulunmasi nedeniyle molekiiler tiplendirme amaciyla yapilan

caligmalarda bu yontem ile elde edilen genomik DNA’lar kullanilmistir.

Bir PCR reaksiyonu sonucunda olusacak firtinleri kontrol etmek, temel olarak

baslangigtaki 1sitma ve ilk birkag dongii sirasinda gergeklesen olaylari kontrol
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etmekle olasidir (Ekman, 1999; Bej ve Mahbubani, 1992). ilk dongiiler sirasinda
tiriinler genomik DNA’dan olusturulurken, daha sonralar1 temel olarak diger PCR
tirtinlerinden olusturulmaktadir. Bu nedenle, genomik DNA denatiirasyonu ve {iriin
uzatilmast ilk dongiilerde geregince tamamlandiginda verimli bir c¢ogalma
gerceklestirilebilmektedir. Orneklerin baslangicta birkag santigrat dereceden (buzda
+4 °C) denatiirayon sicakligina (94-96 °C) isitilmasi sirasinda 6zgilin olmayan
iriinlerin olugma riski ¢ok biiyiiktiir; ¢linkii bu sirada primerler spesifik olmayan
bolgelere baglanabilmekte ve DNA polimeraz enzimi aktif olmaya baslamaktadir. Bu
sorunu ortadan kaldirmak amaciyla sicak-baslangi¢ teknikleri gelistirilmistir (Ekman,
1999; Bej ve Mahbubani, 1992). Bu calismada da 6rnekler buzdan alinarak 6nceden
94°C’a 1sitilmis olan PCR cihazina yerlestirilmistir. Gergeklestirilen 6n denatiirasyon
sonrasinda Ornekler cihazdan ¢ikarilarak DNA polimeraz enzimi eklenmis ve tekrar

cihaza yerlestirilerek program kaldig1 yerden siirtidiiriilmiistiir.

Ilk dongiilerde reaksiyonun 6zgiilliigiinii kontrol etmek amaciyla tasarlanan
farkli bir teknik de “touch-down PCR’dir (Ekman, 1999). Bu yontemde ilk
dongiilerde yliksek bir baglanma sicakligr kullanilmaktadir; bdylece bu dongiiler
sirasinda az sayida ama 6zgiil iiriinler olusmaktadir. ilerleyen dongiilerde baglanma
sicaklig1 kademeli olarak primerlerin optimal baglanma sicakligina diistiriilmektedir;
bu da ¢ogunlukla ilk dongiilerde olusan PCR iiriinlerinden verimli bir ¢ogalmanin
gerceklesmesini  saglamaktadir (Ekman, 1999). Bu tez calismasit kapsaminda
gergeklestirilen “touch-down PCR” denemelerinde bazi soylar i¢in ~1,5 kb¢ PCR
Urlinliniin ¢cogalmasi engellenememis, ayrica {riin verimi tiim soylar ig¢in

tyilestirilememistir.

PCR reaksiyonunda MgCl, iyon derigiminin arttirilmasi veya azaltilmasi,
yaklasik % 50 GC igerikli yiiksek Ty, degerine sahip primerlerin kullanimi ve her bir
primerin 3' ucunda en az 5-6 bazlik rastgele bir baz dagilimi gibi yontemler de 6zgiin
olmayan DNA iiriinlerinin ¢ogalmasinin engellenmesi i¢in kullanilabilmektedir (Bej

ve Mahbubani, 1992).

Bu c¢alismada kullanilan primerlerin Ty, degerleri standart denklem kullanilarak

hesaplanmis ve PCR reaksiyonu i¢in kullanilan baglanma sicakliginin degistirildigi
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denemelerde bu degerler goz Oniinde bulundurulmustur. Bazi soylar i¢in yiiksek
baglanma sicakliklarinda daha diisiik sicakliklarda gozlenen ~1,5 kb¢ PCR {iriiniiniin
cogalmadig goriilmekle birlikte, ¢ok yiiksek baglanma sicakliklari, hedeflenen ~4,5

kbg tiriiniin verimini de dramatik sekilde azaltmistir.

Bir PCR reaksiyonunda magnezyum iyonunun derisiminin arttirilmasi,
baglanma sicakliginin diisiiriilmesi ile ayni etkiyi gostermektedir. Optimum derisim
deneysel yollarla bulunmakta, ancak standart olarak kullanilan 1,5 mM genellikle iyi
calismaktadir (Ekman, 1999). Bu tez ¢alismasi kapsaminda farkli DNA polimeraz
enzimleri denenmekle birlikte magnezyum iyon derisimi 1,5 mM’da sabit
tutulmustur. 11k ¢alismalarda kullanilan Tag DNA polimeraz enzimi (Roche) ile elde
edilen PCR firiiniiniin verimi yeterli bulunmadig: i¢in farkli Tag DNA polimeraz
enzimleri (Takara Taq ve Promega-Go Taq) ile yapilan paralel ¢alismada enzimlerin
verimleri kargilastirilmistir. Go Taq DNA polimeraz ile elde edilen PCR iiriiniiniin
verimi diger enzimlere gore daha iyi bulunmus ve sonraki ¢alismalarda bu enzim
kullanilmigtir. Diger enzimlerle gerceklestirilen rrn-PCR’larda Go Taq DNA
polimeraz ile yapilan ¢aligmalarda goriilen yaklasik 1,5 kb¢ 6zgiin olmayan iiriiniin
yani sira daha biiyiik ya da daha kiiciik PCR iiriinleri de elde edilmis ayn1 zamanda

istenen lirtiniin verimi de diismiistiir.

PCR reaksiyonunda uzama basamaginin siiresinin uzatilmasi iiriin verimini
olumlu bir sekilde etkileyebileceginden (Ekman, 1999), sentez siiresinin uzatildig
PCR’lar gergeklestirilmis, silirenin arttirtlmasmin ~ {irlin ~ verimini  arttirdigi

gozlenmekle birlikte 6zgiil olmayan PCR iiriiniiniin ¢ogalmasi engellenememistir.

PCR’da sorunsuz ¢alisan primerlerin bazen bilinmeyen nedenlerle ¢calisamadigi
goriilmektedir (Ekman, 1999). Bu sorun, primerlerin tekrarlayan dondurup-¢6zme
dongiilerine maruz kalmasi nedeniyle goreceli olarak kararli ikincil yapilarin
olusumundan ya da sentezin kendisinden, primer yikimindan kaynaklanmasi olasidir.
Bu tez ¢aligmasi kapsaminda gerceklestirilen ilk rrn-PCR reaksiyonlarinda verimin
diisiik olmasi ve tekrarlanabilir sonuglarin elde edilememesi nedeniyle kullanilan
primerler yeniden sentezlettirilerek daha sonraki ¢aligmalara bu primerlerin eslenigi

olan MT3 ve MT4 primerleri ile devam edimistir. Ancak, istenen PCR iiriiniin
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veriminde bir artis gozlenmemesinin yami sira 6zgiil olmayan PCR iiriiniiniin

cogalmasi da engellenememistir.

Yerel izolatlar ile referans soylari rrn operonlarinin Cfol, Mboll ve Sau3A1l
enzimleriyle kesimi sonucunda elde edilecek bant profillerinin karsilastirilmasinin
amaclandigt ARDRA c¢alismalarinda kullanilmak iizere yapilan rrn PCR’larda,
buraya kadarki boliimlerde anlatilan ve yapilan ¢esitli optimizasyon caligsmalari ile
istesinden gelinemeyen bir PCR bulasi ile karsilagilmistir. 4,5 kbg’lik 6zgiil PCR
tiriinlerinin yaninda ¢ok az miktarda da olsa bir diger liriiniin ¢cogaldig1 kosullarda
enzim kesimleri sonrasinda elde edilen bant profillerinde, 1,5 kbg {iriiniin tam ya da
kesilmis halde gozlenmesi, referans soylarin bant profilleri ile yapilan
karsilagtirmalar sirasinda yaniltici olacagindan, ARDRA ¢alismalar1 ayrica segilen
baz1 soylarin jelden izole edilen 4,5 kbg¢ o6zglil PCR fdrlnleri ile de
gergeklestirilmistir. Calismada kullanilan 6rnekler, hem buraya kadar yapilan
tiplendirme caligmalarinin verileri hem de izolatlarin daha 6nce tamamlanan tezler
kapsaminda  belirlenen yetenekleri gozetilerek  secilmistir. [k ARDRA
denemelerinde rrn PCR iriinii elde edilemedigi i¢in A26 soyu caligmaya

alinmamustir.

Her iki rrn-ARDRA denemesinde de gerek gozle gerekse goriintiilleme
sisteminin yazilimi araciligi ile net olarak ayirt edilemeyecek kadar silik ve difiize
olmus bantlar gozlenmistir. Goriintiileme cihazinin zayif bantlar1 saptamadaki
yetersizligi ve bu bantlarin manuel alarak analize dahil edilmesi hataya agik bir
siirectir. Bu bantlarin degerlendirmeye alinip alinmamasi arastiriciya ait bir karardir

ve bu konuda genel olarak kabul edilmis bir kriter bulunmamaktadir.

Schlegel ve arkadaslar1 (2003) Streptococcus cinsine ait tiirlerin tanimlanmasi
amaciyla yaptiklar1 ¢calismada ARDRA yontemini kullanmiglar ve ¢alisma sonunda
elde ettikleri bant profillerini degerlendirirken bir bant eksikligi veya fazlalig1 gibi
kiigiik farklar1 dikkate almamislardir. Ayni calismada, teorik kesimlerle belirlenen
bantlar ile pratikte elde edilen bantlar karsilastirildiginda baz1 ekstra bantlarin elde

edilmis oldugu gorilmiistiir. Bu ekstra bantlarin oldukga silik olmasini, rnn
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operonunun sadece bir veya birkag kopyasinin DNA dizisinin sus spesifik

degisimlerini tasima olasiligina baglamislardir.

L1 yerel izolati igin, 0zglil olmayan PCR friiniiniin varligi dikkate
alinmaksizin  gergeklestirilen rrn-ARDRA  c¢alismasinda MboIl enzimine ait
dendogramda B. pumilus ve B. cereus soylari ile % 40 homoloji saptanirken, jelden
izole edilmis olan ozgiil rrn-PCR iriinii ile gergeklestirilen rrn-ARDRA
caligmasinda Cfol enzimine ait dendogramda B. stearothermophilus ve B. subtilis
“natto” ile % 90 ve B. pumilus ile % 82 benzerlik, Sau3Al enzimine ait
dendogramda ise B. stearothermophilus ve B. licheniformis ile % 35 benzerlik

gosterdigi belirlenmistir.

rrn-PCR iriinleri ile dogrudan yapilan ARDRA’da Mboll enzimine ait
dendogramda L3 yerel izolati i¢in B. pumilus ve B. cereus soylari ile % 40 homoloji
saptanmig olup, bu soy jelden izole rrn-PCR iiriinii ile gerceklestirilen ARDRA

calismasina dahil edilmemistir.

Ozgiil olmayan PCR iiriinii varhginda gergeklestirilen rrn-ARDRA’da Mboll
enzimine ait dendogramda L5 yerel izolat1 B. pumilus ve B. cereus soylarina % 40
benzer bulunmustur. Bu soy saflastirilan 4,5 kb¢ PCR iiriinii ile yapilan ARDRA’da

kullanilmamustir.

rrn-PCR iriinleri ile dogrudan yapilan ARDRA’da Mboll enzimine ait
dendogramda L6 yerel izolati ile B. pumilus ve B. cereus soylari arasinda % 40
homoloji saptanmistir. L6 izolati jelden izole rrn-PCR iiriini ile gergeklestirilen

caligmaya alinmamaistir.

L8 yerel izolat1 i¢in, 6zgiil olmayan PCR iiriinii varliginda gergeklestirilen rrn-
ARDRA calismasinda Cfol enzimine ait dendogramda B. amyloliquefaciens ve B.
subtilis “natto” ile % 67 ve B. subtilis ile % 40 benzerlik saptanirken, Mboll
enzimine ait dendogramda B. subtilis, B. amyloliquefaciens ve B. subtilis “natto” ile

% 42, B. licheniformis, B. coagulans ve B. megaterium ile % 35 benzerlik
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goriilmiistlir. L8 izolat1 jelden izole rrn-PCR f{iriinii ile gerceklestirilen rrn-ARDRA

calismasina dahil edilmemistir.

L10 yerel izolati, 6zgiil olmayan PCR {iriiniiniin varlig1 dikkate alinmaksizin
gerceklestirilen rrn-ARDRA  ¢alismasinda Cfol enzimine ait dendogramda B.
amyloliquefaciens ve B. subtilis “natto” ile % 67 ve B. subtilis ile % 40, Mboll
enzimine ait dendogramda B. subtilis, B. amyloliquefaciens ve B. subtilis “natto” ile
% 42, B. licheniformis, B. coagulans ve B. megaterium ile % 35, Sau3A1 enzimine
ait dendogramda ise B. subtilis “natto” ile % 50, B. subtilis, B. amyloliquefaciens ve
B. pumilus ile % 30 benzer bulunmustur. Saflastirilmis 6zgiil rrn-PCR {irlini ile
gerceklestirilen rrn-ARDRA ¢alismasinda ise Cfol enzimine ait dendogramda B.
subtilis ile % 45, B. megaterium ile % 38 benzerlik saptanirken, MboIl enzimine ait

dendogramda B. subtilis ve B. amyloliquefaciens ile % 40 benzerlik goriilmiistiir.

rrn- PCR firiinleri ile dogrudan yapilan ARDRA’da L13 izolati, Cfol enzimine
ait dendogramda B. amyloliquefaciens ve B. subtilis “natto” ile % 100 benzerlik
gosterirken, Mboll enzimine ait dendogramda B. subtilis ile % 92, B.
amyloliquefaciens ve B. subtilis “natto” ile % 87 benzerlik gostermistir. Bu soy

jelden izole 6zgiil rrn-PCR iiriinii ile yapilan ARDRA ¢aligmasinda kullanilmamustir.

L14 yerel izolat1, gerceklestirilen saf olmayan rrn-PCR iirliniiniin kullanildigi
ARDRA c¢alismasinda Mboll enzimine ait dendogramda B. pumilus ve B. cereus ile
% 40 benzerlik gostermistir. L14 izolat1 saflastirilmig 4,5 kb¢ PCR iiriinii ile yapilan
ARDRA’ya dahil edilmemistir.

L15 yerel izolat1 igin, rrn-PCR f{irtinleri ile dogrudan yapilan ARDRA’da Cfol
enzimine ait dendogramda B. cereus ve B. megaterium ile % 60, Mboll enzimine ait
dendogramda ise B. cereus ve B. pumilus ile % 52 benzerlik saptanmistir. Jelden
izole edilmis olan 6zgiil rr-PCR iiriiniinii ile yapilan rrn-ARDRA c¢aligmasinda ise
Cfol enzimine ait dendogramda B. stearothermophilus ve B. subtilis “natto” ile % 90,
B. pumilus ile % 82 benzerlik, Mboll enzimine ait dendogramda  B.

stearothermophilus, B. pumilus, B. subtilis “natto” ve B. coagulans ile % 40
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benzerlik ve Sau3A1 enzimine ait dendogramda ise B. subtilis “natto”, B megaterium

ve B. coagulans ile %52 benzerlik gézlenmistir.

L16 yerel izolati, saflagtirllmamis rrn-PCR {iiriini ile yapilan ARDRA’da Cfol
enzimine ait dendogramda B. amyloliquefaciens ve B. subtilis “natto” ile % 70, B.
subtilis ile % 40 benzerlik, MboIl enzimine ait dendogramda B. amyloliquefaciens,
B. subtilis “natto” ve B. subtilis ile % 42 benzerlik, Sau3Al enzimine ait
dendogramda ise B. subtilis “natto” ile % 60, B. amyloliquefaciens, B. pumilus ve B.
subtilis ile % 30 benzerlik gostermistir. Bu soy jelden izole 6zgil rrn-PCR {irlini ile

gergeklestirilen ARDRA’ya dahil edilmemistir.

Ozgiill olmayan 1,5 kb¢ PCR iiriinii varhiginda yapilan rrn-ARDRA
calismasinda L21 yerel izolat1 igin, Cfol enzimine ait dendogramda B.
stearothermophilus ile % 58, B. licheniformis ve B. coagulans ile % 35 benzerlik,
Mboll enzimine ait dendogramda ise B. pumilus ve B. cereus ile % 40 benzerlik
gozlenmistir. Saflastirilmis olan 4,5 kbg¢ rrn-PCR f{iriinii ile yapilan ARDRA’da ise
Cfol enzimine ait dendogramda B. stearothermophilus ve B. subtilis “natto” ile % 90,
B. pumilus ile % 82 benzerlik saptanirken, Sau3A1 enzimine ait dendogramda B.

pumilus ile % 50 benzerlik gortilmiistiir.

rrn-PCR f{iriinleri ile dogrudan yapilan ARDRA ¢alismasinda L22 yerel izolati,
Cfol enzimine ait dendogramda B. pumilus ile % 60, B. amyloliquefaciens ve B.
subtilis “natto” ile % 50 ve B. subtilis ile % 40 benzerlik gosterirken, Mboll
enzimine ait dendogramda B. pumilus ile % 62, B. cereus ile % 52 benzerlik
bulunmustur. L22, jelden izole 06zgiil rrn-PCR iiriinii ile yapilan ARDRA

calismasinda kullanilmamastir.

Ozgiil olmayan PCR iiriiniiniin varligi dikkate alinmaksizin yapilan rrn-
ARDRA’da P17 yerel izolat1 i¢in, Cfol enzimine ait dendogramda B. cereus ile %
92, B. megaterium ile % 60 benzerlik saptanirken, Mboll enzimine ait dendogramda
B. cereus ve B. pumilus ile % 52 benzerlik saptanmistir. Jelden izole edilmis olan

6zgiil rrn-PCR iiriinii ile yapilan ARDRA’da ise Cfol enzimine ait dendogramda B.
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firmus ile % 87 ve B. cereus ile % 80 benzerlik, MboIl enzimine ait dendogramda B.
cereus ile % 82, B. firmus ile % 42 benzerlik gozlenirken, Sau3Al enzimine ait

dendogramda ise B. firmus ile % 80, B. cereus ile % 65 benzerlik gorilmiistiir.

P19 yerel izolati igin, Ozgiill olmayan PCR iiriiniiniin varligi dikkate
alinmaksizin  gergeklestirilen rrn-ARDRA  ¢alismasinda Cfol enzimine ait
dendogramda B. stearothermophilus ile % 40, B. licheniformis ve B. coagulans ile %
35 benzerlik, Mboll enzimine ait dendogramda B. pumilus ve B. cereus ile % 40
benzerlik saptanirken, Sau3Al enzimine ait dendogramda ise B. licheniformis ile %
30 benzerlik saptanmistir. Jelden izole 6zgiil rrn-PCR iiriinii ile gergeklestirilen

ARDRA calismasina P19 izolat1 dahil edilmemistir.

P20 yerel izolat1 rrn-PCR iiriinlerinin dogrudan kullanildigt ARDRA’da Cfol
enzimine ait dendogramda B. amyloliquefaciens ve B. subtilis “natto” ile % 70, B.
subtilis ile % 40 benzerlik, Mboll enzimine ait dendogramda B. subtilis, B. subtilis
“natto”, B. amyloliquefaciens ile % 42, B. stearothermophilus, B. licheniformis, B.
coagulans ve B. megaterium ile % 35 benzerlik gosterirken, Sau3Al enzimine ait
dendogramda ise B. subtilis “natto” ile % 60, B. amyloliquefaciens, B. subtilis ve B.
pumilus ile % 30 benzerlik gostermistir. Ancak jelden izole 6zgiil rrn-PCR {iriinii ile
gerceklestirilen rrn-ARDRA calismasinda P20 i¢in de diger soylarla ayni miktarda
genomik DNA kesilmis olmasina karsin ¢ok silik bant profilleri elde edilmistir. Bu
nedenle, dendogramlarin ¢izimi sirasinda Mboll enzimi ile higbir bant se¢ilemezken,
diger enzimlerin profillerinde secilebilen birka¢ bant dogru bir degerlendirme

yapmak i¢in yetersizdir.

P21 yerel izolati, 6zgiil olmayan PCR iirlinliniin varhig1 dikkate alinmadan
yapilan rrn-ARDRA  caligmasinda Cfol enzimine ait dendogramda B.
stearothermophilus ile % 40, B. licheniformis ve B. coagulans ile % 35 benzerlik
gosterirken, Sau3Al enzimine ait dendogramda B. licheniformis ile % 30 benzer
bulunmustur. Saflastirilmis 6zgiil 4,5 kbg¢ rrn-PCR f{iriinii ile yapilan ARDRA’da ise
Cfol enzimine ait dendogramda B. firmus ve B. cereus ile % 50 benzerlik

belirlenmistir.
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Ozgiil olmayan 1,5 kbg iiriinii de iceren rrn-PCR iiriinlerinin kullanildig
ARDRA c¢alismasinda P22 yerel izolati i¢in, Cfol enzimine ait dendogramda B.
megaterium ile % 82, B. cereus ile % 60 benzerlik, Mboll enzimine ait dendogramda
B. pumilus ve B. cereus ile % 40 benzerlik goriilirken, Sau3Al enzimine ait
dendogramda B. stearothermophilus ile % 40 benzerlik saptanmistir. Saflastirilan 4,5
kb¢ PR iiriinii ile yapilan ARDRA’da ise Cfol enzimine ait dendogramda B.
megaterium ile % 90 benzerlik, Mboll enzimine ait dendogramda B.
stearothermophilus, B. pumilus, B. subtilis “natto” ve B. coagulans ile % 40
benzerlik bulunurken, Sau3Al enzimine ait dendogramda B. megaterium ile % 70, B.

subtilis “natto” ile % 62 ve B. coagulans ile % 55 benzerlik belirlenmistir.

P24 yerel izolati, saf olmayan rrn-PCR iriinlerinin kullanildigi ARDRA
calismasinda Cfol enzimine ait dendogramda B. licheniformis ile % 60, B. coagulans
ile % 58 benzerlik gosterirken, Mboll enzimine ait dendogramda ise B. licheniformis
ile % 30 benzer bulunmustur. P24, jelden izole 6zgiil rrn-PCR iiriini ile

gergeklestirilen rr-ARDRA caligmasina alinmamustir.

Ozgiil olmayan PCR firiinii varhginda gergeklestirilen rr-ARDRA
calismasinda A3 yerel izolati, Cfol enzimine ait dendogramda B. pumilus ile % 70,
B.amyloliquefaciens ve B. subtilis “natto” ile % 50, B. subtilis ile % 35 benzerlik,
MbollI enzimine ait dendogramda B. amyloliquefaciens ile % 100, B. subtilis ve B.
subtilis “natto” ile % 87 benzer bulunurken, Sau3Al enzimine ait dendogramda ise B.
subtilis ile % 70, B. amyloliquefaciens ile % 50 ve B. subtilis “natto” ile % 30
benzerlik gostermistir. Saflagtirilmis 4,5 kbg rrn-PCR iirlinii ile yapilan ARDRA

calismasina A3 yerel izolat1 dahil edilmemistir.

A4 yerel izolati i¢in, saf olmayan rrn-PCR {irlinii ile gergeklestirilen rrn-
ARDRA’da Cfol enzimine ait dendogramda B. cereus ile % 100, B. megaterium ile
% 60 benzerlik, Mboll enzimine ait dendogramda B. cereus ve B. pumilus ile % 52
benzerlik saptanirken, Sau3 Al enzimine ait dendogramda ise B. cereus ile % 70 ve B.
sphaericus ile % 30 benzerlik goriilmiistiir. Jelden izole 6zgiil rrn-PCR iiriinii ile
gerceklestirilen ARDRA’da ise Cfol enzimine ait dendogramda B. firmus ile % 72,

B. cereus ile % 80 benzerlik, Mboll enzimine ait dendogramda B. cereus ile % 72, B.
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firmus ile % 42 benzerlik belirlenirken, Sau3Al enzimine ait dendogramda ise B.

firmus ile % 80 ve B. cereus ile % 65 benzerlik gézlenmistir.

1,5 kb¢ PCR iiriiniiniin varligina bakilmaksizin yapilan rrn-ARDRA’da A7
yerel izolati, Cfol enzimine ait dendogramda B. pumilus ile % 82, B.
amyloliquefaciens ve B. subtilis “natto” ile % 50, B. subtilis ile % 35 benzerlik
gosterirken, Mboll enzimine ait dendogramda ise B. subtilis, B. subtilis “natto” ve B.
amyloliquefaciens ile % 42, B. stearothermophilus, B. licheniformis, B. coagulans ve
B. megaterium ile % 35 benzer bulunmustur. Bu soy jelden izole edilmis olan 6zgiil

rr-PCR iiriinii ile gergeklestirilen ARDRAya dahil edilmemistir.

Saf olmayan rrn-PCR iiriinii ile yapilan ARDRA’da A18 yerel izolati igin, Cfol
enzimine ait dendogramda B. stearothermophilus ile % 58, B. licheniformis ve B.
coagulans ile % 35 benzerlik saptanirken, Mboll enzimine ait dendogramda ise B.
subtilis, B. subtilis “natto” ve B. amyloliquefaciens ile % 42, B. stearothermophilus,
B. licheniformis, B. coagulans ve B. megaterium ile % 35 benzerlik bulunmustur.
Saflastirilmis 6zgiil rrn-PCR iiriinii ile gergeklestirilen ARDRA’da A18 yerel izolati

kullanilmamustir.

A23 yerel izolati, rrn-PCR drlinlerinin dogrudan kullanildigt ARDRA
caligmasinda Cfol enzimine ait dendogramda B. Stearothermophilus’e % 58, B.
licheniformis ve B. Coagulans’e % 35 benzerlik gosterirken, Mboll enzimine ait
dendogramda ise B. subtilis, B. subtilis “natto” ve B. Amyloliquefaciens’e % 42, B.
stearothermophilus, B. licheniformis, B. coagulans ve B. Megaterium’a % 35 benzer
bulunmustur. A23 izolati, saflastirilan 4,5 kb¢ PCR {iriinii ile yapilan ARDRA

calismasina alinmamustir.

rrn-PCR iiriinleri ile dogrudan yapilan ARDRA’da A26 yerel izolat1 i¢in, her
lic enzime ait dendogramlarda kayda deger bir benzerlik saptanamamustir. Jelden
izole Ozgiil rrn-PCR {irlinti ile gergeklestirilen rrn-ARDRA ¢alismasinda ise Cfol
enzimine ait dendogramda B. coagulans ile % 72, B. amyloliquefaciens ile % 62

benzerlik bulunmustur.
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A28 yerel izolati i¢in, saf olmayan rrn-PCR f{iriinleri ile yapilan ARDRA’da
Cfol enzimine ait dendogramda B. stearothermophilus ile % 40, B. licheniformis ve
B. coagulans ile % 35 benzerlik, Mboll enzimine ait dendogramda B. sphaericus ve
B. firmus ile % 30 benzerlik saptanirken Sau3Al enzimine ait dendogramda ise B.
licheniformis ile % 30 benzerlik saptanmustir. Jel izole 6zgiil rrn-PCR iiriinii ile
gergeklestirilen rrn-ARDRA’da Cfol dendograminda B. subtilis ile % 90, B.
megaterium ile %40 benzerlik, MboIl enzimine ait dendogramda B.
amyloliquefaciens ile % 82, B. subtilis ile % 77 benzerlik goriilirken, Sau3Al
enzimine ait dendogramda B. subtilis ile % 62, B. amyloliquefaciens ile % 52

benzerlik bulunmustur.

Her iki rrn-ARDRA denemesinin sonuglari birlikte degerlendirildiginde sadece
A4 izolatinin tiim enzimlerle her iki denemede de B. cereus referans soyu ile yiliksek
benzerlik gosterdigi goriilmiis, diger izolatlarin bir veya birka¢ enzim profili
acisindan higbir referans soy ile dikkate deger bir benzerlik gostermedigi ya da
degisen benzerlik yiizdeleri ile birden fazla soy ile benzestigi belirlenmistir. 16S
rDNA dizi analizleri ile uyum gosteren soylar arasinda L10 izolatinin B. subtilis, B.
subtilis “natto” ve B. amyloliquefaciens ile, P17 izolatinin B. cereus ve B. firmus ile
ve P22’nin B. megaterium ile yiiksek benzerlik gosterdigi gortilmiistiir. P20 izolati
i¢in jelden izole edilerek kullanilan 6zgiil PCR iiriinii ile gergeklestirilen denemede
her {i¢ enzim profili i¢in herhangi bir soy ile benzerlik bulunamazken, 6zgiil olmayan
PCR iiriinii dikkate alinmaksizin gerceklestirilen denemede en yiiksek benzerligi B.
subtilis, B. subtilis “natto” ve B. amyloliquefaciens ile gosterdigi goriilmiistiir.
Ancak bu sonu¢ 16S rDNA dizi analizi ile uyumlu bulunmamistir. P20’nin
uygulanan her teknik ile farkli sonuglar veriyor olmasi bu izolatin yeni bir soy olma
olasiligini giiclendirmekte, ya da elimizde bulunan referanslarin diginda bir Bacillus

tiiri oldugunu diisiindiirmektedir.

rrn-ARDRA ile elde edilen verilerle hazirlanan dendogramlarla tutarli ve
tekrarlanabilir sonuglar alinamamistir. rrn-ARDRA analizinin Laboratuvarimizda
rutin olarak uygulanabilmesi i¢in optimizasyon ¢alismalari devam etmektedir. Hem
ARDRA hem de “ribotyping” profillerinin degerlendirilmesi ve dendogramlarin

hazirlanmas1  asamasinda  kullanilmak {izere Fransa Pasteur Enstitiisii
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Enterobacteriaceae Unitesi’'nden, Prof. Dr. Patrick Grimont tarafindan hazirlanan
Taxotron yazilimi1 saglanmis olup, yalnizca Machintosh bilgisayarda kullanilabilen
bu yazilim, uyumlu bir bilgisayarin aliminin ardindan yapilacak caligmalarda

denenecektir.

4.3. Ribotyping

Bu tez kapsaminda gergeklestirilen “ribotyping” ¢alismasinda 25 yerel Bacillus
izolati, 11 referans Bacillus tiiriiniin genomik DNA &ziitleri ve belirteg olarak
kullanim amactyla Xenorhabdus sp. CIP 105189 genomik DNA’s1 HindIII, Clal ve
ECoRV enzimleri ile ayr1 ayri sindirildikten sonra agaroz jel elektroforezine tabi
tutulmustur. DNA bantlar1 vakumlu transfer cihazi kullanilarak naylon filtre tlizerine
aktarildiktan sonra DIG-dUTP ile isaretlenmis OligoMiks-5 kullanilarak
hibritlenmistir. Hibridizasyon sonrasinda AP-konjuge anti-DIG Ab kullanilarak
immiino-blot gergeklestirilmis ve naylon filtreler NBT+BCIP ile boyanmistir. Clal
ve ECORV enzimleri ile yalmizca B. pumilus izolatlarinin bulundugu bolgede
gbzlenen bantlar sistemin isledigini gostermekle birlikte verilerin analiz edilebilmesi
icin yeterli degildir. Kullanilan oligoniikleotit kuyruklama kitinin siiresinin dolmus
olmasi sistemin beklenilen etkinlikte c¢alismamasina neden olabileceginden
OligoMiks-5 bir kez de giiclii bant profilleri verdigi bilinen [y-"PJATP radyoizotopu

ile isaretlenerek kullanilmistir.

Jelde ayirima dayali tekniklerde sinirli sayida bant elde edilmesi, profillerin
yorumlanmasinda kolaylik saglamaktadir (Lefresne ve ark., 2004). Bu tanima uyan
“Ribotyping” yonteminde belirli fragmanlar, yorumlanmasi daha kolay olan daha az
karmagik profiller elde etmek icin “prob”larla belirginlestirilmektedir (Satokari ve
ark., 2003). “Ribotyping”de kullanilan “prob”lar rRNA genlerinin veya bunlarin
aralayict bolgelerinin kismi dizilerinden tiim rRNA operonuna kadar degiskenlik
gosterebilmektedir. Ancak bu ydntemin bir dezavantaji PCR temelli tiplendirme
yontemlerine oranla daha fazla DNA gerektirmesidir (Wang ve ark., 1999). Ayrica,
“ribotyping” yOnteminin taksonomik bir ara¢ olarak kullanilabilmesi i¢in tarif

edilmis biitiin tiirleri ve ayn1 zamanda ayn tiire ait birka¢ sus profilini i¢eren bir veri
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taban1 gereklidir. Ciinkii bir tiir, “cekirdek™ olarak adlandirilabilecek bir dizi bandi
iceren bir veya birkac farkli profil gosterebilmektedir (Riou ve ark., 1997). Busch ve
Nitschko’nun (1999) da belirttigi tizere rfRNA genleri bakteriyel kromozomlarda
birkag¢ kopya halinde bulunmakta, bu nedenle rRNA’ya 6zgii problarla hibridizasyon
sadece TRNA gen dizilerini igeren kromozomal parcalart agiga cikarmaktadir.
Hibridizasyon bantlarinin sayis1 bant motiflerinin basit bir sekilde analiz
edilebilmesine olanak saglayacak kadar azdir. Pryce ve ¢alisma arkadaglarinin (1999)
da belirttigi lizere analiz i¢in secilmis olan restriksiyon enzimleri, farkli yerlerden
izole edilen bakteriyel suslar arasinda ve yakin akraba olan suslar arasinda yeterli
ayirim saglayabilmelidir. Bununla birlikte, tiir tanimlamasi i¢in se¢ilmis olan enzim,
susa Ozgiil bantlarin sayisin1 en alt diizeyde siirlarken, tiirler arasinda ayirim
yapabilecek elverisli bantlar da saglamalidir. Literatiirde “ribotyping” tekniginin
cesitleri bulunmakta olup, bu farkli uygulamalar genellikle farkli restriksiyon
enzimlerinin ve Southern Blot siirecinde alternatif saptama yoOntemlerinin
(kolorimetrik veya radyoaktif) kullanimini veya ribotip profillerinin analizi ile

verilerin yorumlanmasindaki gesitliligi kapsamaktadir (Scott ve ark. 2002).

Regnault ve arkadaslar1 (1997) gerceklestirdikleri ¢alismada bakterilerin
filogenetik pozisyonlarin1 gézetmeksizin iyi boyanmis profiller verecek ve 16S
rRNA ve 23S rRNA genleri boyunca dagilmis sekilde hibridize olacak oligoniikleotit
“prob”lar1 gelistirmigler ve bes oligoniikleotitten olusan OligoMiks-5 olarak
adlandirdiklart bir “prob” setinin kullanildig1 bir “ribotyping” siirecini tarif
etmiglerdir. Cesitli “prob” elde etme ve isaretleme denemelerinde en iyi sonuglar
OligoMiks-5’teki bes oligoniikleotitin “DIG Oligonniikleotit Kuyruklama Kiti
(Bohinger, Mannheim, FRG)” kullanilarak 3' u¢larindan DIG-dUTP ile isaretlenmis
oldugu calismada elde edilmistir. Bu tez kapsaminda gerceklestirilen “ribotyping”
calismasinda da oncelikle ticari olarak sentezletilmis OligoMiks-5 DIG-dUTP ile
isaretlenerek kullanilmigtir. HindIIl restriksiyon enzimi ile kesilen genomik
DNA'’larin DIG-dUTP ile igaretli Oligomiks-5 ile hibritlenen filtresinde yalnizca 16S
rDNA’nin isaret aldigi goriilmiis ve sistemin ¢alistigi sonucuna varilmistir. ECORV
fragmanlarinin bulundugu filtrede B. pumilus soylarinin bulundugu bolgede birkag

kuyuda, Clal fragmanlarinin bulundugu filtrede ise yine B. pumilus’larin oldugu
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bolgede daha genis bir alanda daha giiclii bant profilleri elde edilmistir. Ancak elde

edilen bantlar verilerin degerlendirilmesi i¢in yeterli degildir.

(y-7P)-ATP ile isaretli OligoMiks-5 kullanilarak yinelenen “ribotyping”
sonucunda elde edilen otoradyografide Clal fragmanlarinin bulundugu filtrede
herhangi bir isaret goézlenmezken, ECORV ve HindIIl fragmanlarinin bulundugu
filtrelerde 16S rDNA’da ve HindIIl fragmanlarinda, ayrica, B. pumilus soylarinin
bulundugu bolgede isaret goriilmiistiir. Elde edilen bu sonuglar yerel izolatlarin su an
icin bu yontemle tiplendirilebilmesini olas1 kilacak derecede agik degildir. Ancak
“ribotyping” yonteminin EMG laboratuvarinda rutin olarak uygulanabilmesine

yonelik optimizasyon ¢aligsmalari stirmektedir.

Pryce ve ¢alisma arkadaslari (1999), “ribotyping” yoOntemlerinin ¢ogunda
radyo-isaretli 16S ve 23S rRNA “prob”larinin kullanildigini bildirmistir. Radyo-
isaretlemenin laboratuvar ortaminda rutin olarak kullanima elverigsiz olmasi
nedeniyle caligmalarinda “ribotyping” icin izotopik olmayan, enzim-igaretli DNA
“prob”lart kullanmiglardir. Bu c¢alismada E. coli 16S rRNA geninin 8-820
pozisyonlarina karsilik gelen iki 16S rDNA probu, E. coli ve E. faecalis DNA
orneklerinden PCR ile sentezlenmis ve sonrasinda bir yaban turbu peroksidazi-
polietilenamin kompleksi ile dogrudan baglanarak isaretlenmigtir. Bir HRP
(horseradish peroxidase) kompleksine dogrudan baglamayi izleyen hibridizasyon ve
arttirlmis kemiliiminesans ile saptama, [y->"P] ile isaretlemenin hassashigina yakin,
ayn1 zamanda uygun maliyetli bir alternatif olusturmakta ve “ribotyping”in
laboratuvarda ¢ok daha kolay bir sekilde ve rutin olarak gerceklestirilmesine olanak

saglamaktadir.

Evrensel “prob”lar ile elde edilen silik bantlar veya deneysel hatadan
kaynaklanan bantlar “ribotyping” sonuglaruin yorumlanmasin1 karmasik hale
getirmektedir. Buna ek olarak restriksiyon profillerinin tiir icindeki varyasyonlari
veya tamamlanmamis enzim sindirimi sonucunu elde edilen sonuglar da

yorumlamay1 zorlastirmaktadir (Busch ve Nitschko, 1999).
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Waterhouse ve Glover (1993) calismalarinda, Bacillus igin gergeklestirdikleri
rDNA hibridizasyon profillerinin kullanilan DNA hazirlama yontemine bagl olarak
degisiklik gosterdigini gozlemlemistir. CTAB yontemi ile izole edilen DNA’nin
ECcoRI restriksiyon profilinde prob ile hibridizasyon sonucunda teorik olarak dogru
olan iki fragman saptanirken, organik oziilteme ile elde edilen DNA’nin profilinde
fazladan iki fragmanin rutin olarak elde edildigi gozlenmistir. Bu ¢alisma
kapsaminda gerceklestirilen deneylerin sonucunda Waterhouse ve Glover (1993)
otoradyograflarda fazladan bantlarin varliginin veya yoklunun DNA 06ziitlemesi
yontemi ile iligkili olabilecegini ve bunun da protein olmayan bir molekiiliin hala
DNA ile iliskide olduguna ve belirli restriksiyon enzimi sitlerini sindirimden

koruduguna isaret ettigini Onermislerdir.

CTAB yontemi ile DNA 6ziitlemesinde polisakkaritler (6rnegin peptidoglikan)
uygulanan tuz konsantrasyonlart araligi boyunca ¢oziiniir kalir ve bu nedenle
Oziitleme sonucunda polisakkaritten arinmis DNA elde edilmektedir. B. subtilis’te
ribozomal genler DNA replikasyon orijininin yakininda kiimelendigi ve hem orijinin
hem de DNA replikasyonunun sonlandigi bélgenin (“terminus”) hiicre zar1 ve/veya
hiicre duvart ile iliskide oldugu bilinmektedir. Bu nedenle bazi ribozomal operonlar
hiicre duvarindaki peptidoglikan ile iliskide olacaktir. Waterhouse ve Glover (1993)
calismalarinda peptidoglikan oldugunu tahmin ettikleri bir hiicre duvart bileseninin,
deproteinaz olarak fenol/kloroform veya potasyum asetatin kullanimindan
etkilenmeksizin B. subtilis DNA’s1 ile birlikte saflastigini ve bu bilesenin varliginin
belirli restriksiyon enzimlerinin DNA’ya ulasmasini sinirlandirdigini belirtmektedir.
Tiim bu sonuglar géz Oniine alindiginda, bakteriyel tanimlamada “ribotyping”
sonuglarinin yorumlanmasinda dikkatli olunmalis1 gerektigi acgiktir (Waterhouse ve

Glover, 1993).

Machado ve arkadaslar1 (1998) “ribotyping”de fragman biiyiikliiklerinin
saptanmast sirasinda, jelde farkli kuyulara yiiklenmis ayn1 DNA 6rnegi icin bile
0zdes fragmanlarin ayni1 baz ¢ifti biiyiikliigiine sahip olma sansimnin ¢ok diisiik
oldugunu belirtmistir. Fragman biiylikliigiiniin saptanmas1 ile baglantili hatalarin
olabileceginin bilinmesi, iki fragmanin 6zdes olup olmadigina karar verilirken

onemlidir. Bu tip farkliliklar “kabul edilebilir hatalar” olarak adlandirilmaktadir.
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Elde edilen profillerdeki fragmanlarin hafifce farkli biiyiikliikklerdeymis gibi
gorlinmesi deneysel hatadan kaynaklanabilmektedir (Machado ve ark., 1998).
Elektroforetik ayirim sonucunda elde edilen bantlarin biiyiikliklerine dayali
siniflama yapilirken kullanilan analiz yazilimlarinda kabul edilebilir hata pay1
manuel olarak belirlenebilmekte ve deneysel hatalardan kaynaklanabilecek kii¢iik

farkliliklar duzeltilebilmektedir.

rrn-operonuna yonelik “prob”larin kullanildigi “ribotyping” caligsmalarinda,
operonun farkli kopyalarinda meydana gelmis olabilecek tek bir mutasyon veya
insersiyon ve delesyonlar bant profili ilizerinde bir ya da daha fazla bantlik
degisikliklere neden olabilmektedir. Bu durum profillerin yorumlanmasinda
karmasaya neden olmakta ve bu profillerden yola ¢ikilarak c¢izilen dendogramlar

giivenilir olmamaktadir (Machado ve ark., 1998).

Bu tez calismasi kapsaminda gergeklestirilen “ribotyping” ¢alismalarinda
beklenen sonucun alimamamasinin nedenlerinin; “prob”larin isaretlenmesinde
kullanilan kitin kullanim siiresinin dolmus olmasi, kullanilan primerlerin tekrarlayan
dondurup-¢6zme dongiilerine (2 veya 3 kez) maruz kalmalari nedeniyle yikilmis
olmas olabilir. Ote yandan laboratuvarimizda ilk kez uygulanan bu yoéntemle ilgili
optimizasyonun saglanabilmesi i¢in zaman ve deneyime gereksinim oldugu agiktir.
GYTE Enzim Molekiiler Genetigi Laboratuvarinda “Segilmis Yerel Bacillus
Soylarinin Molekiiler Tiplendirme Y&ntemleriyle Tanimlanmasi* baghikli TUBITAK
projesi dahilinde siirdiiriilecek calismalar kapsaminda; “ribotyping” yoOnteminin
optimizasyonu i¢in “prob”lar yeniden sentezlettirilecek ve ¢alismalar yeni “prob” seti
ile stirdiiriilecektir. Ayni proje kapsaminda gerceklestirilmesi planlanan AFLP
analizleri ile yapilmasi planlanan bir diger molekiiler tiplendirme yontemi olan ve
ayirt ettirici giicii yliksek, giivenilir ve tekrarlanabilir sonuglar verdigi literatiirde de
belirtilen DNA-DNA hibridizasyonu i¢in deney alt yapisi heniiz tamamlanamis olup,

bu baglamdaki ilk optimizasyon c¢aligmalarina Ekim ayinda baslanacaktir.
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SONUCLAR

Bu tez ¢aligmasi1 kapsaminda, yerel ekosistemlerden izole edilen ve daha dnce
manuel testler ve ticari kitler ile on tiplendirmeleri yapilmis olan a-amilaz, alkalen
proteaz ve lipaz ireticisi 25 yerel Bacillus izolatimin tiir diizeyinde
tiplendirilebilmeleri amaciyla, molekiiler tiplendirme yontemlerinden 16S rDNA dizi
analizi, ARDRA ve ribotyping yontemlerinin alt yapilar1 olusturulmustur. Bu

baglamda gergeklestirilen ¢aligmalar ve sonuglar asagida 6zetlenmistir:

1. Belirtilen yerel Bacillus izolatlarinin PCR ile ¢ogaltilan 16S rDNA’lariin
dizi analizleri CEQS8000 Genetik Analiz Sistemi (Beckman Coulter®)
kullanilarak gergeklestirilmis olup, tiim izolatlar i¢in 16S rRNA geninin
tamamina yakin (1246 ile 1471 baz) bir boliimii dizilenmistir. Elde edilen
dizilimler NCBI web sitesinde (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) bulunan
BLAST hizli tarama programi kullanilarak GenBank veri tabanindaki
dizilerle karsilastirilmis ve yerel Bacillus izolatlarinin en fazla benzerlik
gosterdikleri Bacillus tiirleri belirlenmistir. Buna gore; 25 yerel izolattan 21°i
icin manuel ve ticari kitler ile elde edilen sonucglara gore onerilen olasi tiir
adlart ile uyumlu veriler elde edilmistir. Farkli bulunan izolatlardan P20 B.
cereus grubu, P22 B. flexus, A28 ve A26 ise B. subtilis ile benzerlik
gostermistir.

2. rrn operonunun PCR ile ¢ogaltimi sirasinda 6zgiil olmayan ikinci bir iiriiniin
de cogaldig1 gozlenmis ve yapilan ¢esitli optimizasyonlara karsin, bu {irliniin
cogalmasi engellenememistir. 4,5 kbg biiyiikliigiindeki rrn operonunun en iyi
verimle ¢ogaltilabilmesi ve 1,5 kbg¢ biiyiikliigiindeki ikinci iiriiniin en aza
indirgenebilmesi i¢in standart PCR’a ek olarak denenen “touch-down” PCR
yaklagimlarinin yani sira farkli primer tutunma sicakliliklari, ¢esitli kalinlik
ve biiyiikliiklerde PCR tiipleri, farli Taqg DNA polimerazlar, farkli termal
dongii cihazlart ve kalip olarak kullanilacak genomik DNA’nin 6ziitleme
yontemi gibi degiskenler irdelenmistir.

3. 16S rDNA ARDRA calismalar1 kapsaminda; 16S rDNA PCR firiinleri
Sau3Al, Mboll ve Cfol enzimleri ile sindirildikten sonra metafor igeren

agaroz jelde biiyiikliiklerine gore ayrilmis ve bant profilleri irdelenmistir.
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Buna gore; L1, L3, L15, L22, P20 ve A23 izolatlarinin Cfol, Mboll ve
Sau3Al kesim profilleri, referans soylarin higbirisi ile uyum gdstermezken,
diger izolatlar i¢inde de her {i¢ enzimle birden ayni refrans soy ile benzerlik
tanimlanamamustir. Bu calismanin yapildig1 sirada laboratuvar altyapisinin
teknik yetersizligi nedeniyle sonuglarin yorumlanmasinda “jel goriintiileme
sisteminin yetersizligi, elektroforez sisteminin yeterince bilyiilk olmamas1”
gibi giicliikler yasanmistir.

Saf olmayan rrn-PCR iiriinleri ile tiim izolatlar i¢in, tiplendirme sonuglar1 ve
enzim iretkenlikleri acisindan One ¢ikan izolatlardan segilenler igin ise,
jelden izole edilen rrn operonunun kullanildigt ARDRA analizleri
gerceklestirilmistir. Boylece iki rrn-ARDRA c¢alismasi karsilastirilarak 6zgiin
olmayan PCR iiriiniiniin ARDRA profillerine etkisi de irdelenmistir. Bu
calismanin sonuglarina gore; A4 izolat1 tim enzimlerle her iki denemede de
B. cereus referans soyu ile yiiksek diizeyde benzerlik gostermistir. L10, P17
ve P22 izolatlar1 16S rDNA dizi analizi ile uyumlu sonuglar vermistir. P20
izolat1 i¢in uygulanan her teknikte farkli sonuglar elde edilmis, bu nedenle bu
izolatin galigmalarda kullanilan referans soylar disinda bir tiir ya da yeni bir
soy olabilecegi diigtinlilmiistiir.

. “Ribotyping” c¢alismalarinda tiim izolat ve referans soylarin genomik
DNA’lar1 EcoRV, Clal ve HindIIl enzimleri ile sindirildikten sonra elde
edilen fragmanlar Seakem agaroz jelde biiyiikliiklerine gore ayrilmis ve
vakumlu transfer cihaziyla naylon filtreler iizerine aktarilmistir. rrn operonu
tizerinde 5 farkli bolgenin tamamlayicisi dizilimlerde olan toplam 5
oligoniikleotit (OligoMiks-5) DIG-dUTP ile isaretlendikten sonra filtrelere
aktarilan genomik DNA fragmanlart bu prob ile hibritlenmistir. Pozitif
kontrol olarak kullanilan 16S rDNA ile ve filtre lizerindeki belirli bir bolgede
alman spotlar, oligoniikleotitlerin etkin sekilde isaretlendigine ve 06zgiin
olarak 16S rDNA dizilerine tutunduguna isaret etmistir.

. Buraya dek denenen yontemlerle elde edilen bulgular, P20 ve P22 soylari i¢in
daha once Onerilen tiir isimlerinden biitliniiyle farkl tiirlere isaret etmektedir.
Daha da 6tesi alfa amilaz ve alkalen proteaz iireticisi olarak seg¢ilen P22 soyu
icin, klasik manuel tiplendirme, API, VITEK ve 16S rDNA dizi analizi

caligsmalar1 sonucu Onerilen tiir isimlerinin tamami birbirinden farklidir. Diger
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molekiiler temelli analizler sonucu elde edilecek veriler 6zellikle bu iki izolat
icin ayrica Onem tasimaktadir.

OligoMiks-5’in [y-"P] ile isaretlendigi bir diger “ribotyping” ¢alismasinda
elde edilen otoradyografi sonucunda yine 16S rDNA ile filtre lizerinde ayni
bolgede spotlar goriilmiistiir. Her iki calismada da kullanilan DNA miktari
yeterli ve transfer basarili oldugu i¢in elde edilen bu sonug ancak, jelin bu
bolgesinde yer alan bakteriyel soylarin  prob olarak kullanilan
oligoniikleotitler ile daha gii¢lii reaksiyon vermesiyle agiklanabilir.
Ribotyping yOntemini optimize etmeye yonelik ¢alismalar siirdiiriilecektir.
Bu amagla; OligoMiks5 karisgtminda kullanilan oligoniikleotitler yeniden
sentezlettirilmis ve siiresi dolan “Oligonucleotide Tailing Kit” (Roche)
yeniden saglanmistir. OligoMiks-5 ile birlikte 16S+23S rRNA’nin tiimiiniin
prob olarak kullanilacagi bir deneme de, ilgili {irlinlin saglanmasinin ardindan
gergeklestirilecektir.

Buraya dek denenen molekiiler tiplendirme yontemlerine ek olarak, alt yap1
hazirliklar1 heniiz tamamlanan AFLP yonteminin kullanilacagi bir calisma da
gerceklestirilecektir. Yani sira DNA-DNA hibridizasyon yonteminin alt
yapist da tamamlanmistir. Tez ¢alismasi kapsaminda kullanilan yontemlerin
yani sira GYTE Biyoloji Boliimii Enzim Molekiiler Genetigi Laboratuvarinda
kurulmasi ve molekiiler tiplendirme caligmalari i¢in rutin olarak kullanilmasi
saglanmasi 6ngoriilen yontemler ¢cok yakin bir evrede kullanima girecektir.
G+C igeriginin belirlenmesi, PFGE ve RFLP gibi ayirt ettirici giicii yiiksek
yontemlerin alt yapilarmin kurulmasi, mevcut yontemler icin farkl
restriksiyon enzimlerinin denenmesi de bu yerel Bacillus izolatlarinin
tiplendirilmesine katki saglayacaktir.

ARDRA c¢aligmasinda jel profillerinin irdelenmesi ve verilerin
degerlendirilmesi sirasinda karsilasilan sorunlarin Fransa Pasteur Enstitiisii
Enterobacteriaceae  Unitesinden Prof. Dr. Patrick Grimont tarafindan
Grubumuza hediye edilen Taxotron yazilimimin kullanima alinmasi ile bir
Olgiide giderilecegi diislintilmektedir. Yalnizca Machintosh bilgisayarda
kullanilabilen bu yazilim i¢in uygun bir bilgisayarin saglanmasinin ardindan
ARDRA c¢alismalar1 yinelenecektir.

Bu tez c¢alismasi kismen “Segilmis Yerel Bacillus Soylarinin Molekiiler

Tiplendirme Yontemleriyle Tanmimlanmasi“ baglikli ve 105T188 nolu
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TUBITAK projesi ve GYTE BAPK prjesi destegi ile gerceklestirilmistir. Alt
yapisinin olusturulmast olduk¢a pahali olan bu calisma kapsaminda
karsilagilan en temel sorunlardan birisi, sarf malzemesinin pahali olmasi
nedeniyle 6zellikle ARDRA ¢aligmalarinda kullanilan enzim sayisinin sinirli

tutulmasi ve deneylerin yeterince yinelenememesidir.
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katilmaktadir.
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