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OZET

BAZI BACILLUS IZOLATLARININ 16S rDNA BOLGELERININ MOLEKULER VE
BIYOINFORMATIK KARAKTERIZASYONU

YUKSEK LISANS TEZI

Hiisamettin AYGUN

DICLE UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
BIYOLOJI ANABILIM DALI

2012

Canlilar smiflandirilirken morfolojik ve biyokimyasal verilerin molekiiler veriler ile
desteklenmesi gerekmektedir. Iki canlimin yatay gen transferi veya konvergent evrim gibi olaylar
nedeniyle de benzer 6zellikleri paylagabilmesi canlilart siniflandirmada morfolojik ve biyokimyasal
verilerin ¢ok da yeterli ve giivenilir olmadigin1 gosterir. Bu nedenle morfolojik ve biyokimyasal
verilerin molekiiler verilerle de desteklenmesi dogru bir siniflandima agisindan son derece 6nem
tasir. Molekiiler yaklasimlar 6zellikle bakteriyel taksonomide olduk¢a faydali olmaktadir. Dogadaki
bakteriyel cesitliligin biiylik bir kismini olusturdugu diisiiniilen, kiiltiire alinamayan ( veya zor
iireyen) bakterilerin varligi goz oniine alindiginda molekiiler temelli yaklagimlarin énemi daha iyi
anlasilir. Ayrica fenotipik yaklagimlarin kimi zaman yetersiz kaldigi klinik tam1 ve teshis
yontemlerinde 16S rDNA gibi molekiiler yaklasimlara son doénemde sik¢a basvurulmaktadir.
Bakteriyel molekiiler taksonomide en ¢ok kullanilan yontemlerden biri 16S rDNA sekans analizidir.
Son zamanlarda bakteriyel teshiste bazi protein genleri de kullanilmasina ragmen, 16S rRNA
geninin (rDNA) bakteriler arasinda evrensel olarak bulunmasi onu bakteriyel taksonomi igin
vazgecilemez bir unsur haline getirmistir.

Yaptigimiz ¢alismada daha dnce morfoljik ve biyokimyasal yontemlere gore cins ve tiir
diizeyinde teshis edilmis Bacillus izolatlarmi1 16S rDNA boélgelerinin sekans analizi ile
degerlendirdik. 16S rDNA bdélgelerinin sekans analizi sonuglar1 gen bankasindaki verilerle %99-
100 oraninda homoloji gosterdi. Bu sonuglar, fenotipik verilere gore Bacillus megaterium,
Paenibacillus polymyxa, Bacillus thuringiensis ve kalan bes tanesi B. subtilis'in iiyesi olarak

\



belirlenmis olan sekiz izolatin tiir diizeyini dogruladi. Ayrica bu verilerden yola ¢ikarak bu izolatlar
arasindaki filogenetik iliskiler de belirlendi.

Anahtar Kelimeler:16S rDNA, PCR, Bacillus, Yatay gen transferi, Konvergent evrim

Vi



ABSTRACT

MOLECULAR AND BIOINFORMATIC CHARACTERIZATION OF 16S rDNA
REGIONS IN SOME BACILLUS ISOLATES

MSC THESIS

Hiisamettin AYGUN

DEPARTMENT OF BIOLOGY
INSTITUTE OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
UNIVERSITY OF DICLE

2012

Morphological and biochemical data must be supported by molecular data when organisms
are classified. Two organisms may share similar features due to also such as lateral gene
transferring and convergent evolution events. Therefore morphological and biochemical data
usually are not sufficient and reliable in classifying organisms. Thus, supporting morphological and
biochemical data by molecular data for true classification is very crucial. Molecular approaches are
become very useful in particularly bacterial taxonomy. Importance of molecular approaches are
better understood when existence of bacteria which form the majority of bacterial diversity in nature
and that are uncultivated (or fastidious) is considered. Also recently those molecular approaches
such as 16S rDNA are often applied where phenotypic approaches are become insufficient in
clinical diagnosis and identification. 16S rDNA sequencing analysis is one of the most frequently
used methods. Recently, although some protein genes also are used, since 16S rRNA (rDNA) gene
is present universal among bacteria, it has been indispensable for bacterial taxonomy.

In our study, we evaluated that Bacillus isolate which has been identified in genus and
species according to morphological and biochemical method by sequencing analysis of 16S rDNA
regions. Sequencing results of 16S rDNA regions showed 99-100% homology with known
sequence data in gene bank. These results confirmed species levels of eight isolates which
identified as Bacillus megaterium, Paenibacillus polymyxa, Bacillus thuringiensis and the other
five Bacillus Subtilis according to phenotypic data. Furthermore, phylogenetic relations among
these isolates were also determined by using these data.

Key Words: 16S rDNA, PCR, Bacillus, Lateral gene transferring, Convergent evolution
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KISALTMALAR ve SIMGELER
BLAST: Basic Local Alignment Search Tool
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Hiisamettin AYGUN

1. GIRIS

Son zamanlarda bakterilerin biyoteknolojik ve endiistriyel uygulamalardaki yerinin
giderek artmasi1 ve klinik uygulamalardaki bakteriyel tan1 ve teshis metotlarinin kimi zaman
yetersiz kalmasi, bakterilerin etkin bir sekilde siniflandirilmasini gerekli kilmistir. Bununla
birlikte, gen sekanslama projelerinden elde edilen genomik verilerin katlanarak biiytimesi

sik1 bir ekolojik ve evrimsel disiplin gerektirecektir.

Canlilar1 simiflandirmada klasik sistematik ile filogenetik sistematik prensipleri
arasindaki tartisma bir yana, canlilar arasindaki evrimsel akrabalik iliskisi goz ardi edilse
bile sadece morfolojik ve biyokimyasal verilere gore canlilar bazen yanlis
siiflandirilabilmektedir. Bu kimi aragtirmalarda da ortaya ¢ikmistir (Delmas ve ark. 2006,
Folmsbee ve ark. 2006). Ayrica dogal siireglerden biri olan kovergent evrim ve bakteriler
arasinda sikca meydana gelen yatay gen transferi gibi olaylarin varligi goéz Oniine
alindiginda canlilar1 sadece birtakim fenotipik karakterlere gore siniflandirmak oldukca
diistindiiriictidiir. Dolayisiyla morfolojik ve biyokimyasal verilerin molekiiler verilerle
desteklenmesi gerekir ve dahasi; diinya tizerindeki biyogesitliligin temelinde yatan evrim
stirecinin 6nemi bugilin bir¢ok aragtirict tarafindan kabul goriiyorsa bu verilerin ayni
zamanda filogenetik sistematik prensiplere gore de degerlendirilmesi etkin bir siniflandirma

icin en dogru yaklagimdir.

PCR temelli yaklasimlar ve oOzellikle gen sekanslama teknolojisi molekiiler
sistematigin temelini olusturmaktadir. Molekiiler temelli yaklagimlar sistematige yeni bir
perspektif kazandirmistir. Gen sekanslama teknolojisi ile canlilarin DNA gibi ortak ve
evrensel bir molekiile dayali olarak siiflandirilmasi arastirmacilart canlilar arasindaki
filogenetik iliskilerin molekiiler diizeyde ne oldugu sorusuna da yoneltmistir. Dolayisiyla
canlilarin DNA dizi benzerligine dayali olarak siniflandirilmasi canlilar arasindaki evrimsel
akrabalik iliskilerinin molekiiler diizeyde arastirilmasina ortam hazirlamistir. Diger taraftan
bu gelismeler 1s181inda canlilar molekiiler filogenetik bir yaklasimla siniflandirildiginda
filogenetik sistematik ile klasik sistematigin her zaman uyum gostermemesi canlilarin etkin

bir sekilde siniflandirilmasini gerekli kilmigtir.



1. GIRIS

Son arastirmalar gen sekanslama verileri ile tanimlanmis Bacillus tiirlerinin
ekolojik olarak tanimlanmis olanlarla her zaman uyum gostermedigini ortaya
koymustur. Dolayisiyla Bacillus tiirlerinin etkin bir sekilde siniflandirilmasina
ihtiyag duyulmaktadir. Bu durum diger bazi arastirmalarda da ortaya c¢ikmustir.
Omegin Escherichia coli ve Pseudomonas aeruginosa ¢omak sekilli hiicrelerinden
dolay1 Bacillus’un tiirleri olarak siniflandirilmistir (Daegelen ve ark. 2009, Hugh ve
Leifson 1964). Benzer durumlar sadece Bacillus’ta degil diger cinslerde de gbzlenir.
Dolayisiyla bu konudaki ¢alismalar, 6zelde Bacillus taksonomisi, genelde bakteriyel
taksonomide biyolojik olarak anlamli ve gegerli olan bir siniflandirma igin gereken;
ekoloji ile molekiiler veriler arasindaki sistematik uzlasma yoluna énemli katkilar

saglayacaktir.
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2. KAYNAK OZETLERI
2.1. Genel Bilgiler

2.1.1 Bacillus Cinsi

Bacillus, aerobik olarak gelisen ve dormant endospor olusturan farkli bir bakteri
cinsidir. Bacillus anthracis ve Bacillus subtilis gibi Bacillus tiirleri, Alman biyologlar
Ferdinand Cohn ve Robert Koch tarafindan ilk defa sistematik bir sekilde tarif edilmis
bakteri tiirlerindendir (Cohn 1962, Koch 1962). Cohn ilk defa Bacillus subtilis’te
sporulasyonu kesfetmistir (Cohn 1962). Koch ise antrakis hastaliginin etken ajani B.
anthracis’i kullanarak germ teorisini kanitlamigtir (Koch 1962). Bacillus tiirleri bugiine
kadar karakterize edilmis ilk bakteri tiirlerinden olmalarina ragmen, birbirleri ile olan

akrabaliklar1 hala bir bilmece gibidir.

Bacillus cinsi G+C orami diisik gram pozitif bakterilerden olusur (Kingdom
Bacteria; Philum Firmicutes; Class Bacilli; Order Bacillales; Family Bacillaceae). En yakin
iliskili oldugu cinsler Listeria, Streptococcus ve Staphylococcus’tur (Ciccarelli ve ark.
2006, Wu ve ark. 2009). Dogada her yerde bulunabilen Bacillus tiirleri tatlisu, tuzlusu,
toprak ve hava gibi ortamlarin yanisira bitki ve hayvanlardan da izole edilebilir (Pignatelli
ve ark. 2009). Fenotipik cesitlilige sahip Bacillus cinsinin iyeleri sasirticidir. Yiiksek
sicaklik, asir1 tuzluluk, asidik sartlar gibi asir1 ortamlara uyum saglayan tiirleri vardir (Holt
1986). Bazi tiirleri arsenik ya da selenyum gibi sira disi terminal elektron akseptorlerini

kullanir (Blum ve ark.1998).

Bacillus’un baz1 tiirleri patojen (Bacillus cereus ve Bacillus antrachis gibi)
olmasma karsin metabolik sahasi; endiistriyel enzimler, riboflavin, streptavidin, beta
laktamaz ve ¢esitli bocek ve nematod toksini gibi molekiillerin iiretimi i¢in endiistriyel

olarak kullanilmaktadir (De Maagd ve ark. 2003, Zeigler ve Perkins 2009).

Ayrica B. subtilis ve akrabalarinin, kolay iiremeleri, giivenli olmalar1 ve litre basina
gramlarla ifade edilen miktarda proteini iiredikleri ortama salgilayabilmeleri onlarin ayni

zamanda gen ekspresyon caligmalarinda heterolog protein iiretimi i¢in kullanilmalarini
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saglar (Rygus ve Hillen 1991). Bacillus’un kullanilabilirligi ve uygulama alanlar1 oldukc¢a
genis oldugu i¢in genomu ile ilgili ¢alismalarin 6nemi artmakta ve bu bakterilerin gen
fonksiyonu, metabolik yol ve protein yapilarinin anlasilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir

(Sinchaikul ve ark. 2002).

Yapilan bazi arastirmalar Bacillus izolatlarini smirlari iyi tanimlanmig tiir olarak
tanimlamanin  kolay olmadigimi gostermistir. Bacillus’ta, molekiiler ve fenotipik
siiflandirma metodlar1 arasindaki tartismanin uygun bir gdstergesi olan soy, B. cereus
grubudur. Bu grup aymi zamanda mevcut taksonomiye gore B. cereus, Bacillus
thuringiensis, B. anthracis, Bacillus mycoides, Bacillus pseudomycoides ve Bacillus
weihenstephanensis’ ten olusan ve birbiriyle ¢ok yakin akraba olan alt1 tiirii igeren Bacillus
cereussensulato olarak da isimlendirilir. Geride kalan yiizy1l boyunca bu alt1 tiir, patojenik
konaker1 araligi, koloni morfolojisi, metabolik 6zellikler, hareketlilik, penisiline direnglilik
ve gama fajina duyarlilik gibi ayirt edici kriterler ile Bacillus cinsinin bireysel tiirleri olarak
tarif edilmistir. Bununla birlikte molekiiler yontemler bu grubun iyeleri arasindaki tiir

sinirlarini belirlemenin zor oldugunu gostermistir (Maughan ve Auwera 2011).
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Sekil 2.1. Yukaridaki sekilde Bacillus’un 59 tiirii arasindaki filogenetik iliskilerin temsil edildigi iki aga¢
topolojisi gosterilmistir. Soldaki filogenetik aga¢ (A) 16S rDNA sekans analizi ile maksimum
olasilik yontemi kullanilarak olusturulmustur. Sagdaki aga¢ (B) ise on bir farkli fenotipik
karakterin evrimsel degisimi azaltacak sekilde soldaki agac topolijisine uygulanmasi ile elde
edilmistir. Listeria monocytogenes dig grup olarak se¢ilmistir (Maughan ve Auwera 2011)
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2.1.1.1. Bacillus subtilis

B. subtilis farkli sicaklik degerlerinde yasayabilen bir bakteri tiridiir. Toprak, su,
hava ve kaplica sular1 gibi ortamlarda 20-50°C sicakliklarinda yasayabilirler. Isiya
dayanikli olmalar1 onlarin dogada yaygin bir grup olmalarin1 saglar. Ayrica non-patojenik
olmas1 genetik calismalarin bu bakteri iizerinde yiiriitiilmesi i¢in iyi bir nedendir (Oner

1987).

2.1.1.2. Bacillus megaterium

Bacillus cinsinin bu tiirii toprak, deniz suyu, sediment, bal ve siit gibi ¢ok ¢esitli
ortamlarda spor olusturabilen bir bakteridir. Vitamin B, ve penisilin amidaz gibi
biyomolekiilleri sentezleyebildigi icin ekonomik olarak onemlidir ve daha da Onemlisi
yabanc1 proteinleri parcalamadigi i¢in protein ekspresyon c¢alismalari i¢in oldukga yararlidir

(Rygus ve Hillen 1991).

2.1.1.3. Paenibacillus polymyxa

Paenibacillus polymyxa birkag ilging nitelige sahip, gelisimi tesvik edici bir
bakteridir. Tarimsal sistemlerde, Ozellikle de bitki gelismini tesvik etme ve bitki
patojenlerinin biyolojik kontroliinde tiiriin sahip oldugu bu ozellikler birgok arastirma
grubu tarafindan c¢alisgilmistir. P. polymyxa irklart biyoteknolojik uygulamalar i¢in faydali
olan oksin, sitokinin ve antibaktateriyel bilesikler gibi bazi sekonder metabolitler iiretir.

(Haggag ve Timmusk 2007, Timmusk ve ark. 1999).

2.1.1.4. Bacillus thuringiensis

Topakta, bocek kadavralarinda ve bitki ylizeyi gibi ortamlarda bulunabilen ve spor
olusturabilen bu tiir ayrica sahip oldugu plazmit tarafindan kodlanan ve pestisitlere
biyolojik alternatif olarak sunulan bir toksin (Cry) iretir (Winder ve ark. 1989, Berry ve
ark. 2002). Bu nedenle bu tiiriin sahip oldugu toksin ¢evre dostu oldugu ve insan sagligina
zarar vermedi8i i¢in yillardir biyopestisidal formilasyonlarda yaygin bir sekilde

kullanilmaktadir (Brar 2006).
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2.1.2. Biyoinformatik

Biyolojik bilimlerin ¢ok hizli gelisimi ve bu alandaki arastirma ve uygulamalar,
biiyiik miktarda veri birikiminin yaninda ¢6ziim bekleyen bir¢ok sorunun ortaya ¢ikmasina
da sebep olmaktadir. Yalniz insan genomunun dizi analizi iizerine yogunlasilmasi 6nemli
basarilar elde edilmesini saglamistir, fakat her seyin dizi analizi ile bitmedigi aciktir.
Birka¢ y1l dncesine kadar biyolojik olaylarla ilgili tahminde bulunabilmek i¢in bilisim ve
biyolojinin entegrasyonunun yeterli olabilecegi saniliyordu. Ancak zamanla diger

bilimlerin de katkisina ihtiya¢ duyulmaya baslanmistir.

Biyolojik sistemler ve olaylar hakkinda toplanan bilgilerin saglikli bigimde
degerlendirilmesi, biyolojinin yani sira biyokimya, kimya ve tip ile bilisim bilimleri,
matematik ve istatistigin entegrasyonunun sonucu ortaya c¢ikan yeni ve interdisipliner bir
bilim dali olan biyoinformatik sayesinde miimkiindiir (Hogue 2002). Biyoinformatik,
bilisimin algoritma ve konseptlerini kullanarak karmasik biyolojik olaylarin
modellenmesini ve elde edilen verilerin etkin bir sekilde ve kisa bir siirede analizini
saglamaktadir. Son yillarda viriis ve bakterilerden insanlara kadar bir¢ok canlinin tiim
kaliim bilgisi aciga ¢ikmakla beraber insan genomunun aydinlatilmasi daha ilk adim
sayilir. Ciinkii genlerin ortak davraniglarin1 anlamak ve bu bazda yeni ilaglar
gelistirebilmek igin genler incelenip karakterize edilmeli ve fonksiyonlar1 aragtirilmalidir.
Bu isler DNA dizi analizinden ¢ok daha karmasiktir; biyoinformatik, bu karmasik

sorunlarmn ¢éziimil i¢in belirleyici yaklagimlar sunmaktadir (Jain 2002).

Biyoinformatik uygulamali bir bilimdir. Modern molekiiler biyoloji veri
arsivlerinden bilgisayar programlari kullanilarak sonuglar ¢ikarilmakta ve bu sayede ilging
tahminler yapilabilmektedir. The National Center for Biotechnology Information (NCBI)

biyoinformatik i¢in su tanimi vermistir:
Biyoinformatik; yasam bilimleri (biyoloji, biyokimya, tip), bilgisayar bilimleri,

bilisim teori ve teknolojileri ve ayrica matematik ve istatistige dayali interdisipliner bir

bilim dalidir.
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Biyoinformatigin ana konular1 agagidaki basliklarda toplanabilir:

Genom Projeleri: Genom sekansi, gen haritasi
Fonksiyonel Genomik: Mikroarray gen ekspresyon analizi, Farmakogenomik

Yapisal Genomik: Fonksiyonel konformasyonun anlasilmasi; ilag hedeflerinin

ve ilag-hedef etkilesiminin anlagilmasi

Proteomik: Proteinlerin tim komponentlerinin analizi (proteom); proteinlerin
lokalizasyonu, modifikasyonu, etkilesimi, aktivitesi ve fonksiyonunun

karakterizasyonu; 2-D PAGE, MS, two-hybrid teknigi, protein ¢gipleri

Kiyaslamali Genomik: Gen kesfi, fonksiyon tahmini, gen ve genom diizeyinde

evoliisyon, tiir olusumunun mekanizmasi

Matematiksel Biyoloji: Yeni yontemler, gen, fonksiyon ve metabolik yol
tahmini i¢in algoritma; matematik/biyolojik islemler ve sistemler icin istatiksel

modelleme

Mikroraylar: Klinik tan1 ve teshis yontemleri, transkriptomik analizler

Biyoinformatigin ii¢ 6nemli ugras1 alan1 vardir:

1. Genis veri tabanlar1 arasindaki iligkileri degerlendirmek i¢in yeni

algoritma ve istatistiklerin gelistirilmesi

2. Niikleotid ve aminoasit dizilerini, protein bdlgeleri ve yapilarini

kapsayan farkli tipteki verilerin analizi ve yorumlanmasi

3. Farkli tiplerdeki verilerin etkin kullanim1 ve yonetilmesi igin yeni

araclarin gelistirilmesi.

Biyoinformatik¢i, degisik alanlarda calisan ve farkli dilleri konustuklarindan

isbirligi yapamayan bilim adamlar1 arasinda tercliman rolii oynayan kisi konumundadir

(Harms 2002).
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2.1.2.1. Biyoinformatigin Tarihcesi

Biyoinformatigin baslangicini kesin olarak sdylemek zordur. Pauling ve Corey’in
proteinlerin sekonder yapilarmin dogru tahmini i¢in gelistirdikleri yaklasim biyoinformatik
i¢in baslangi¢ kabul edilebilir. Kuantum mekanigi, mineroloji, kristalografi, yapisal kimya,
anestezi, immunoloji, tip ve evrim ile yakindan ilgilenen genis vizyon sahibi bir bilim
adami olan Pauling, biyoinformatikgilerin prototipi sayilir. Cagdas anlamda biyoinformatik
bilgisayarin yogun destegine gereksinim duydugundan, bilgisayarla molekiiler grafiklerin
cizimine ait ilk makalenin 1966 yilinda Scientific American dergisinde yayinlanmasin

biyoinformatik i¢in baslangi¢ saymak daha gergekgidir.

Biyoinformatik terimi 1980°’li yillarin ortalarindan itibaren kullanilmaya
baslanmigtir. Temel molekiiler ve genetik proseslerinin anlasilmasinda ve kompleks
verilerin analizi ve yorumlanmasi i¢in yeni yontemler gelistirilmesinde en etkin kurum olan
National Center for Biotechnology Information’nun (NCBI) kurulus yasasi 4 Kasim

1988’de zamanin ABD baskani Ronald Reagan tarafindan imzalanmaistir.

Biyoinformatik interdisipliner bir bilim dali oldugundan, dayali oldugu bilim

dallarindaki 6nemli bulus ve ilerlemeler ayn1 zamanda biyoinformatigin de gelisimine katki

sunar (Jain 2002).

2.1.2.2. Biyoinformatigin Onemi

Biyoinformatik analizler ti¢ tip veri setinde toplanabilir: Genom sekanslama,
makromolekiiler yap1 ve fonksiyonel genomik deneyleri. Analizler diger degisik verilerin
hazirlanmasinda da kullanilir (6rnegin; taksonomi, metabolik yollarin iliskisi, bilimsel

yayinlar, hasta istatistikleri).

Biyoinformatigin en 6nemli 6zelligi; insan dahil tiim biyolojik tiirlerin genomlarina,
protein sekanslarina ve {i¢ boyutlu yapilarina, metabolik yol veri tabanlaria, hibridoma
bilgilerine ve biyogesitlilige bagh bilgilerine ait kantitatif verilerin toplanmasidir (Harms
2002).

Son yillarda genom sekans projelerindeki yaygin uygulamalar1 sayesinde

biyoinformatik biiyiik 6nem kazanmustir. Insan genomu projesinin basari ile
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tamamlanmasinda biyoinformatik ¢ok biiyiik rol oynamistir. Biyoteknolojiye dayal: tiretim
ve yontem gelistirmede de biyoinformatik ihtiya¢ duyulan bir bilimdir. Ila¢ dizayn1 ve
gelistirilmesi pahali ve zaman alic1 islemerdir. Biyoinformatik bu islemlerin hem maliyetini
hem de gerceklesme siiresini diisiirmektedir. Biiyiik ila¢ biyoteknolojisi sirketlerinin hemen
hemen tamami ¢ok genis bir Biyoinformatik-Arastirma-Gelistirme grubu olusturmuslardir.
Son aragtirmalar biyoteknolojinin en hizli biiyliyen {retim teknolojisi oldugunu
gostermektedir. Biyoinformatigin 6nemi elbette uygulamadaki basarilar1 ile olgiilecektir.
Biyoinformatik temelli arastirmalar, ilag dizayni yaninda medikal diyagnostik ve tedavi

alaninda da daha simdiden 6nemli basarilar kazanmistir (Hopkins 2006).

Biyoinformatik metodlar biyolojik arastirmalarin vazgecilmez unsuru haline
gelmistir. Biyoinformatik orijinal olarak biyolojik dizi analizleri igin gelistirilmistir. Ancak
giiniimiizde; yapisal biyoloji, genomik ve gen ekspresyon g¢aligmalar1 gibi genis bir konu
araliginda hizmet vermektedir. Tiim biyoinformatik caligmalarini destekleyen prensipge iki
yaklagim vardir. Bunlardan birincisi, biyolojik olarak anlamli benzerliklere gore verilerin
kiyaslanmas1 ve gruplanmast; ikincisi ise bir tip verinin analizlenerek, diger bir tip verinin
anlasilmas1 ve degerlendirilmesidir. Bu yaklagimlar biyoinformatigin temel amaglar ile
uyum i¢indedir. Sonu¢ olarak biyoinformatik biyolojik arastirmalara bir derinlik ve farkli

bir boyut kazandirmaktadir (Evans 1999).

2.1.2.3. Biyoinformatigin Amaglari

Biyoinformatigin ana amaci genomu verilen bir organizma ile ilgili tiim
fonksiyonlarin anlagilmasi ve yasam kalitesinin artirtlmasidir. Biyoinformatigin amaglari ¢

ana baslik altinda toplanabilir:

e Veri organizasyonu: Biyolojik veriler arastiricilarin kolayca ulasabilecegi ve
yeni sonuglarin kolayca aktarilabilecegi bir sekilde organize edilmelidir. Bunun
icin her bilim adami tarafindan sorunsuz kullanilabilecek basit veri bankalari

kurulmalidir.

e Sistemlerin gelistirilmesi: Bu sistemler biriktirilen verilerin analizini yapmali ve

bu analizleri basitlestirmelidir. Sistemlerin gelistirilmesi degisik alanlardan
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uzmanlarin igbirligini gerekli kilmaktadir. Veri analizi i¢in ara¢ ve kaynak
gelisimi saglanmalidir. Ornegin; dizisi analizlenmis bir proteinin daha &nce
karakterize edilmis diziler ile kiyaslanmasi durumunda ilgili tim veri tabanlarini

kullanmak gerekir.

e Sistemlerin uygulanmasi: Gelistirilen sistemler ile biyolojik bakis agisiyla

toplanan veriler analizlenmeli ve yorumlanmalidir.

Bugiin protein yapilari ve niikleik asit zincir dizilerinin saklandig1 ylizden fazla veri
bankasi vardir. Evrim DNA da kodlanan proteinleri zamanla degistirmektedir. Bilgisayar
destekli dizi analizleri ve bu degisimlerin siniflandirilmasi ile akraba tiirlerin belirlenmesi

ve filogenetik aga¢ denen soy agacinin ortaya ¢ikarilmasit miimkiin olmaktadir.

Genler DNA diizeyinde proteinleri kodlayip &zelliklerini belirler. Her gen
hiicrelerde belirli bir tip proteinin ekspresyonunu saglar. Tek bir DNA ¢ipi ise belirli bir tip
hiicrede binlerce hatta yiizbinlerce genin konsantrasyonunu veya ekspresyon diizeyini dlger.
Aynt hiicre tipinde saglikli ve hasta hiicreler bu sayede belirlenebilir. Bu ¢alismalardan elde
edilen ¢ok genis kapsamli bilgiler, tan1 ve tedavide biyokimya laboratuar bulgularina
alternatif olmasi agisindan 6nemli bir rol oynamakta olup gelecekte bu rol daha da

artacaktir (Eklin 2003).

Biyoinformatige destek veren jel elektroforezi ve PCR gibi molekiiler biyoloji
yontemlerinin kompleks matematik problemlerinin ¢6ziimiine uygulanmasi biyo-hesaplama

sayesinde miimkiin olacaktir; ki bu alan gelismeye ¢ok agiktir (Critchlow 2001).

2.1.3. Filogeni

Gilinimiizde yaklasik olarak 1.8 milyon kadar hayvan tiirii ile 900 bin kadar bitki
tirtiniin varhigr bilinmektedir. Bunun yaninda heniiz siniflandirilmamis canli tiirlerinin
sayisinin 3-10 milyon oldugu ve 500 bin kadar tiiriin de yok oldugu tahmin edilmektedir.
Tiim bu ¢esitlilik gdz oniine alindiginda taksonomi ve sistematik adini verdigimiz bilim

dallarinin 6nemi anlagilabilir.

Taksonomi, diinya iizerinde var olan organik ¢esitliligin tanimin1 yapan tek bilim

koludur ve diinyadaki biyogesitlilik krizine c¢ok 6nemli bir yaklasimdir. Bu agidan
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diistintildiigiinde taksonomi; canliligin kokeninin aciklanmasi i¢in gerekli bilgileri verir,
evrim siireci igerisinde gerceklesen olaylart agiklar ve bu bilgilerin biyolojinin diger
kollarinda kullanilmasina olanak saglar. Canlilar1 siniflandirarak biyokimya, immiinoloji,
ekoloji ve etoloji gibi biyolojinin bir¢ok kolunda yapilan ¢alismalarin agiklayici ve kesfe
yarayan degerde olmasina katkida bulunur. Tibbi ve ekonomik agidan Onemli olan
organizmalar ilizerindeki aragtirmalara yon verir. Diinyadaki canlilarin su ana kadar sadece
cok az bir kismi1 taksonomik olarak arastirilmistir. Tiim bu katkilar1 géz 6niine alindiginda
taksonomi, biyolojinin genislemesinde biiyiik pay1 olan ve bir biitiin olarak biyoloji bilimi

icinde dengenin kurulmasina yardime1 olan bir bilim koludur (Felsenstein 1983).

Aristo’dan gilintimiize kadar bes farkli siniflandirma teorisinin ileri siirildigi
goriilmektedir. Bunlardan Amprikgilik, taksonomik siniflandirmayr gerek goérmezken,
Esascilik, organik ¢esitliligi morfolojik karakterleri dikkate alarak siniflandirir. Isimecilik,
bireyleri esas alarak smiflandirma yapar. Kladizm, organik cesitliligi filogenetik agacin
dallanma noktalarina gore siniflandirir. Evrimsel siniflandirma ise, tiir ve tiir {istii gruplarin
var olma nedenleri ile bunlarin yanitlarini esas alarak siniflandirma yapar. Modern
smiflandirma sistemleri ise filogenetik sistematik yontemlerine dayanilarak yiiriitiiliir.
Filogenetik sistematik, biyolojinin canlilar1 atasal akrabaliklarina gore siniflandirilan bir

caligma alanidir (Hennig 1950).

Filogenetik sistematik; kapsami, kavramlar1 ve uygulama yonleri ile oldukca
yeni bir alandir. Filogeni 6zellikle son birkag¢ yilda yogunlasilan bir alan oldugundan, konu
ile ilgili ¢cok zengin bir literatiire rastlanir. Son on yillik periyot igerisinde boceklerin
sistematik durumlar lizerine yapilan ¢alismalarin filogenetik akrabaliklarin tespitine dayali
yontemlerle yiritildigii goriilmektedir (Iranpour ve ark. 2004, Khan ve ark 2000).
Filogenetik sistematik, biyolojinin canlilar1 atasal akrabaliklarina goére simiflandiran bir

calisma alanidir.

Filogeni, en kisa deyimi ile evrimsel secere (soy) iligkisi olarak tanimlanabilir.
Tiir ve tiir Ustii kategoriler jeolojik donemlerde tiirlesme stiregleri ile olusmuslardir. Bu
tirlesme stireclerinin agiklanmasi ile taksonlar arasindaki evrimsel iligki (akrabalik)

aciklanmis olunur. Bir takson veya takson grubunun filogenilerinin belirlenmesi demek,

12



Hiisamettin AYGUN

zamansal olarak (6nce-sonra) onlarin birbirleri ve diger taksonlarla ortak ata temelinde

durumlarinin ortaya konmasi demektir (Hennig 1950).

Dogal bir sistem olusturmak i¢in taksonlarin secere (soy) iliskisinin (filogenilerinin)
siniflandirmaya yansitilmasi gerekir. Giliniimiizde filogeninin taksonomi agisindan
zorunlulugu hemen hemen tiim taksonomistlerce kabul edilmektedir. Filogenetik
sistematigin iki temel prensibinin ortaya ¢iktig1 goriilmektedir. Bunlar; yalnizca paylasilan
tiremis karakterler (sinapomorfi) organizmalarin gruplandirilmas: i¢in uygundur ve
filogenetik sistematik monofiletik gruplarin {izerine evrimsel tarihi yeniden olusturmaya

caligmalidir.

Filogenetik sistematik uygulamasi, filogenetik hipotez olarak saptanan agag
tizerinde kiimeleme yoluyla organizmalarin soya ait akrabalik tanimina yani sinapomorfiye
rehberlik eder ve filogenetik agac¢, monofiletik siniflandirma gruplarinin hiyerarsik olarak

semaya doniistiiriilmesini saglar (Hennig 1966).

2.1.3.1. Filogenetik Sistematik

Filogenetik sistematik Hennig’in arastirmasmin ingilizceye terciime edilmesinden
sonra popiiler olmustur. Henning tarafindan yapilan bu ¢aligma yeni bir kesif olmamasina
ragmen, Hennig filogenetik sistematigin prensiplerini analiz eden ve filogeninin esasinin

tahmini i¢in yontemler 6neren ilk sistematik¢idir (Hennig 1950).

Hennig organizmalarin evrimsel tarihinin, tiirlesme sirasindaki evrimsel gelisimin
sonuclart oldugunu ve eger sonuclar dogru bir sekilde belirlenebilirse evrimsel gelisim
tarithinin gdzler Oniine serilebilecegini kabul etmektedir. Bu yaklasim filogenetik
sistematigin iki temel prensibinin ortaya ciktigin1 gostermektedir: Yalnizca apomorfik
karakterler, yani paylasilan tiiremis karakterler, organizmalarin gruplandirilmasi igin
uygundur ve filogenetik sistematik, monofiletik gruplarin {izerine evrimsel tarihi yeniden
olusturmaya c¢alismalidir. Hennig’in diislincesine gére monofilinin “monofiletik bir grup
tek bir tiirden soylasmig tiiriin bir grubudur” tanimi ilk taksonomistlerin kullandigi
“monofiletik gruplar evrimsel olarak akraba gruplardir ve bu gruplarin tiim soylarmin

arastirilmasia gerek yoktur.” tanimindan farklidir. Hening monofili teriminin bu
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karigikligindan uzaklagmak i¢in yeni bir terim olan “Holofili’yi énermistir, ama monofili
terimi genel bir kabulle Hening’in terimi olarak kladistik literatiire adapte olmustur. Bircok
monofiletik taksa, monofili iizerine Hening’in kriterlerinin 1518inda  yeniden
yapilandirilmaya ihtiyag duymustur. Bu duruma en iyi 6rnek “Siirtingenler”dir. Bu grup,
Memeli ve Kus gibi soylarin disinda kaldigr i¢in “parafiletiktir’’. Burada yalnizca
“Stirlingen tiyeleri tarafindan paylasilan sinapomorfiler bilinmemektedir ve diger gruplarda
da bulunamamastir, fakat bu arada {i¢ taksada da baz1 sinapomorfiler paylasilmaktadir ve bir

takson olarak diistiniilmelidirler (Hennig 1950).

Filogenetik sistematikte kullanilan hiyerarsik sistem, orjinleri ile giiniimiizdeki
durumu arasinda zamanla farkliliklarin olustugu, bir diger grubun etkisinde kalan
monofiletik gruplardan olusturulmustur; hiyerarsik sistemdeki zincirlerin etki altinda

kalmasi “Ortak Ata Diisiincesi” ile uyum gostermektedir (Hennig 1966).

2.1.3.2. Filogenetik Agaclar

Daha 6ncede bahsedildigi gibi filogeni tiirlerin evrimsel tarthi veya evrimsel soy
iligkisi olarak adlandirilir. Filogenetik agaglar da tiirlerin evrimsel tarihi boyunca
cesitlenmesini, organizmalarin soy hatlarinin agiga ¢ikis sirasin1 ve hangi organizmanin
birbiriyle yakin, hangilerinin 1ise uzak akraba olduklarin1 belgeleyen grafiksel
gosterimlerdir. Canlilarin evrimsel tarithi konusunda dogrudan bilgi sahibi olmak miimkiin
olmadigindan filogenetik agaglar olusturulurken, verilere gereksinim duyulur (Freeman ve
Herron 2009).

Filogenetik cikarsamada temel mantik, filogenetik bir aga¢ olustururken sadece
belli tip homolog karakterleri kullanarak ise baslamaktir. Homoloji, ortak bir atadan tiireme
yoluyla ozelliklerin benzerligi olarak tanimlanir. Yani ortak bir atadan paylasilan
karsilastirilabilir  6zelliklerdir. Homolog karakterler fenotipik (morfolojik, fizyolojik,
davranigsal vb.) veya genotipik ( genom, gen diizenlemeleri, kromozom sayisi niikleik asit
sekanst vb.) olabilir (Hall 2007). Filogenetik bir aga¢ olustururken kullanilacak olan
homolog karakterlerde aranan en O6nemli kriter, karakterin homolog olmakla beraber

tiremis bir 6zellige sahip olmasi gerektigidir. Ortak tiiremis 6zelliklere sahip homoloji
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tiplerine sinapomorfi denir. Bir sinapomorfi belli tiirler arasinda paylasilan ve ortak bir
atadan degistigi i¢in benzer olan homolog bir 6zelliktir. Mesela genetik sifre bugiin yasayan
biitlin organizmalar tarafindan paylasilan homolog bir Ozelliktir. Yasayan biitiin

organizmalar1 ayn1 ortak atadan tiireyen tek bir soy hattinda gruplayan bir sinapomorfidir.

Sinapomorfiler kullanilarak tiirler belli bir soy hattinda toplanir ve i¢ ige
kiimelenirler. Bu olusum bir ata ve onun biitiin tlirevlerini olusturan gruplar1 verir ve bu
gruplarin her birine monofiletik grup denir. Eger grup ortak ata ve onun bazi tiirevlerini
baridiriyor ise parafiletik grup ve eger degerlendirilen grup en yakin bir ortak ataya sahip
degil ise o zaman bu gruba da polifiletik grup denir. Bakteriler ve arkeler hiicre ¢ekirdegine
sahip olmamalarina gére parafiletik bir grup olustururken, kuslar ve memeliler sicakkanli
olmalarina gore polifiletik bir grup olustururlar. Bu son iki grup, tim soy hatlarinda
bulunmayan veya farkli grup soy hatlarinda bulunmakla beraber en yakin ortak atayi
vermeyen karakterlerin sinapomorfik karakter seti ile olusturulmus bir soy hattinda temsil
edilmesi ile ortaya ¢ikar. Bunlardan filogenetik taksonomi i¢in kabul goren tek grup
monofiletik gruptur. Ciinkii bu grup, bir tiirden farklilagarak meydana gelen tiim tiirlerle
birlikte bu ata tiiri de igine alan gruptur. EK olarak belli sinapomorfik karakterler sadece
belli tipte monofiletik gruplar olusturur. Mesela genetik sifre bakteri ve memelilerin ayni
monofiletik grubun iiyeleri olduklarin1 tanimlamak igin ise yarar, ancak bize bakteri ve
Okaryotlar1 ayirmada yardimci olmaz. Bunun yerine, bakteri ve memelilerin herbiri, bugiin
yasayan biitiin tiirleri iceren monofiletik grup i¢inde, kendilerini ayr1 bir monofiletik grup
olarak tanimlayan sinapomorfilere sahiptirler. Bakteriler peptidoglikan olarak adlandirilan
bir bilesen igeren hiicre duvari gibi sinapomorfilerle tanimlanilar; 6karyotlar ¢ekirdek zari
gibi sinapomorfilere sahiptirler. Filogenetik aga¢ olustururken tiim bu prensipleri kullanan
yaklasima kladistik yaklagim denir (Freeman ve Herron 2009).

2.1.3.3. Filogenetikte Dikkat Edilmesi Gereken Hususlar

Filogenetik analiz i¢in temel verileri elde etmede cesitli sorunlar ortaya cikabilir.
Ornegin, anatomik dzellikler, sistematikte dnemlidir ve tipik olarak yok olmus olan canlilar

icin elde olan tek veri ¢esididir. Canlilarin ayn1 6zellik durumuna sahip olup olmadiklarina
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karar vermek ¢ogu kez anatomik ayrintilar hakkinda genis bilgi sahibi olmay1 gerektirir; zor

olan ve dikkat gerektiren bir istir (Futuyma 2008).

Filogenetik bir agact dogru bir bi¢imde olusturmak i¢in homolog 6zelliklerin analiz
edilmesi ve yukarida da anlatildigi gibi sinapomorfik karakteristiklerin tanimlanmasi
gerekir, ciinkil benzer 6zelliklerin farkli grup tiirlerde tamamen bagimsiz olarak tliremesi

de olasidir (Felsenstein 2001).

Konvergent evrim

Benzer ortamlar1 paylasan farkli soy hatlarinda, birtakim morfolojik benzerlikler
bagimsiz bir sekilde evrimlesir. Boyle benzerlikler benzer ortamlar tarafindan yaratilan
problemlere ¢oziim olusturmak amaciyla, dogal secilim benzer yapilar lehine isledigi
zaman aciga c¢ikarlar. Bu sekilde meydana gelen evrime konvergent evrim denir. Eger
konvergent evrim agiga ¢ikmissa, benzer dzellikler homolog degildir ve sinapomorfi olarak
nitelenemezler. Ornegin timsah ve su aygirlarinda gozlerin tepede bulundugu kafatas
yapist veya balina ve kopek baliklarinin aerodinamik sekli gibi benzerlikler ortak atadan
alinmis olan dzellikler degillerdir. Bu yapilar ayn1 gelisimsel yolu takip ettiklerinden dolay:
degil se¢ilim baskisi, benzer ortama uyum saglayan benzer yapilarin gelisimi lehine isledigi
icin sonu¢ boyle olmustur. Yine penguen ve foklarin 6n iiyeleri incelendiginde farkli soy
hattinda bulunmalarina ragmen bu yapilarin benzer oldugu goriilebilir. Bu yapilar da
konvergent evrim nedeniyledir. Yukarida karsilastirilmis olan tiim canlilarin verilen benzer
ozellikleri hari¢ tutulup diger 6zellikleri karsilastirildigina, bu canlilarin farkli soy hatlarina

ait olduklar1 kolayca anlasilabilir (Freeman ve Herron 2009).

Geriye Doniis

Ayn1 tip benzerlikler molekiiler diizeyde de agiga cikabilir. Molekiiler diizeyde
evrim, niikleotid dizisinde olusan mutasyonlar yoluyla gerceklesir. Yeni niikleotid dizileri
paylasilan tiiremis Ozellikler olarak tlirev soy hatlar1 tarafindan miras alinir. Ancak tiirler
ortak atadan baska nedenlerle de niikleotid dizisi paylasabilirler. Bunun nedeni bazi
dizilerde ortak atadan itibaren meydana gelen baz degisimlerinin tekrar ortak atayla benzer

dizilime doniisebilecek duruma gelebilmesidir. Buna geriye doniis (reversal) denir. Eger
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geriye doniis olusmugsa benzer 6zellikler homolog degildir yani bu 6zellikler ortak atadan
miras almmig Ozellikler degildir ve dolayisiyla bu 6zellikleri sinapomorfik olarak

degerlendirmek yanlis olur.

Kovergens ve geriye doniis; bu olaylarin ikisinin de ortak 6zelligi evrimsel hikayeyi
olustururken yanilgiya yol agabilecek sonuglara sahip olmalaridir. Her iki durum da
homoplasi kavraminda birlesir. Eger 0Ozelliklerde benzerlikler homoloji nedeniyle
degillerse, homoplasi nedeniyledirler. Homoplasi, dogru evrimsel iligkilerin yanlis bir
bicimde yansitilmasina neden olur ve dogal siirecte meydana gelebilen bir durumdur

(Felsenstein 2001).

Melezlenme ve Yatay Gen Aktarimi

Konvergent evrim ve geriye doniis’ iin yaninda filogenetik uyumsuzluga neden olan
iki durum daha vardir; bunlardan biri 6zellikle bitkilerde goriilen melezlenme digeri ise

bakteriler arasinda sik¢a gerceklesen yatay gen aktarinmidir.

Birgok bitki tiirii ve kimi hayvan tiirii, iki atasal tiiriin melezlenmesiyle (tiirler arasi
tireme yoluyla) ortaya ¢ikmistir. Boyle durumlarda, filogeninin bir kismi, dallanma yerine
bir ag seklinde olacaktir ve melez toplumdaki bazi genler, iki ayri tiire ait soy hattinda
birine yakin akraba olacaktir. Diger bir deyisle, farkli genlere dayanan tiir filogenileri farkl
olacaktir (birbirine uymayacaktir). Bu nedenle, bdyle bir uyumsuzluk, baska nedenlerle de
ortaya ¢ikabilmesine karsin, ags1 evrim denilen melezlenme yoluyla evrim i¢in gecici kanit

saglayabilir.

Genomun ¢ogunu kapsayan melezlenmenin tersine, yatay gen aktarimi, bir tiiriin
birkag genini baska bir tiiriin genomuna ekler. Olii hiicrelerden salman ¢iplak DNA’nim
alimi ya da kopriilesme yoluyla, uzak akraba tiirler arasinda genlerin, faj (veya plazmid)
tarafindan tagindig1 yatay gen aktarimi bakterilerin evriminde ¢ok 6nemlidir (Ochman ve
ark. 2000). Bu durum yapilan bazi ¢aligmalarda da ortaya ¢ikmistir. Mesela 2009 yilinda,
Bacillus cinsi ile ilgili yapilan bir ¢alismada, Bacillus cinsine ait Bacillus thuringiensis
subsp. kurstaki ve Bacillus mycoides tiirleri arasinda yatay gen aktariminin oldugu ortaya

cikmigtir (Donnarumma ve ark. 2009). Filogenetik uyumsuzluk ve cesitli yollardan elde
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edilen diger kanitlar, yatay gen aktariminin ¢esitli bakterilere, antibiyotik direnci, konak
canlilara saldirma ve hastaliga neden olma yetenegi, sicak su kaynaklar1 gibi asir1 ¢evre

kosullarina uyum saglama gibi 6zellikler kazandirdigini gostermistir (Futuyma 2008).

Homolojiyi Homoplasiden ayirmak

Filogenetik veri setlerinin bircogu yukarida bahsedilmis olan konvergent evrim ve
geriye doniis gibi dogal faktorlerin neden oldugu homoplasik karakterler igerir. Dogru
filogenetik iligkileri olusturmak i¢cin homoplasik karakterlerin, homolog karakterlerden

ayirt edilmesi gerekir.

Homolojiyi homoplasiden ayirmanin en etkili yolu evrimsel akrabaliklari
olustururken sadece bir veya birka¢ Ozellik yerine, ¢cok sayida ozelligi analiz etmektir.
Homoplasik bir 6zellik daha biiylik bir karakter setinde incelendiginde biiylik bir olasilikla

zorluklarla karsilasir.

Homoplasik karakterleri ortaya ¢ikaran bu yontem parsimoni (parsmony) yani en
yalinin yeglenmesi kavramiyla yapilir (Futuyma 2008). Parsimoni yonteminde en yalin,
filogneni ile uyumu en yiiksek evrimsel aga¢ bulunmaya c¢alisilir. Bu yontemle artan veri
seti ile birlikte sayisi binleri bulabilen ¢ok sayida aga¢ topolojisi degerlendirilir (Felsenstein
1983). Parsimoni bir¢oklari arasindan hangi dallanma Oriintlisiiniin olas1 oldugunu
tanimlamak, homoplasinin karsilikli etkisini azaltmak ve ger¢ek evrimsel hikayeyi oldukca
dogru bir bi¢imde yansitmak i¢in bir yol sunar. Parsimoni filogeni ¢ikarsamaya
uygulandiginda tercih edilen ve toplam evrimsel degisim miktarin1 azaltan agactir. Filogeni
cikarsamasinda neden parsimoni yontemi kullanilir sorusunun cevabi oldukca agiktir.
Bir¢ok durumda kovergens ve geriye doniisler ortak bir atadan degisim yoluyla olusan
benzerliklere gore daha nadir meydana geldiklerine gore, parsimoni uygulanmis filogentik
cikarsama ile olusturulan filogenetik agacin, evrimsel hikayeyi daha dogru bir bigimde
yansitan aga¢ oldugunu kabul etmek gerekir. Parsimoni, homolojiyi homoplasiden
ayirmanin ve sinapomorfileri tanimlamanin mantiksal bir yoludur. Ancak, yanilmaz
degildir. Bu baglamda parsimoninin yaninda, maksimum olasilik, bayesiyan ¢ikarimi ve

uzaklik metotlar1 gibi yontemler de kullanilir (Felsentein 1983).
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Maksimum olasilik metodunda olasi filogenetik agaclarda dagilim ihtimallerini
anlamak icin standart istatistiksel teknikler kullanilir. Bayesiyan yaklagimlarinda da olasilik
metodunda uygulananlara ek olarak, belli bir veri ve arastirma altindaki 6zelliklerin zaman
iginde nasil degistikleri modeli altinda, belli bir agacin dogru olma olasiliginin ne oldugu
sorusuna da cevap aranir (Freeman ve Herron 2009). Uzaklik metotlar1 ise filogeni
¢ikarsamada diger metotlardan oldukga farkli bir yaklagima sahiptir. Uzaklik metodunda
morfolojik bir 6zelligin varlig1 ya da yoklugu veya bir genin homolog bir pozisyonundaki
niikleotidin kimligi gibi ayrik karakter verileri uzaklik degerine doniistiiriiliir. Bu uzaklik
degerinin Ol¢iisii karslastirilan guruplar arasindaki akrabalik derecesini verir. Birbirileri
arasindaki uzaklik degeri en kiiclik olanlar birbirleriyle en yakin akraba olacak sekilde

kiimelenirler (Swofford ve ark. 1996).

2.1.4. Molekiiler Taksonomi

Molekiiler taksonomi canlilar1 hiicredeki molekiiler yapitaglarinin analizine dayali
olarak smiflandiran bilim dalidir. Molekiiler taksonomide son dénemde birgcok teknik
gelistirilmesine ragmen en c¢ok kullanilan yontemler DNA-DNA hibridizasyonu,
ribotiplendirme, ¢ok lokuslu dizi tiplendirmesi, yag asidi analizi (FAME) ve ITS-PCR
parmak izi gibi tekniklerdir (Stackebrant 2006).

2.1.4.1. DNA-DNA Hibridizasyonu

DNA hibridizasyonu, molekiiler sistematigin temelini olusturur ve tiir teshisinde
kullanilan ilk molekiiler metotlardan biridir. Bu yontem prensip olarak karsilastirilan iki
canlinin DNA’lar1 arasindaki hibridizasyon kinetigine dayanir. DNA-DNA hibridizasyonu
organizmalari tiir seviyesinde ayirt etmede kullanilan hassas bir yontemdir. Iki canliyr aym
tire dahil etmek igin hibridizasyon degeri ile ilgili kesin bir oran olmamakla beraber
genelde iki canlinin ayni tiire ait oldugunu sdyleyebilmek igin dnerilen DNA hibridizasyon
oran1 %70 ve iizeridir. Organizmalarin ayni cinse ait oldugunu sdyleyebilmek igin ise bu

oranin en az %25 olmasi onerilir (Swofford ve ark.)
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2.1.4.2. Ribotiplendirme

Ribotiplendirme metodunda organizmalarin 16S rDNA bolgelerine odaklanilir
ancak bu yontemde dizi analizi yapilmaz. Ilgilenilen organizmalarmn 16S rDNA’larindaki
restriksiyon enzimi kesim bolgelerine bakilir. 16S rDNA bolgeleri PCR ile ¢ogaltilarak
restriksiyon enzimi ile muamele edildiginde her canliya ait 16S rDNA bolgesi agaraoz jelde
kendine 6zgii essiz bir desen verir. Jelde olusan bu desenler sayisal verilere doniistiiriiliir ve
veri tabaninda mevcut referans organizmalarin verileri ile karsilagtililir. Ribotiplendirme

bakteriyel teshiste kullanilan hizli ve spesifik bir yontemdir (Madigan ve Martinko 2010).

2.143. Cok Lokuslu Dizi Tiplendirmesi (MLTS: Multi Locus Typing

Sequence)

Ayni1 anda birden fazla gen bolgesi ile ilgilenmesi bakimindan 16S rDNA dizilemesi
ve ribotiplendirme yontemlerine gére daha avantajli bir yontemdir. Canlilar tiir seviyesinde
ayirmada oldukga hassastir. Hatta ¢cok yakin suglari bile ayirt edebilme giicline sahip bir
yontemdir. Bu yontemde yasamsal faaliyetlerden sorumlu olan birden fazla gene ait dizi
bilgileri ve bunlara ait allel sayilar karsilastirilir. Her bir genin dizilimi ve bu gene ait allel
sayilar tiire 6zgiidiir. Dolayisiyla bu yontem organizmalari tiir seviyesinde basari ile ayirt

edebilir (Madigan ve Martinko 2010).

2.1.4.4. Yag Asidi Analizleri (FAME: Fatty Acid Methyl Ester)

Bu yontemde hiicre membraninda bulunan yag asidi tiplerine ve bunlarin oranlarina
bakilir. Ozellikle prokaryotlarda yag asidi icerigi oldukgca gesitlidir (zincir uzunlugu, halka
yapisi, ¢ift bag sayisi, hidroksil grubu igerip icermemesi gibi). Dolayisiyla bu ¢esitlilik
tirden tiire degisiklik arz eder ve tiir teshisinde kullanilan bir aractir. Ancak bir
organizmanin yag asidi profili fiziksel kosullardan (sicaklik gibi) ve fizyolojik
degisikliklerden (biiylime fazi, besiyeri igerigi gibi) etkilendigi i¢in bu kosullarin
standardizasyonu saglanmalidir. Bunun i¢in veri tabaninda yag asidi profili ile ilgili mevcut
veriler hangi kosullar altinda elde edilmisse ilgilenilen organizmalarin biiylime kosullar1 da

(fizyolojik velveya fiziksel) o kosullarla ayn1 olmalidir (Madigan ve Martinko 2010).
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2.1.4.5. ITS-PCR Parmak izi Teknigi

Tiir diizeyinde ayirim saglayan bir diger teknik ITS-PCR parmak izi teknigidir
Bakteriler arasinda rRNA geni, genellikle rRNA operonunda 16S-23S-5S seklinde
(6karyotlarda bu 18S-5.8S-28S seklindedir) organize olmustur (Klappenbach ve ark. 2000).
Ribozomal RNA (rRNA) operonunun kopya sayisi bakteri genomu bagina 1-15 arasinda
degisir. Ornegin E. coli rRNA operonu 5 kopya icerirken, B. subtilis‘teki kopya sayis1
10°dur. Ribozomal RNA operonunda ITS (Internal Transcriber Spacer) bolgeleri olarak
adlandirillan ve 16S-23S ve 23S-5S bolgelerinin herbirinin arasinda yer alan DNA
segmentleri bulunur. 16S-23S rDNA ITS’ nin, bakteriyel tiirler arasinda sekans boyu ve
niikleotid sayis1 6nemli derecede degisebilir ve 23S-5S rDNA ITS’ye gore daha ¢ok
calisilmistir. Bu bolge evrensel olarak yiiksek derecede korunmus olan rRNA genlerinin
arasinda bulunan degiskenligi yiikksek DNA sekanslarindan olusur. Ayni zamanda bu bolge
bakteriler arasinda tiir i¢i ¢esitlilik gostermez, dolayistyla 16S-23S rDNA ITS bdlgelerinin
degiskenligi tiire Ozglidir ve bu bolgeler tire 6zgii oldugundan bakterilerde tiir
karakterizasyonu icin giiglii birer aragtirlar. ITS bolgelerinin niikleotid boy ve sayisina

dayanan karsilastirmali analizi, bakterilerin filogenetik siniflandirmasi icin faydalidir.

ITS DNA’ larin PCR ile amlifikasyonu, hizli ve dogru bakteriyel identifikasyon i¢in
basarili bir sekilde kullanilabilir. Evrensel olarak korunmus 16S ve 23S bolgelerinden elde
edilen primerler kullanilarak herhangi bir bakteri izolatinin tiim 16S-23S ITS bolgesi PCR
ile ampifiye edilebilir. Tiir-spesifik ITS sekanslarinin boyu ve rRNA operonlarinin ¢oklu
kopya sayilar1 agaroz jelde kendine 6zgii essiz bir desen verir (Dingman 2009 ). Mesela
ITS-PCR parmak izi tekniginin kullanildig1 bir ¢alismada 8 cins ve 28 tiirii iceren 300’lin
tizerinde bakteri 1rk1 teshis edilmistir (Jensen ve ark. 1993).

2.1.5. Filogenomik ve Evrimsel Kronometreler

DNA’nin kesfi ve molekiiler biyolojide hizli bir sekilde meydana gelen degisim ve
doniisiim siirecinden Once biyologlar, nesiller boyunca, adaptasyonu fenotip diizeyinde
calismakla sinirli kalmiglardir. Fenotip temelli galismalar hangi morfolojik veya davranigsal

0zelligin, neden bireylerin belli bir ortamda yiiksek uyum giicii elde etmesine izin verdigini
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anlatmay1 konu edinmekteydi. Durum aragtirmacilarin hiicrelerin, embriyolarin ve dollerin
fenotipleri tizerine ¢alismaya odaklandiklart hiicre biyolojisi, gelisim biyolojisi, genetik ve

diger alanlardakine benzerdi.

Kalitsal materyal olarak DNA’nin kesfi ve hiicrede belli bir islev gormek lizere
proteinler ve RNA molekiillerini genlerin sifreledigini gosteren verilerin ortaya
konulmasiyla hizli bir degisim siireci baslamistir. Bu anlayis, niikleik asit ve proteinlerin
iceriklerini c¢aligmak i¢in tekniklerin gelismesine ilham kaynagi oldu. Niikleik asit
sekanslama teknolojisinin gelisimi ve niikleik asit, protein gibi bilgi tasiyict makro
molekiillerin tanimlanmast ve bunlarin tarihsel bilgiyi igeren “molekiiler saat” olarak
kullanilmast 1970 in sonlarinda ribozomal RNA kiigiik alt birimi sekans verilerinin
karsilagtirilmasina dayanan {i¢ domainli modelin (Archea — Bacteria — Eucarya) gelisimine
yol agmustir. (Oren ve Papke 2010). Evrim galisan biyologlar adaptasyonlari gen diizeyinde
calisma olanag: elde etmis ve oOzellikle evrim ¢alisan molekiiler biyologlar, niikleotid ve
aminoasit dizilerindeki degisimin oran ve Oriintiisii hakkindaki sorulart derinlemesine
arastirma firsatt bulmuslardir. Tim bu gelismeler 11g8inda genom dizi verilerinin evrimsel

analizine odaklanan filogenomik kavrami ortaya ¢ikmistir (Freeman ve Herron 2009).

Belirli genler ve proteinler evrimsel kronometreler (molekiiler kronometreler) olup,
evrimsel degisimi Olgerler. Diger bir deyisle islevsel olarak benzer (homolog)
makromolekiillerin niikleotid ve aminoasit dizisindeki farkliliklar, evrimsel uzakliklarinin
bir sonucudur. Molekiiler dizileme ile evrimsel uzakliklarin 6lgiilmesi amaciyla yapilacak

dizileme calismalarinda dogru molekiillerin secilmesi sarttir.
Kusursuz bir molekiiler kronometreyi tanimlayan birtakim kriterler mevcuttur;

e Molekiiler bir kronometre, calismak icin secilen grup icerisinde evrensel
olarak yaygmn olmalidir. Bu ilgilenilen gruptaki tiim organizmalarin

karsilastirilabilmesini saglar

e Molekiil her organizma igin islevsel olarak homolog olmahdir. Islevselligi

fakli olan molekiillerin dizi benzerligi gostermesi beklenmez.

e Analizler i¢in dizileri siralamak amaciyla
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korunmus dizi bolgelerine sahip olmalidir ki bu ¢ok 6nemli bir kriterdir.

e Secilen molekiil dizisinin, organizmadaki evrimsel degisimi bir biitiin olarak

yansitmasi gerekir.

Pek ¢ok gen ve proteinin molekiiler kronometreler oldugu ileri siiriilmektedir.
Ancak, bunlar arasindan ribozomal RNA’lar1 kodlayan genler, translasyonel sistemdeki
temel bilesenler, ATPaz proteinleri, ATP sentezleyen veya hidrolizini yapan enzim
kompleksleri, genetik rekombinasyona yardimci olan RecA enzimi, DNA giraz’ m B alt
tinitesini kodlayan gyr 8, RNA polimeraz & faktor 70° i kodlayan rpoD en ¢ok kullanilanlar
arasinda gosterilebilir (Madigan ve Martinko 2010, Cullen ve ark. 1998).

2.1.5.1. Evrimsel Kronometreler Olarak Ribozomal RNA’lar

Ribozomal RNA’lar, miikemmel evrimsel kronometreler olmalarini saglayan gesitli
ozelliklere sahiptirler. Ribozomal RNA’lar oldukg¢a biiyiik, islevsel olarak sabit, evrensel
olarak yaygin molekiiller olup, tiim hiicrelerde niikleotit dizisinin korundugu ¢ok sayida
bolge icerirler. Prokaryotlarda biiyiikliikleri; 5S, 16S ve 23S (“°S”’,*’Svedberg’’i simgeler
ve bir partikiiliin santrifiij edildiginde ¢cokmesini esas alan bir kiitle dl¢iisiidiir) olan 3 cesit
ribozomal RNA molekiilii vardir. Okaryotlarda ise dizileme ¢alismalar, islevsel olarak
benzer fakat biraz daha biiyiikk olan 18S molekiilii iizerine odaklanmistir. 16S ve 18S
rRNA’lar1 ribozomun kiigiik alt biriminin (30S veya 40S) bir parcasi olduklarindan SSU
(small subunit) dizilemesi kisaltmasi, 16S veya 18S dizilemesi ile es anlama gelmektedir.
Ribozomal RNA dizilerine ait ¢ok genis bir veritaban1 mevcuttur. Ornegin Ribozomal
Veritaban1 Projesi (RDP) su an sayisi 100.000°1 asan bu tiir dizilere ait ¢ok biiylik bir

koleksiyona sahiptir.

16S rRNA dizisi bakteriler arasindaki filogenetik iliskiyi aciklamada kullanilan
gliclii bir aragtir. SSU rRNA’ larin filogenetik bir ara¢ olarak kullanimina 1970’lerde
llinois Universitesi’'nden Carl Woese onciiliik etmistir ve bu ydntem giiniimiizde tiim

biyolojide yaygin olarak kullanilmaktadir (Madigan ve Martinko 2010).

16S rRNA dizisi (veya 16S rDNA ) ilgi ¢ekicidir ¢linkii ribozomal RNA, bakteriler

arasinda hem evrensel dizilere, hem de ulusal veritabaniyla karsilastirildiginda bakterileri
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tir ya da cins diizeyinde tanimlamayr miimkiin kilabilen tir-spesifik dizilere sahiptir
(Mignard ve Flandrois 2006). Genel olarak kabul goren sekliyle 16S rRNA dizisinde, diger
tiim organizmalardan %3’ ten fazla farklilik gosteren bir prokaryotun (diger bir deyisle veri
tabanindaki diger tiim dizilere %97’ den az benzerlik gosteren) yeni bir tiir oldugu
diistintilebilir. Bu rasgele se¢ilmis bir rakam degildir. Bu oneriyi destekleyen en 6nemli
gozlem, 16S rRNA dizisinde %3’ ten fazla farklilik gosteren iki prokaryotun genomik
DNA’larinin %70’ ten az ( iki organizmanin ayni tiir oldugunu sdylemek i¢in %70 veya
tizerindeki hibridizasyon degerine sahip olunmasi 6nerilir) hibridize oldugudur (Madigan

ve Martinko 2010).

Taksonomik iliskilerin gosteriminde, 16S rDNA temelli ¢ikarimlar ve fenotipik
cikarimlar farkli olabilir. Bununla birlikte soyle bir sonuca varilabilir; 16S rDNA’lari
benzer rk/tiirlerin fenotipik karekterleri de muhtemelen benzerdir. Fakat benzer fenotipli

rk/tiirlerin 16S rDNA”’ larinin benzer olmasi gerekmez (Maughan ve Auwera 2011 ).

16S rRNA geni Ozellikle mikrobiyal molekiiler sistematik i¢in karakterize edilmis
cok 1yi bir molekiil olmasina karsin protein kodlayan diger genlerin de bu amag igin
kullanilmasina ihtiya¢ duyulmaya baslanmistir. Ciinkii rRNA geni yavas evrimlesir ve
ancak tiir ve cins diizeyini belirlemek i¢in 1y1 bir aragtir. Unutulmamasi gereken bir diger
nokta da rRNA geninin tiir diizeyinde her zaman ayirim saglamayabilecegi ve ¢cogunlukla
alt-tiir diizeyinde aymrim yapamadigidir (Rossello-Mora ve Amann, 2001). Tir igi
varyasyonda sekans varyasyon degeri yliksek olan ve protein kodlayan genler yakin akraba
gruplarin ayirimi igin kullanilir. Bu genlerin bir diger avantaji da genom basina bir kopya
halinde bulunmalaridir. Bu ag¢idan bakildiginda bu genler rRNA geninden daha
giivenilirdirler. NCBI (National Center for Biotechnology Information) ve EMBL
(European Molecular Biology Laboratory) gen bankalarinda verileri mevcut bu genlerden
bazilari; DNA giraz’ 1n f alt initesini kodlayan gyr f, ve analogu parE, RNA polimeraz &
faktor 70’ i kodlayan rpoD ve flagellin’i kodlayan fliC gibi genlerdir (Hirsch ve ark. 2010).
Ornegin 2008 yilinda yapilan bir ¢alismada yine bdyle bir molekiil olan RNA polimeraz B

alt linitesi (rpB) gen dizisi‘ nin Bacillus tiirlerini ayirma giicli arastirilmis ve aragtirmadan
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elde edilen veriler, rpB gen dizisi’ nin Bacillus tiirlerini ayirt etmede 16S rRNA’ dan

yaklasik 4.5 kat iyi oldugunu gostermistir (Ki ve ark. 2009).

Bunun yaninda, rRNA dizilemesinin ayrim saglayamadigi ¢cok yakin iliskiye sahip
organizmalarin ayirt edilmesinde, daha once de deginilen DNA:DNAhibridizasyonu,
Ribotiplendirme, Cok lokuslu dizi tiplendirmesi (MLTS) gibi molekiiler yontemlere de

basvurulabilir .

16S rRNA dizinlemesi bazi durumlarda DNA hibridizasyonu ve diger molekiiler
yontemlere gore organizmalart tiir seviyesinde ayirt etmede yetersiz kalabilir, ancak
evrensel olmasi ve birbirinden farkli tiirlerin amplifikasyonunda kullanighi olmasindan

molekiiler filogenetik sistematik i¢in ¢ok degerli bir aragtir (Madigan ve Martinko 2010).
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3. MATERYAL ve METOD
3.1. Materyal

3.1.1. Calisma organizmasi

B. subtilis, Bacillus megaterium, Paenibacillus polymyxa, Bacillus thuringiensis

3.1.2. Calismada kullanilan kimyasallar

EDTA (AppliChem), Sarkosyl (Merck), Proteinaz K (Merck), Tris-HCI (Merck),
NaCl (Merck), Ethanol (Merck), Sodyum Asetat (Merck), Fenol-Kloroform-izoamilalkol
(Sigma-Aldrich), izopropanol (Sigma-Aldrich), Etidyum bromiir (Sigma), 1XTAE, MgCl,
(Merck), Agaroz (Fluka), PBS (Sigma), Tris (Merck), ve Kloroform (Sigma-Aldrich).

3.1.3. Cahsmada kullanilan cihazlar

Otoklav (Hirayama)

Jel Goriintiileyici (UVP Dual Intensity Transiluminator)
PCR Cihaz1 (Bio Rad)

Elektroforez (Biolab)

Hassas Tart1 (GEC Avery)

pH Metre (Mettler MP220)

Etiiv (Heraeus)

Derin Dondurucu (Ugur)

Jel Goriintiileme Cihaz1 (Bio-Rad)
Laminar Kabin (Telstar AV 100)

Mini Santrifiij (E.S-6)

Magnetik Karistirict (Stuart)

Vorteks (VWR) Giig¢ kaynagi (Bio-Rad)
+4 °C dolap (Sanyo)

28 °C etiiv (Velp Scientifica FTC 90 I)
Su banyosu (Grant LTD 66)
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Isitic1 (Heildoph)
Mikropipet (Pipetman ve eppendorf)

3.1.4. Cahismada Kullanilan Kitler

SIGMA jelden saflastirma kiti
3.2. Metod

3.2.1. Biyoinformatik Analizler

Biyoinformatik analizler NCBI (National Center for Biotechnology Information) ve
EBI (European Bioinformatics Instute) veritabanlari kullanilarak yapildi. PCR temelli
calismalarda primer tasarlanir. Bu islem igin Oncelikle NCBI veritabaninda ‘search’
kutucuguna ‘16S rRNA‘ yazilip birka¢ organizmadan sira ile bilgiler alindi. ‘Display
settings’ ten ‘fasta’ ile dizi bilgileri sirayla alinip bir word dosyasina kaydedildi. Daha
sonra word dosyasma kaydedilen bilgiler EBI veritabanindan ‘sequence analyses’ ile
‘clustalw2’ den agilan sayfaya kopyalandi. Son olarak ‘Submit’ butonuna tiklanarak ortak
bazlar kontrol edildi. Bu analizler sonucu universal bir 16S rRNA geni primeri olusturuldu.

3.2.2 Organizmalarin Elde Edilmesi

Calismada kullanilan bakteriler, Dicle tiniversitesi kampiis alanindaki topraktan
izole edildi. Alinan toprak 6rnegi 70°C’de 10 dakika siireyle inkiibe edildikten sonra 10° -
10" oraminda sulandiliralak nutrient agar besiyerine tek koloni diisecek sekilde yayilip
37°C’de 24 siireyle inkiibe edildi. Morfolojik goriinlimlerine dayanilarak segilen bakteriler

stok kiiltiir seklinde saklandi.

Bakteriler spor boyama, gram boyama ve biyokimyasal analiz sonuglarina gore
Bacillus sp. olarak tanimlandi.

3.2.3. DNA izolasyonu

Izolatlar LB besiyerinde calkalamali inkiibatdrde (220 rpm) 37°C’de 24 saat
iretildi. Daha sonra her bir 6rnekten 1.5 ml alinip ependorf tiiplere aktarildi ve 13.000

rpm’de 5 dakika santrifiijlenip siipernatant uzaklastirildi. Orneklerin iizerine;
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200 pl dH,0

50 ul 0,5M EDTA

10 ul %20 sarkosyl

10 pl proteinaz K (10mg/ml)
10 ul 1M Tris- HCI (pH:8)

5 ul 5M NaCl eklendi.

Karisim 5 dakika boyunca vortekslendi.

Daha sonra 2 saat boyunca 65°C’deki su banyosunda bekletildi. Bu siiregte her 20
dakikada bir vortekslendi.

Bu asamadan sonra her bir tiipteki karisim miktar1 kadar fenol: kloroform: izoamil
alkol (25:24:1) eklenip 13.000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.

Fenol: kloroform: izoamil alkol islemi 3 defa yukarida belirtildigi sekilde yapilda.

Her adimda santrifiij sonunda elde edilen triinlerden iist sivi alind1 ve temiz bir

ependorf tiipiine aktarildi.

Yeni ependorfa alinan ist siviya hacminin 1/10’u kadan 3M NaAc (sodyum asetat)

ve hacminin 2 kati kadar absoliit etanol eklenip -20°C’de 1 gece bekletildi.
Siire sonunda 6rnek 10 dakika 13.000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir.
Siipernatant uzaklastirilmis, pelet kurutulmustur.
Peletin iizerine 200ul dH,O eklenip pelet ¢oziilmiistiir.

Coziilen peletin iizerine 1/10 hacminde 0,3M NaAc ve 440ul etanol eklenip -
20°C’de 1 gece bekletilmistir.

Siire sonunda 6rnek 10 dakika 13.000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir.
Pelet kurutulup 50ul dH,O ile ¢oziilmiistiir.

DNA’nin safligini kontrol etmek igin;
DNA oOrneklerinin nanodrop’ta 260 nm (nanometre) dalga boyunda 6l¢iimii yapild.

Bu o6l¢iimlerde DNA 6rneklerinin peletleri hangi tampon ile ¢oziilmiis ise o tampon kor
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olarak kullanildi. Spektrofotometrede okunan degerler ile asagidaki formiil kullanilarak
DNA miktar1 saptandi.
DNA miktari= OD260 x diliisyon katsayist x 50 ul/ml

3.2.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu ( PCR))

Reaksiyon i¢in her bir tiipe;

2.5 pl 10X tampon (pH: 8.4, Tris-HCI)
2.5 pl MgCl,

2 ul ANTP

2.5 pl primer R (Reverse: geri primer)
2.5 pl primer F (Forward: ileri primer)
11.75 pl dH,O

1 pl kalip DNA

0.25 pl taq polimeraz

eklendi.

Hazirlanan tiipler PCR aletine konularak cihaz su degerlere ayarlandi:

1 dongii; 94°C.....ooooiiiiiiinl. 2 dakika (Denatiirasyon)
94°Ciiiiiii, 1 dakika
S2°Caiiii 1 dakika 30 dongii ( Baglanma )
2 O 1 dakika
U O 10 dakika ( Uzama )
A°Coiiiiiii Siiresiz

Dongii 30 kez tekrarlanmistir.

3.2.5 Agaroz Jel Analizi ve Jel Goriintiileme Islemi

Agaroz jelde yiiriitiilen DNA’nin UVP transillimunator cihazinda olusan bantlarin
varligi kontrol edildi ve UV fotometer jel dokiimantasyon aleti ( UviTec ) ile veriler
kaydedildi.
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3.2.6 PCR Uriinlerinin Jelden Saflastiriimasi

PCR sonucu elde edilen iirlinlerin agaroz jel iizerinde olusturdugu bantlar uygun
marker (A, DNA EcoRI / HindIII) kullanilarak tespit edildi. Bu tespit edilen bantlar jelden
kesilerek elde edildi ve Illustra GFX PCR DNA ve Gel Band Purfication kit protokoliine

uygun olarak saflastirma iglemi yapildi.

3.2.7 DNA Dizi Analizi

Calismamizda kullanilan (Beckman Coulter DNA Dizi Analizi) cihazina ait dizi
analizi kitinin teknik biiltenine gore dizi analizine girecek PCR f{irlinlerinin etanolle
coktiiriiliip saflagtirilmast yapildi. 1.5 ml’ lik steril ependorf tiipleri isimlendirildi. Tiiplere
4 ul stop soliisyonu ve 1 pl glikojen ( Kit’ ten ) eklendi. Stop soliisyonu: 3M NaOAc (ph:
5.2) ile 100 mM Na;EDTA (pH: 8.0) esit hacimde karistiritlmasiyla hazirlanir. Bu karisim
oda sicakliginda yapildi ve kullanmadan hemen o6nce taze olarak hazirlandi. Yukarida
hazirlanmis soliisyon PCR iiriinlerine eklendi ve pipetlenerek iyice karistirildi. Taze olarak
hazirlanmis ve - 20°C ‘de bekletilmis %95 lik etanolden 60 pl alinip pelete zarar vermeden
yavagca eklendi. Tiipler 4°C ‘de 14.000 rpm’ de 15 dk. santrifiijlendi ve dipte olusan pelete
dokunmadan siipernatant dikkatli sekilde uzaklastirildi. Taze olarak hazirlanmis ve - 20°C
‘de bekletilmis %70’1ik etanolden 200 ul alinip pelete zarar vermeden tiiplerin kenarindan
cok yavas bicimde birakildi. Tiipler 14.000 rpm’ de 2 dk. santrifiijlendi ve dipte olusan
pelete zarar vermeden siipernatant dikkatli bir sekilde uzaklastirildi. Bu islem iki kez
tekrarlandi. Siipernatant dokiiliip, tiip i¢indeki pelet seffaf hale gelinceye kadar 40°C ‘de 10
dk konsantre edildi. Pelete 40 pl SLS ( Sample Loading Solution) eklendi ve 10 dakika
buzda bekletildi. Son olarak pelet iyice pipetlenerek ¢oziindii ve santrifiijde kisa bir spin

islemine tabi tutulduktan sonra 4°C’ de sakland.

3.2.8 DNA Dizi Bilgisinin Elde Edilmesi

Cihazm iginde 6rnek ve tampon tablasi olmak iizere iki aparat bulunmaktadir. Ornek
tablasina 40 pl SLS igeren ornekler sirasiyla eklendi ve tizerlerine kit iginden birer damla
mineral yag damlatildi. Tampon tablasina da yine kit iginden ayirma tamponu,

kuyucuklarin %70’ ini dolduracak kadar eklendi ve kapiller aparati ile jel tiipii cihaza
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takildiktan sonra dizi analizi islemine baslandi. Dizi analizi sonucunda cihaz tarafindan

okunan veriler bir metin belgesine kaydedildi.
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4. BULGULAR

4.1. Kullanilan Mikroorganizmalarin Morfoljik Ozellikleri

Calismada kullananilan izolatlarin kati besiyerindeki gortintimleri Resim 4.1- 4.8.°de

verilmistir.

Resim 4.1. Paenibacillus polymyxa Resim 4.2. Bacillus thuringiensis

Resim 4.3. Bacillus megaterium Resim 4.4. Bacillus subtilis 1
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Resim 4.5. Bacillus subtilis 2 Resim 4.6. Bacillus subtilis 3

Resim 4.7. Bacillus subtilis 4 Resim 4.8. Bacillus subtilis 5
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4.2. DNA izolasyon Sonuclar

Bacillus izolatlarinin genomik DNA izolasyonu bolim 3.2.3’de belirtilen
protokolde degisiklik yapilmadan uygulanmistir. Buna gore deney sonuglar1 Sekil 4.1°de
belirtilmistir. Bu sonuglar i¢inde elde edilen genomik DNA izolasyon iiriiniiniin

spektrofotometrik olgiimleri yapildiginda 6rnegin 213 ng/ul yogunlukta DNA icerdigi
belirlenmistir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. Bacillus izolatlarin’dan klasik yontemle elde edilen genomik DNA nin agaroz jelden goriintiisii.
M ve 8) ADNA EcoRI/Hind Il Marker, 1) Paenibacillus polymyxa genomik DNA’sinin agaroz
jelden goriintiisii. 2) Bacillus megaterium genomik DNA’simin agaroz jelden goriintiisii 3)
Bacillus thuringiensis genomik DNA’sinin agaroz jelden gorintiisii. 4-7) Bacillus subtilis
genomik DNA’sinin agaroz jelden gorintiisii (6rnekler, %0.8” lik agaroz jel’e 3ul ADNA
EcoRI/Hind Il marker ile birlikte yiiklenmis ve 90V 45dakika yiiriitiilmiistir).

4.3. PCR Sonuglari

Bacillus izolatlarindan elde edilen genomik DNA’lar kullanilarak kurulan PCR
reaksiyonlart sonucu beklenen biiyiikliik olan 1800 bg (1,8kb)’lik 16S rRNA geni oldugu
diistintilen gen jelde goriilmiistiir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Bacillus izolatlarndan 16S rRNA geninin PCR sonuglarinin agaroz jelden goriintiisii. M) ADNA
EcoRI/Hind 111 Marker, 1) Paenibacillus polymyxa 16S rRNA geninin PCR sonuglarinin agaroz
jelden goruntiisii. 2) Bacillus megaterium 16S rRNA geninin PCR sonuglarinin agaroz jelden

goriintisiic 3) Bacillus thuringiensis 16S rRNA geninin PCR sonuglarmi agaroz jelden
goriintiisii. 4-8) Bacillus subtilis 16S rRNA geninin PCR sonuglarinin agaroz jelden goriintiisi
(%0.8 lik agaroz jel’e 3ul ADNA EcoRI/Hind 111 marker ile birlikte yiikklenmis ve 90V 45dakika

yiriitilmiistiir)

4.4, Dizi Analizi Sonuglar:

PCR sonucunun gercekten 16S rRNA genine ait olup olmadigini belirlemek i¢in

dizi analizi (sekanslama) yapilmistir. Dizi analizi sonucu elde edilen diziler Sekil 4.3’te

belirtilmistir.
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> Paenibacillus polymyxa
GTCGAGCGGGATTATGTAGAAGCTTGCTTCTACATAACCTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTAGGCA
ACCTGCCCACAAGACAGGGATAACTACCGGAAACGGTAGCTAATACCCGATACATCCTTTTCCTGCATGG
GAGAAGGAGGAAAGGCGGAGCAATCTGTCACTTGTGGATGGGCCTGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGGGG
TAAAGGCCTACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACAC
GGCCCACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCG
CGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGCCAGGGAAGAACGTCTTGTAGAGTAACTGCT
ACAAGAGTGACGGTACCTGAGAAGAAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGG
GGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGCTCTTTAAGTCTGGTGTTTAATCC
CGAGGCTCAACTTCGGGTCGCACTGGAAACTGGGGAGCTTGAGTGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGT
AGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGGCTGTAACTGACGC
TGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGC
TAGGTGTTAGGGGTTTCGATACCCTTGGTGCCGAAGTTAACACATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGG
TCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGCCGCACAAGCAGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGAAGCAA
CGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCCTCTGACCGGTCTAGAGATAGACCTTTCCTTCGGGACAGA
GGAGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGC
AACCCTTATGCTTAGTTGCCAGCAGGTCAAGCTGGGCACTCTAAGCAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGG
AAGGGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTACTACAATGGCCGGTAC
AACGGGAAGCGAAGCCGCGAGGTGGAGCCAATCCTAGAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCA
ACTCGCCTACATGAAGTCGGAATTGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGT
CTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTACAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCGCAA

> Bacillus megaterium
CGTGGCGGGCGGCCTATCATGCAGTCGAGCGAACTGATTAGAAGCTTGCTTCTATGACGTTAGCGGCGGA
CGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTTCGGGAAACCGAAGCTAATACCGG
ATAGGATCTTCTCCTTCATGGGAGATGATTGAAAGATGGTTTCGGCTATCACTTACAGATGGGCCCGCGG
TGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCG
GCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGAC
GAAAGTCTGACGGAGCACCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAA
CAAGTACGAGAGTAACTGCTCGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGC
AGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTTC
TTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGA
AGAGAAAAGCGCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACAGTGGCGAAGGCGGCTTT
TTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCAC
GCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCAC
TCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAG
CATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAACTCTAGAGAT
AGAGCGTTCCCCTTCGGGGGACAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGT
TGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGC
CGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACG
TGCTAATGGATGGTACAAAGGGCTGCAAGACCGCGAGGTCAAGCCAATCCCATAAAACCATTCTCAGTTC
GGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTG
AATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGGA
GTAACCGTAAGGAGCTAGCCGCTAAGGTGACAGTG
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> Bacillus thuringiensis
TGCAGTCGAGCGAATGGATTAAGAGCTTGCTCTTATGAAGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGG
TAACCTGCCCATAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAACATTTTGAACTGCAT
GGTTCGAAATTGAAAGGCGGCTTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGTGA
GGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGAC
ACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAAC
GCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCTAGTTGAAT
AAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAACACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAG
GTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAG
CCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCC
ATGTGTAGCGGTGAAATGCAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTG
ACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGA
GTAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGG
CCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAA
GCAACGCGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGAAAACCCTAGAGATAGGGCTTCTCCTTCGGGAGCA
GAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCG
CAACCCTTGATCTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGA
AGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTAC
AAAGAGCTGCAAGACCGCGAGGTGGAGCTAATCTCATAAAACCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAA
CTCGCCTACATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCC
TTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGGGGTAACCTTTTGGAGCCA

> Bacillus subtilis 1
TGCAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTA
ACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGCTTGTTTGAACCGCATGG
TTCAAACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGG
TAACGGCTCACCAAGGCAATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGC
CCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGLCCGC
GTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGC
GGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGT
GGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCC
CCCGGCTCAACCAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGT
AGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGC
TGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGC
TAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGG
TCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAA
GCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGTCCCCTTCGGGG
GCAGAGTGACAGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCG
CAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGA
AGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAGAAC
AAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGTTAAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAA
CTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGLC
TTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTTAGGAGC
CAGCCGCCGAAGGTGGGACAGATGATTGGGGGAA
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> Bacillus subtilis 2.
TGCAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTA
ACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGCTTGTTTGAACCGCATGG
TTCAAACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGG
TAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACAC
GGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGC
CGCGTGAGTGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGC
GGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGT
GGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCT
CAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGC
GGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGA
GGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAA
GTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCG
CAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCA
ACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGTCCCCTTCGGGGGCA
GAGTGACAGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAAC
CCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGT
GGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAGAACAAAG
GGCAGCGAAACCGCGAGGTTAAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCG
ACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGT
ACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTTAGGAGCCAGC
CGCCGAAGGTGGGACAGATGATTGGGGGAA

> Bacillus subtilis 3.
TGCAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTA
ACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGCTTGTTTGAACCGCATGG
TTCAAACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGG
TAACGGCTCACCAAGGCAACTGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGG
CCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCG
CGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGG
CGGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGG
TGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGC
CCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCA
CGTGTAGCGGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGA
CGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAG
TGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTA
CGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTC
GAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTTGACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGTCCCCTTCGGG
GGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACG
AGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGG
AGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACA
GAACAAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGTTAAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCT
GCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCG
GGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTTAG
GAGCCAGCCGCCGAAGGTGGGACAGATGATTGGGGGAA
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> Bacillus subtilis 4.
TGCAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTA
ACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGCTTGTTTGAACCGCATGG
TTCAAACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGG
TAACGGCTCACCAAGGCAATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGC
CCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGLCCGC
GTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGC
GGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGT
GGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCC
CCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCAC
GTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTG
ACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTG
CTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACG
GTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGA
AGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGTCCCCTTCGGG
GGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACG
AGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGG
AGGGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAGA
ACAAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGTTAAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGC
AACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGG
CCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTTAGGA
GCCAGCCGCCGAAGGTGGGACAGATGATTGGGGGAA

> Bacillus subtilis 5.
TGCAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTA
ACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGCTTGTTTGAACCGCATGG
TTCAAACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGG
TAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACAC
GGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGLCCGC
GTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGC
GGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGT
GGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCC
CCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCAC
GTGTAGCGGTGAAATGCGTAATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACG
CTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTG
CTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACG
GTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGA
AGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGTCCCCTTCGGG
GGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACG
AGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGG
AGGAAGGTGGGGGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAGA
ACAAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGTTAAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGC
AACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGG
CCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTTAGGA
GCCAGCCGCCGAAGGTGGGACAGATGATTGGGGGAA

Sekil 4.3. Bacillus izolatlarindan 16S rRNA genine ait dizi analizi sonuglari.
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4.5. Filogenetik Agac¢

Bacillus izolatlarinin 16S rRNA genine ait dizi bilgisi dbcluster ile dikey

hizalanmistir. Hizalama sonuglar1 Sekil 4.4’°te goriildiigii gibidir.

Bacillus subtillis 1. TCCC---TGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGC
Bacillus subtillis 2. TCCC---TGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGC
Bacillus subtillis 3. TCCC---TGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGC
Bacillus subtillis 4. TCCC---TGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGC
Bacillus subtillis 5. TCCC---TGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGC
Bacillus thuringiensis TCTTA--TGAAGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGC
Bacillus megaterium TTCTA--TGACGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGC
Paenibacillus polymyxa TTCTACATAAC-CTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTAGGCAACCTGC

* * * khkhkhkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhkkhkhkkhkhhkhkhkhkkkx*x*k * % * Kk ok ok Kk k%
Bacillus subtillis 1. CTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGCTTG
Bacillus subtillis 2. CTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGCTTG
Bacillus subtillis 3. CTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGCTTG
Bacillus subtillis 4. CTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGCTTG
Bacillus subtillis 5. CTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGCTTG
Bacillus thuringiensis CCATAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAACAT
Bacillus megaterium CTGTAAGACTGGGATAACTTCGGGAAACCGAAGCTAATACCGGATAGGAT
Paenibacillus polymyxa CCACAAGACAGGGATAACTACCGGAAACGGTAGCTAATACCCGATACATC

* * K Kk kK * Kk ok ok k ok ok kK * * Kk ok Kk ok * * ok k ok k ok ok kk * k%
Bacillus subtillis 1. TTTGAACCGCATGGTTCAAACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACA
Bacillus subtillis 2. TTTGAACCGCATGGTTCAAACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACA
Bacillus subtillis 3. TTTGAACCGCATGGTTCAAACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACA
Bacillus subtillis 4. TTTGAACCGCATGGTTCAAACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACA
Bacillus subtillis 5. TTTGAACCGCATGGTTCAAACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACA
Bacillus thuringiensis TTTGAACTGCATGGTTCGAAATTGAAAGGCGGCTTCGGCTGTCACTTATG
Bacillus megaterium CTTCTCCTTCATGGGAGATGATTGAAAGATGGTTTCGGCTATCACTTACA
Paenibacillus polymyxa CTTTTCCTGCATGGGAGAAGGAGGAAAGGCGGAGCAATCTGTCACTTGTG

* % * * kK kK * Kk K Kk * * * * * kK kK

Sekil 4.4. Bacillus izolatlarindan 16S rRNA genine ait hizalama sonuglar1 (ClustalW programi kullamilmustir)

16S rRNA genine ait hizalama sonuglar1 kullanilarak Bacillus tiirlerinin evrimsel
analizi yapildi. Bacillus tiirlerinin evrimsel yakinliklarmi belirlemek igin seg-bagla
(bootstrap) yontemi 1000 tekrarli kullanilarak Sekil 4.5’de goriilen filogenetik agac
olusturuldu ve dis grup olarak da Bacillus ailesine yakin Staphylococcus haemolyticus tiirii
secildi.

Agac analizinde de goriildiigii gibi; Bacillus ailesi iiyelerinden Bacillus subtilis’ler
kendi iginde kiimelenmistir. Bacillus subtilis’lere yakin oldugu bilinen Bacillus
thuringiensis ise Bacillus subtilis ailesi i¢inde koken almistir. Birbirlerine yakin oldugu

bilinen Bacillus megaterium ve Paenibacillus polymyxa ise kendi i¢inde kiimelenmistir.
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100 [ Bacillus subtilis BR-151

N —— Bacillus subtilis -43

Bacillus thuringiensis
97

Bacillus subtilis IND-7

8 Bacillus subtilis IND-75

Bacillus subtilis
Iﬂ— Bacillus megaterium
— Paenibacillus polymyxa

Staphylococcus haemolyticus (D83367)

0.01

Sekil 4.5. Bacillus ailesi (B. subtilis IMD-7: Bacillus subtilis 2’yi, B. subtilis IMD-75: Bacillus subtilis 3’1,
B. subtilis -43: Bacillus subtilis 4’i ve B. subtilis BR-151: Bacillus subtilis 5°i belirtmektedir.)
iiyelerine ait aga¢ analizi (1000 tekrarli bootstrap ile olusturulmus ve Neighbor-joining yontemi
ile ¢calisan ClustalW ve MEGA4 programlari kullanilmistir).
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5. TARTISMA VE SONUC

Gergeklestirdigimiz bu ¢alisma ile Bacillus tiirlerinden 16S rRNA’sinin dizi bilgisi
elde edilerek, biyoinformatik karekterizasyonu yapilmistir. DNA izolasyonu ve ardindan
PCR islemleri ile elde edilen sonuglara gore beklenen biiyiikliik olan 1800 bg¢ 16S rRNA
genleri oldugu diisiiniilen genler jelde goriilmiistiir. PCR sonucunun gergekten 16S rRNA
genine ait olup olmadigini belirlemek i¢in dizi analizi yapilmistir. Yapilan sekanslama
sonucunda elde edilen genin 16S rRNA geni oldugu belirlenmistir. Gen bankasinda
Bacillus tiirlerine 16S rRNA genlerine ait dizi bilgileri karsilastirilmis ve %100’e yakin

benzerlik gosterdigi goriilmiistiir.

2000 yilinda yapilan bir ¢alismada 16S rRNA geni sekans analizi kullanilarak {i¢
spiral sekilli organizma teshis edildi. Campylobacter fetus, Flexispirarappinive Borrelia
burgdorferi olarak teshis edilen bu organizmalarin her birine ait rDNA sekansi veri
tabanindaki veriler ile %99-100 oraninda homoloji gdstermistir (Hayden ve ark. 2000).
2001 yilinda Italya’daki Eolyan Adalari’'nda termofilik Bacillus tiirleri ile ilgili yapilan
polifazik taksonomik bir ¢aligmada termofilik, aerobik, spor-olusturan 82 bakteri izole
edilmis ve bu izoatlarin fenotipik karekteristikleri genis bir aralikta test edilmistir. Secilmis
89 ozellige sahip termofilik Geobacillus ve Bacillus referans irklar1 ve bu izolatlar tizerinde
polifazik taksonomik bir ¢alisma yapilmistir. Grup analizleri ile bu izolatlarin bir¢cogu
(%83’1i) Geobacillus thermodenitrificans ile zayif bir sekilde iligkli 7 guruba ayrilmistir.
Kalan 18 izolat genotipik karakterizasyona tabi tutulmus yapilan 16S rDNA sekans analizi
ve DNA:DNA hibridizasyon galismalar1 sonucu 7 izolat Geobacillus thermodenitrificans,
iki izolat G. thermoleovorans ve bir izolat ise Bacillus pallidus olarak tanimlanmis ve yine
bu ¢alismalar sonucu 4 izolat Bacillus’ un yeni tiirleri olarak ortaya ¢ikarken, kalan 4 izolat
iIse Geobacillus’ un yeni tiirii Bacillus vulcani DSMZ 13174 T olarak tarif edilmistir
(Mauger1 ve ark. 2001). Kus tliylinii parcalayan farkli bakterilerdeki keratinolitik
aktivitenin arastirildig: bir ¢alismada karbon ve azot kaynagi olarak kullanilan kus tiiyii ile
zenginlestirilmis bir topraktan bakteri izole edilmistir. Yaplilan 16S rDNA gen sekanslama

caligmalar1 ile keratinolitik aktivitesi yliksek Bacillus pumilus FH9 ki teshis
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edilmistir. Yapilan filogenetik analizler irkin en ¢ok B. pumilus AF526896 ve AF526898
irklar1 ile yakin oldugunu gostermistir (EI-Refai ve ark.2004). Cin, Yunnan’ da ormanlik
bir alandaki topraktan alinan bir izolat ile ilgili yapilan gozlemler ve 16S rDNA sekans
verilerine dayanan filogenetik analizler izolatin Bacillus cinsine ait oldugunu belirlemistir.
Ayrica izolatin Panagellus redivius nematoduna karsi 6nemli bir nematotoksik aktiviteye
sahip oldugu bulunmustur. Yapilan 16S rDNA analizleri, bakterinin en yakin komsular
Bacillus vallismortis ile %99.79, B. subtilis ile %99.43, Bacillus Atrophaeusile %99.43,
Bacillus amyloliquefaciens ile %99.36 ve B. Licheniformis ile %98.0 oraninda benzerlik
gosterdigini ve Bacillus cinsindeki diger irklar ile %97’ den az benzerlik gosterdigini ortaya
koymustur. Polifazik taksonomik veriler temelinde izolat yeni tiir Bacillus nematodica B-
16" ki olarak onerilmistir (Huang ve ark. 2004). 2006’ da Fransa’® da 240 klinik
Enterobacter izolatinin teshisi igin internal gyrB sekansinin kullanildigi bir galisma
yapilmistir. Calismada gyrB genine dayali tiir teshisinde fenotipik yontemle
kiyaslandiginda, Citrobacter ve Enterobacter cinsleri arasinda birtakim uyumsuzluklarin
oldugu gozlenmistir. Fenotipik yontemle Enterobacter cloacae olarak teshis edilen irklarin
bircogu, gyrB gen bolgesi kullanilarak yapilan molekiiler yontemde Enterobacter
hormaechei olarak teshis edilmistir. Calismada gyrB gen bdolgesinin kilinik Enterobacter
izolatlariin teshisinde tamamlayic1 bir ara¢ olarak faydali olabilecegini vurgulanmistir
(Delmas ve ark. 2005). 2005’ te Amerika’ da yapilan bir ¢alismada Bacillus JF-2 irkinin
(ATCC 39307) diger Bacillus tiirleri ile olan akrabalig: arastirilmigtir. Halotolerant olan ve
biyosiirfaktant {ireticisi olan bu 1rk fenotipik karakteristiklerine gore baglarda B.
licheniformis’ in iiyesi olarak tanimlanmistir. Calismada bu irkin 16S rRNA ve gyrA gen
sekans analizleri yapilmis ve Alul dizilerine ait restriksiyon motifine bakilmistir. Yapilan
bu molekiiler caligmalar 1rkin aslinda B. licheniformis’ in degil Bacillus mojavensis tiiriiniin
tiyesi oldugunu gostermistir. (Folmsbee ve ark. 2005). Macaristan’ da Phragmites australis
bitkisinin yogun olarak bulundugu iki ayr1 sulak alandan alinan 6rneklerle yapilan bir
calismada Orneklerdeki mikrobiyal kominite arastirilmistir. Yapilan geleneksel morfolojik
ve biyokimyasal testler ve 16S rDNA sekans analizi ile 40 Bacillus ve akraba irki
belirlenmistir (Borsodi ve ark2006). Bir ay boyunca klinik 6rneklerden elde edilen 683

izolatin teshisi i¢in yapilan bir calismada 16S rDNA sekans analizi ile izolatlarin 568’ i
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(%83.17 1) tiir diizeyinde teshis edilirken, 108 izolat (%15.8 1) cins diizeyinde teshis edildi.
Yedi izolat (%1°1) ise tanimlanamadi (Mignard ve Flandrois 2006). 2007 yilinda Fransa’ da
yapilan bir calismada Burkholderia, Ralstonia, Cupriavidus, Comamonas, Delftia,
Acidovorax, Brevundimonas, Herbaspirillum huttiense ve Pseudomonas butanovora bakteri
irklarinin protein kodlayan rpoB, gyrB ve 16S rRNA’ y1 kodlayan genlerine dayanan bir
filogenetik analiz calismasinda her ii¢ gene ait filogenetik agaglar ¢izilmis ve her ii¢ agacin
da genellikle birbiriyle uyumlu oldugu goriilmiistiir (Tayeb ve ark. 2007). Farkli sucul
ortamlardan alinan Bacillus izolatlari ile yapilan bir ¢alismada 16S rRNA sekans analizi ile
B. aquaemaris. B. badius, B. cereusgroup, B. firmus, B. halmapalus, B. hwajinpoensis, B.
litoralis, B. sporothermodurans ve B. viethamensis olmak tizere 9 tiir teshis edildi. Bunlarin
disinda tig izolat ise ancak cins diizeyinde kalabildi ( Ki ve ark. 2008). Tunus’ ta bir giines
tuzlasinda yapilan bakteri tarama ¢alismasinda %5-15’1ik tuzlu su ortaminda gelisebilen 40
bakteri izole edildi. Daha sonra bu izolatlar 16S rRNA gen sekanslama islemiyle
filogenetik olarak karakterize edildi. Calisma ile iki gurup teshis edildi. 36 itk Gamma-
Proteobacteria (%90), 4 1rk ise Firmicutes (%10) gurubuna ait olarak tanimlandi. Bununla
birlikte daha once tanimlanmis tiirler ile karsilasririldiginda, 16S rRNA gen sekans
benzerligi %97 den az olan ve 183ZDO0S, 191ZA02 ve 191ZA09 olarak adlandirilan ii¢
yeni tiir bulunmustur (Baati ve ark. 2009). Italya Sardinya’da 5 yil boyunca Bacillus
thuringiensis subsp. kurstaki’ nin (Btk) insektisidal bir preparasyonuna tabi tutulmus
mantar mesesi alanlarinda Btk’ dan Bacillus® un diger tiirlerine gen transferi ile ilgili
yapilan bir ¢caligmada Btk’dan farkli bir morfolojiye sahip iki koloni izole edilmis ve bu
koloniler yapilan 16S rDNA analizi ve fenotipik (morfolojik ve fizyolojik) karakterlerine
bakilarak Bacillus mycoides olarak teshis edilmistir (Donnarumma ve ark. 2010).Yeni bitki
koruyucular ile ilgili Hindistan’ da yapilan bir aragtirmada topraktan izole edilen bir
bakterinin, 16S rDNA analizi ile B. subtilis tiiriine ait oldugu belirlenmistir (Holzinger ve
ark.2010). Photorhabdus bakteri cinsi ile yapilan bir ¢alismada cinsin bilinen iig tiirii olan
P. temperata, P. luminescens ve P. asymbiotica arasindaki filogenetik iliskiye bakilmistir.
16S rRNA, gyrB(giraz) ve glnA(glutamin sentaz) genlerine dayanilarak yapilan bu
filogenetik ¢alisma sonucu HIT ve JUN olarak adlandirilan iki yeni irk bulunmus ve bu

wrklar P. asymbiotica tiirii i¢inde gosterilmistir (Peat ve ark. 2010). Polifazik taksonomik bir
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calismada Cin, Kenya ve Tanzanya’ daki ii¢ ayr1 hipersalin ve alkalin golden Bacillus
benzeri yedi ayr1 bakteri izole edildi. Bu bakterilerin karsilagtirmali 16S rRNA gen sekans
analizi izolatlarin Bacillus cinsine ait oldugunu gosterdi. Yedi izolat %97.7-99.9 oraninda
16S rRNA gen sekans benzerligi gosterdi ve Bacillus cinsine ait diger tiirlerden ayr1 bir dal
olusturdu. En yakin iligkili olduklar tiir, %92.6-93.8 16S rRNA sekans benzerligi ile
Bacillus agaradhaerens DSM 87217 idi. Bu yedi izolat arasindaki DNA:DNA
hibridizasyon degeri %85-100 arasindaydi. Polifazik karakterizasyona gore bu irklar yeni
bir tiirli temsil ediyordu ve bu tiriin ismi Bacillus locisalis sp. nov. olarak onerildi
(Marquez ve ark. 2011).

Baz tiirlere ait 16S rRNA genleri dizi bilgileri ile elde edilen dizi analizi sonucu
karsilagtirilinca, 16S rRNA genlerinin tiirler arasinda ne kadar iyi korundugu goriilmiistiir.
Elde edilen tiim sonuglar morfolojik sistematik ¢alismalarinin genetik temelli ¢alismalarla
desteklenmesi gerekliligini ortaya koymaktadir. Ayrica, bu ¢aligmada uygulanan
yontemlerin diger Bacillus ailesi iiyelerinde, akrabalik iliskilerinin belirlenmesinde ve elde

edilen profiller sayesinde tiirlerinin teshisinde kullanilabilecegini diisiindiirmektedir.
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