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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

ZEYTIN VE ELMA SiRKESi ORNEKLERINIiN POLIMERAZ ZINCiR REAKSIYON-
DENATURE EDICi GRADYAN JEL ELEKTROFOREZI (PZR-DGJE) TEKNIGIYLE
MIiKROBIYOTASININ BELIRLENMESI

Burcu OKTAR

Silleyman Demirel Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyomiithendislik Anabilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Aytiil BAYRAKTAR SOFU

Bu tez calismasinda, geleneksel yontemle iiretilmis zeytin ve elma sirke
orneklerinin mikrobiyal popiilasyonlarindaki farkhliklarin, DNA dizi analizleri
yapilarak tanimlanmasi hedeflenmistir.

Calismada DNA analizi icin kiltiirden bagimsiz ve hizl bir analiz yontemi olan
PZR-DGJE (Polimer zincir reaksiyonu-denatiire edici gradyan jel elektroforez)
teknigi kullanilmistir. Elde edilen sekanslar ise BLAST programiyla
degerlendirilmistir.

Tez calismasi sonucunda zeytin ve elma sirkesi orneklerinin her ikisinde de
sirke bakterisi olarak bilinden Gluconacetobacter ( Komogataeibacter xylinus)
(% 93 ve % 87 homoloji) grubuna ait DNA’lar bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Sirke, Asetik asit bakterisi, PZR-DGJE Teknigi.

2020, 35 sayfa
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ABSTRACT

M.Sc. Thesis
DETERMINATION OF OLIVE AND APPLE VINEGAR MICROBIOTA BY
POLYMERASE CHAIN REACTION- DENATURATING GRADIENT GEL

ELECTROPHORESIS (PCR-DGGE) TECHNIQUE
Burcu OKTAR
Siileyman Demirel University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Bioengineering

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Aytiil BAYRAKTAR SOFU

In this thesis study, it is aimed to identify the differences in microbial
populations of olive and apple vinegar samples produced by traditional method
by DNA sequence analysis.

In the study, PCR-DGGE technique, which is a culture independent and rapid
analysis method, was used for DNA analysis. The obtained sequences were
evaluated by BLAST program.

As a result of thesis study, DNAs belonging to Gluconacetobacter
(Komogataeibacter xylinus) group (% 93 ve % 87 homology) , known as
vinegar bacteria, were found in both olive and apple vinegar samples.

Keywords: Vinegar, Acetic acid bacteria, PCR-DGGE Technique.

2020, 35 pages
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TESEKKUR

Arastirma icin beni yonlendiren, karsilastigim zorluklara karsi giicli
kalabilmeyi ve ¢6zlim bulmay1 6grendigim, kendime rol model olarak gordiigiim
cok degerli Damisman Hocam Dog¢. Dr. Aytil BAYRAKTAR SOFU’ya
tesekkirlerimi sunuyorum.

Kimya Miihendisligi meslegimi icra ettigim Ergetin Giilyagi A.S.nin Yoneticisi
olan ve egitim hayatimin devamliligl icin benden desteklerini esirgemeyen,
sahada nasil miithendis olacagimi 6greten, hayatimda ikinci rol model olarak
gordiigiim ve ‘Nasil yonetici olunacagim gézlemledigim A. Nuri ERCETIN’e
tesekkirlerimi sunuyorum.

Hayatta bir seyleri basaracagima ytrekten inanan insanlara ve uzakta olsalar da
desteklerini hep hissettigim tiim arkadaslarima tesekkirlerimi sunuyorum.

Son olarak, bu yola ¢ikmamda desteklerini hep hissettigim, annem Havva

OKTAR, babam Mehmet OKTAR ve kardesim Soner OKTAR’a sonsuz sevgi ve
saygilarimi sunarim.

Burcu OKTAR
ISPARTA, 2020
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1. GIRIS

Geleneksel sirke; baslangicta etanol, sonrasinda asetik asit uretmek igin 2
asamall bir fermentasyon (alkolik ve asetik) ile tahil, elma, liziim veya seker
kamisi gibi ham bitkilerden yapilir (Junior, Silva, Leao, & Ferreira, 2014; Budak,
Aykin, Seydim, Greene, & Seydim, 2014).

Sirke Uretimine neden olan mikrobiyota karmasiktir ve asetik asit bakterisine
ait bakteriyel cinsleri icerir. Bunlar; Acetobacter, Acidomonas, Asaia,
Ameyamaea, Gluconacetobacter, Gluconobacter, Granulibacter, Kozakia,
Komagataeibacter, Neoasaia, Saccharibacter, Swaminathania, Tanticharoenia,
Bombella, Commensakibacter, Endobacter, Nguyenibacter, Neokomagataca,
Swingsia olarak 19 adet cins belirlenmistir. Asetik asit bakterilerinin
yetistiriciligi, izolasyonu ve tanimlanmasinin, yasayabilir fakat yetistirilemez
durumunda bulunabilecekleri ve diger mikrobiyal gruplarla rekabet
edebilecekleri ortamlarda 6zellikle kendiliginden fermentasyonda zorlandiklari

bilinmektedir (De Ross ve De Vuyst, 2018).

Gegmisteki bakterilerin  kiiltiir temeline dayanan metodlar sayesinde
mikrobiyota hakkinda énemli bilgiler elde edilmistir, fakat kiiltiirden bagimsiz
molekiiler yaklasimlarin kullanilmasi ile ¢ogu halen tespit edilememis
mikrobiyota bilgilerimizin yanlis ayni zamanda eksik oldugu gorilmiistir
(Hugenholtz ve Goebel, 1980). 21. ylizyila dogru ilerledikce mikrobiyolojide
kiltir bagimh yaklasimlardan ziyade, 6zellikle 16S rRNA geninin dizilenmesi
gibi modern gelismelerin ardindan, saglam/canl bakteri hiicrelerine ihtiyac
duymayan kiiltiirden bagimsiz teknikler 6n plana ¢ikmistir. Bu yontemler son
derece oOzgil ve duyarhdir, oOzellikle de in vitro olarak iretilemeyen
mikroorganizmalar i¢in ekstra avantaj saglamakta hatta dogal ortamlarindan
veya patolojik materyalden alinan patojenler kisa siirede tespit edilebilmektedir
(Austin, 2017). Kiltir ortaminda yetistiriciligi zor olan asetik asit bakterileri
icin de bu kiltiir bagimsiz olan molekiiler yontemlerin kullanilabilirligi

taksonomilerinin gelistirilmesine katki saglayacaktir.



Cogu zaman 16S rRNA (transkripsiyon/eslesme sonrasi) geni (yaklasik olarak
1500 baz-cifti uzunlugundadir); bir taraftan tiim bakterilerde ayni diziye
sahiptir ve son derece korunmus bodlgeler icermektedir. Bunun yanin sira
bakterilerin tiir ve alt tiir seviyelerinde filogenetik ayrimi ve siniflandirilmasina
imkan verecek sekilde farkli genomlar arasindaki evrimsel uzakligina orantili ve

belirli olarak degisiklik gosteren bolgelere sahiptir (Fox vd., 1980).

PZR, 1980’lerden bu yana, mikrobiyolojik etkenlerin belirlenmesinde
vazgecilmez bir ara¢ olmustur ve klinik mikrobiyolojide yaygin sekilde
kullanilmaya baslanmistir. Yeni cihaz ve Termostabil olan polimerazlarin
gelistirilmesiyle birlikte tek hedef niikleik asidin bir saatten kisa siirede
milyonlarca kopyasi elde etmek miimkiin hale gelmistir. Mikroorganizmalarin
tanimlanmalar1 ve filogenetik arastirmalarinda mikrobiyal genomu temsil
etmek tizere 16S rRNA geninin PZR amplifikasyonunu ve Dentiire Edici Gradyan
Jel Elektroforezi (PZR-DGJE) kullanarak amplikonlarin ayrilmasini birlestiren
bir molekiiler parmak izi teknigi, cesitli ¢evresel orneklerde mikrobiyal
topluluktaki varyasyonlarin izlenmesinde basarili sonuglar vermistir (Bartlett
ve Stirling, 2003; Ovreas L vd., 1997; Nakatsu CH, 2007). PZR-DGJE dahil olmak
tizere molekiler tekniklerin analitik basarisi, hiicre liziz etkinligine ve ¢evre
orneklerinden geri kazanilan DNA kalitesine olan bagimliligindan biiytk 6l¢iide

etkilenmektedir (Holland JL vd., 2000).

DGJE, mikrobiyal topluluklarin arastirlmasinda kullanilan en popiler
yontemlerden birisi olan ve 6rneklerdeki DNA parcalarinin karsilastirilmasina
imkan veren molekiiler parmak izi teknigidir. Bu yontemde farkl dizilerdeki ve
boyutlardaki PZR triinleri bir jel ya da kapiler tizerindeki hiz farklarina gore

ayrilmaktadir (Gilbride vd., 2006), bu hiz farkliliklarindan bantlar olusmaktadir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Sirke liretimi

Kodeks Alimentarius Komisyonu (KAK) standartlarina gore sirke, seker
bakimindan zengin ¢esitli kaynaklardan (¢ogunlukla tahil veya meyve) elde
edilen alt tabakalarin cifte fermantasyonundan olusmaktadir (Mas vd., 2016).
Sirke; sindirimi arttirmakta, istah1 wuyarmakta, antioksidan aktivite,
antidiyabetik etki ve antimikrobiyal 6zellik gostermektedir (Ho vd., 2017). Lipid
metabolizmasinin diizenlenmesi, kan glukoz seviyelerinin kontrolii ve kilo kaybi
icin tiiketimi onerilmektedir (Giudici vd., 2009). Ayrica atiklar1 azaltmak i¢in de
bu atiklarin sirke gibi diger tirtinlere dontstiirilmesinde baslangic hammaddesi
olarak kullanilmasinda énemli rol tistlenmektedir (Ho vd., 2017). Standardize
olmus sirke (Tiirk Gida Kodeksi ve USA), en az % 4, Avrupa Birligi’ ne gore en az
% 5 asetik asit icermesi gereklidir. Sirke iiretimi sirasinda, maya olarak sirke
anasi1 ya da bakteri kiiltirleri (saf) kullanilmaktadir. Ayrica sirke, elde edildigi
meyvelerin (elma, liziim, nar gibi.) 6zel bilesimini ve c¢esnisini tasir (Elgiin

2011).

2.1.1. Yavas yontem

Bu yontemde sirkelesme uzun siirmektedir. Fi¢1 ya da damacana gibi bir kap
kullanilmaktadir. Sicak bir ortamda kendi haline birakilir. Saraba baslatici
olarak 1/3 - 1/4 oranlarinda pastorize edilmemis / sliziilmemis keskin sirke
ilavesi yapilir. 25 - 30 °C’ de sicakliklarda 6-8 hafta icgerisinde sirkelesme

tamamlanmaktadir.

2.1.2. Hizhh yontem

Alman ya da jeneratér yontemi olarak da bilinen bu yontem ili¢ boélimden
olusur. Agactan yapilan silindir seklinde tanklar kullanilmaktadir. Ust béliimde
sarap puskirten bir bashik vardir. Tankin ortasinda ise yilizey alanini genis

tutmak amaciyla yerlestirilmis tizerinde sirke bakterileri bulunan odun talasi



bulunur. En altta da olusmus sirke anasi toplanmaktadir. Sicaklik, 29 ile 30 °C’

de tutulmaktadir.

2.1.3. Submers yontemi (Asetator)

Saraba sirke bakterileri ilave edilir ve icerisine hava verilir. Sirke yapilan
kaplara “Asetator” denir. i¢c kisminda sogutucu borular, alt kisminda hava verici
diizeni vardir. Bunlar, paslanmaz c¢elik ya da tahta tanktan olusur

(https://isparta.tarimorman.gov.tr/).

2.2. Asetik asit bakterileri (AAB)

AAB’ler katalaz pozitif, gram negatif, aerobik, oksidaz negatif, spor
olusturmayan, ¢ubuk seklinde, elipsoidal, hareketli veya hareketsiz, hiicreleri
tek, cift ya da zincir seklinde olan mikroorganizmalardir. AAB’ leri hiicrelerinin
genisligi ve uzunlugu sirasiyla 0,4 - 1,0 mm ve 0,8 - 4,5 mm dir. Bu gruptaki
gelisme sicakliklar 5 ile 45 °C arasinda, optimum gelisme sicakhigl ise 25-30 °C
arasinda degismektedir. Bazi tiirleri termotolerant 6zellik gosterebilmektedir.
AAB’leri optimum gelisim pH'’1 5,0- 6,5 degerlerindedir fakat dustik pH (3-4)
degerlerinde de gelisebilmektedir (Sengun ve Karabiyikli, 2011).

2.2.1. Asetik asit bakterilerinin siniflandirmasi

Bu bakteriler, Acetobacteriaceae familyasindandir ve grupta tanimlanmis 19
adet cins bulunmaktadir. Bunlar; Acetobacter, Acidomonas, Ameyamaea, Asaia,
Bombella, Commensalibacter, Endobacter, Gluconacetobacter, Gluconobacter,
Granulibacter, Komagataeibacter, —Kozakia, =~ Neokomagataea, Neoasaia,
Nguyenibacter, Saccharibacter, Swaminathania, Tanticharoenia ve Swingsia

cinsleridir (Sengun, 2015; Trc¢ek ve Barja, 2015).


https://isparta.tarimorman.gov.tr/

Cizelge 2.1. Asetik asit taksonomisi (Sengiin vd., 2016)

Cins Ad1

Acetobacter

Acidomonas
Ameyamaea

Asaia

Bombella

Commensalibacter
Endobacter

Gluconacetobacter

Gluconobacter

Granulibacter

Tur Adi

A. cerevisiae, A. aceti, A. Estunensis, A. cibinongensis, ,
A. farinalis, A. fabarum, A. indonesiensis, A. ghanensis,
A. lovaniensis, A. lambici, A. malorum, A.
nitrogenifigens, A. okinawensis, A. oeni, A. orientalis, A.
orleanensis, A. papayae, A. pasteurianus, A.
peroxydans, A. pomorum, A. persici, A. sicerae, A.
senegalensis, A. syzygii, A. thailandicus, A. tropicalis,
Ac. methanolica

Am. chiangmaiensis

As. bogorensis, As. astilbis, As. lannaensis, As.
krungthepensis, As. siamensis, As. platycodi, As.
spathodeae, As. prunellae

B. intestini

C. intestini

E. medicaginis

Ga. asukensis, Ga. aggeris, Ga. azotocaptans, Ga.
entanii, Ga. diazotrophicus, Ga. johannae, Ga. sacchari,
Ga. liquefaciens, Ga. takamatsuzukensis, Ga. tumulisoli
Ga. tumulicola,

G. cerevisiae, G. albidus, G. cerinus, G. japonicus, G.
frateurii, G. kanchanaburiensis, G. nephelii, G.
kondonii, G. oxydans, G. roseus, G. sphaericus, G.
uchimurae, G. thailandicus, G. wancherniae

Gr. bethesdensis




Cizelge 2.1. Asetik asit taksonomisi (Sengiin vd., 2016) (Devam)

Komagataeibacter K. intermedius, K. europaeus, K. kakiaceti,
K hansenii, K kombuchae, K
medellinensis, K. maltaceti, K. nataicola, K.
rhaeticus, K oboediens, K
saccharivorans, K. Sucrofermentans, K

Xylinus, K. swingsii,

Kozakia Ko. baliensis

Neoasaia N. chiangmaiensis
Neokomagataea Ne. thailandica, Ne. tanensis,
Nguyenibacter Ng. vanlangensis
Saccharibacter Sa. floricola

Swaminathania Sw. salitolerans

Swingsia S. samuiensis
Tanticharoenia T. aidae, T. sakaeratensis

Bircok Acetobacter ve Komagataeibacter susunun, ticari uUriin olan asetik asit ve
sirkenin endiistriyel liretimi icin yararl 6zellikleri oldugu distiniilen asetik asit
ve etanol direncinin yani sira yiiksek asetik asit fermentasyon kabiliyetine sahip
oldugu bilinmektedir. Ote yandan, Gluconobacter suslar1 da cesitli sekerlerin,
seker alkollerinin ve gesitli degerli iriinlerin olusumuna yol agan seker
asitlerinin oksidatif fermantasyonunu gergeklestirme kabiliyetine sahiptir

(Sengiin ve Kilig, 2016; Saichana vd., 2015).

Sirke fermantasyonundan geri kazanimindan daha sik izole edilen AAB lerde
temel dagilim Acetobacter ve Gluconacetobacter cinslerinden Acetobacter
pasteurianus, Gluconacetobacter  xylinus, = Acetobacter  polyoxogenes,
Gluconacetobacter hansenii, Gluconacetobacter oboediens, Gluconacetobacter
europaeus, Gluconacetobacter entanii, Gluconacetobacter intermedius, olarak
bilinen tiirlerdir (Yamada, 2000). Glukonobakter cinsi seker metabolizmasi, C

vitamini ve glukonik asit liretimi gibi bircok biyoteknolojik uygulamada (gida,



ila¢ ve hijyen uygulamalar1 endiistrileri gibi) kullanilmaktadir (Ramachandran

vd., (2006)).

Probiyotiklerin degerli etkileri sustan sustan farkli oldugu icin, spesifik
hastaliklarin diger yontemlerle birlikte 6nlenmesinde yardimc: olabilecek yeni
suslar1 izole etmek ve tanimlamak i¢in c¢alismalar yapilmaktadir. Ayrica
probiyotik bakteriler gastrointestinal kosullara kars: direnclidir (dusik pH ve
yliksek konsantrasyonlarda safra tuzlari) (Sahadeva ve ark., 2011). Bundan

dolayi asetik asit bakterilerin probiyotik 6zellikle kullanilmasi oldukga olasidir.

Bellassoued vd., (2015) c¢alismalarinda elma sirkelerinin mikrobiyolojik
bilesiminin temelini K. xylinus tiriinin olusturdugunu belirtmislerdir. Sekil
2.1’'de Komagataeibacter xylinus asetik asit bakterisinin seliiloz tretimi
sirasinda goriintiilenmis SEM goriintiisi goriintilenmektedir (Iguchi vd., (2000)

ve Hirai vd., (2002)).
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Sekil 2.1. Komagataeibacter xylinus bakterisinin seliiloz iiretimi sirasinda
Scanning electron microscopy (SEM) goriintiisii, Iguchi vd., (2000),
Hirai vd., (2002).

Sengiin ve Kilig (2016), asetik asit bakterilerinde izolasyon, tanimlanma ve

glincel taksonomileri adli derleme c¢alismalarinda, eskiden Acetobacter ve

Gluconobacter olarak sadece iki asetik asit bakteri cinsinin bilinirken, gelisen

tanimlama yontemleri kullanilarak tanimlanmis, 19 adet AAB’si cinsi

bulundugunu belirtmislerdir.

Mamlouk ve Gullo (2013), fermente iceceklerde PCR-DGGE teknigini kullanarak

A. aceti, G. oxydans, A. polyoxogenes, ve Ga. europaeus tirlerini tanimlamislardir.



Valera ve ark. (2015) calismalarinda cilek sirkesinin biyofilminde kiltiire
bagimli ve bagimsiz teknikleri kullanmislar, sirke biyofilmlerinde en yiiksek
tespit ylzdesi olarak Ameyamaea, Gluconacetobacter, Komagataeibacter ve

Tanticharoenia bulundugunu belirtmislerdir.

Milanovic ve ark., (2018), calismalarinda beyaz sarabin asetik fermantasyonu
icin kullanilan ev yapimi yerel sirkeler olan tohum sirkelerindeki bakteriyel
floray1 kesfetmeyi amaclamislar. Bu amacgla, ev yapimi sirke iireticileri
tarafindan saglanan tohum sirkelerinin Illumina dizileme ve PZR-DGJE gibi ileri
molekiiler analizlere tabi tutmuslar. Sonug¢ olarak, o6rnekten direk olarak
kullanilarak gerceklestirilen PZR-DGJE teknigiyle % 97'nin lzerinde dogruluk
saglayan  Acetobacter, Komagataeibacter ve  Gluconobacter tiirlerini

belirlemislerdir.

2.3. Mikrobiyal cesitlilik

Cevre orneklerindeki mikrobiyal kompozisyonlarin farklihgini belirleyebilmek
icin diinyada pek ¢ok arastirma yapilmaktadir. Bunun temelinde yatan sebep
dogadaki bakteriyal farkliliklarin belirlenmesi ile ekolojik sistemlerin ¢alisma

mekanizmalar1 daha iyi anlasilabilir hale gelinecegi inancidir.

Geleneksel teknikler kullanilarak mikroflora ve ekosistemlerin iliskisini
arastirma calismalari, bakterinin kiiltiire edilebilir olmasina baghdir. Bu
yontemler, spesifik ya da spesifik olmayan agarlar lizerinde bakterilerin kiiltiir
edilmesinden sonra olusan kolonilerin izolasyonu ve daha sonra fenotipik
karakterizasyonu  belirleyen = morfolojik ve biyokimyasal analizleri
kapsamaktadir. Fakat, cevre ekoloji arastirmacilar1 agarda kiiltiire edilebilen
toplam bakteri miktarini sadece %1’lik kiiciik bir oran olarak belirtmislerdir
(Amann vd., 1995). Cevre oOrneklerinde bakteriyel flora calismalarinin
artmasiyla; ¢evresel farkliliklara bakteriyel topluluklarin nasil karsilik verdigi,
topluluk i¢cindeki bakteriyel kompozisyonun ve tiirlere bagl olarak birbirleriyle
olan etkilesimlerinin nasil oldugu sorularinin yanitlari alinabilir hale gelmistir

(Amann vd., 1995).



Fenotipik metodlarin; kiiltiire edilebilir olmas1 gerekliligi, ayirt edici giiciintiin
zayif olmasi, arastirmalarinin zahmetli olmasi ve kompleks biliytime kosullarinin
meydana getirdigi baz1 tekniklerin  belirsizligi gibi dezavantajlari

bulunmaktadir.

Alternatif olarak genetopik metodlar bakteriyel DNA ¢alismalar1 olarak
tanimlanmaktadir. Genotipik metodlarin dezavantajlarini ise pahali donanim ve
prosediiriin olmas1 ayrica sik sik ihtiya¢ duyulan veri analizi ¢alismalar

olusturmaktadir (Hovda, 2007).

2.4. Mikrobiyal c¢esitliligin tanimlanmasinda kullanilan molekiiler

yontemler

2.4.1. 16 S rRNA dizi analizi ve bakterilerin tanimlamasi

Bu yontemin temeli niikleik asit kimyasi ve yapisal 06zelliklerinin
belirlenebilmesine, ayirimina yonelmis calismalara dayanmaktadir. RNA'lar
protein ve farkli enzimlerin sentezlenmesini gerceklestiren reaktdrlere benzer
olarak gorev yapar ve hiicre metabolizmasi i¢in gereken enzimleri sentezler ve

genetik kodun ac¢iklanmasini, anlagilmasini saglamaktadir (Jill, 2004).

1980 yillarinda bakteri tamimlamak icin yeni teknikler gelistirilmeye
baslanmistir. Woese (1985) ifadesinde, laboratuvar ¢alismalarinda bakterilerin
yasam formlarin1 belirleyebilen genetik kodlarindaki stabil parcalarin
karsilastirlmasinin ~ yapilmasiyla,  bakterilerin  filogenetik iliskilerini

belirlenebilecegini belirtmistir.

Prokaryotlarin filogenetik arastirmalariyla ilgili gelismeler, ribozomik RNA’'nin
ayrim teknigindeki ilerlemelere sebep olmustur. Elde edilmis sonuglara gore ne
bakteri tiirii, nede cins seviyesindeki ayrimlara imkan vermemis sadece evrim
sirasint belirlemek i¢cin yardimci olmaktadir. RNA’lardan 16 S uzunlugunda
(1500 nt) elde edilen molekiil, daha fazla yarar saglamaktadir (Kolbert ve
Persing, 1999, Bottger, 1989;).



Molekiiler tanimlama yontemleri olan bir¢ok hizli ayrim teknigi, 16S rRNA
lizerinde daha fazla bilgi edinme amaciyla kullanilmistir. Thermus aquaticus’dan
izole edilmis termostabil Taq DNA polimeraz,, PZR teknigini basariyla
uygulamasi, spesifik DNA dizilerini in vitro sartlarda ¢ogaltilabilmesini miimkiin
kilmistir (Kary B. Mullis, 1983). RNA 16 S deki oligoniikleotidlerinin
dizilislerindeki kiyaslama, hem bakteri filogenetigi hem de sistematik
arastirmalar icin kullanilir. Bu molekiiller, bakteriler arasindaki orijinleri ile
iligkilerini gosteren ve evrim safhalarini belirten molekiiler kronometreleri
assimile edebilmektedirler. Modifiye PZR bazli, hedef DNA ve RNA dizilerinin
amplifikasyonu ve tanimlanmasini daha da duyarl, 6zgil yodntemlerin
gelistirilmesine yonelik cabalar takip etmistir (Giovannoni vd., 1990; Bottger,
1989; Ward vd., 1990; Ludwig ve Schleifer, 1994; Muyzer vd., 1993; Amann vd.,,
1995; Harmsen ve Karch, 2004; Head vd., 1998).

2.4.2. Kiiltiire dayali olmayan molekiiler yontemler

Son yillarda kiiltiire dayali olmayan metodlar siit uriinlerindeki mikrobiyal
cesitliligin belirlenmesinde gii¢lii araglar haline gelmistir. Topluluklar:
olusturan bakteriyal populasyonlari1 tanimlamada PZR bazli molekiiler metodlar
kullanilmistir. Kiiltiire dayali olmayan metodlar mikrobiyal populasyonlarin
parmakizi kontroliinde kullanilmakta ve populasyonlar arasindaki iliskiyi,
karsilastirma yapabilmeyi saglayarak (Duineveld vd., 1998; Ampe ve Miambi,
2000) mikrobiyal ekoloji indeksini olusturmada katki saglamaktadirlar. Siit
urinlerinde Laktik asit bakterilerini tanimlamaya yonelik kiltiire dayali
olmayan metodlar arasinda Denatiire Edici Gradyan Jel Elektroforez (DGJE),
Sicaklik Gradyan Jel Elektroforez (TGGE), Floresans In Situ Hibridizasyon (FISH)
ve Tek Parcali Kontrol Edilen Polimorfizm (SSCP) teknikleri bulunmaktadir
(Muyzer vd., 1993; Ercolini vd., 2003; Ogier vd., 2004).

2.4.3. Polimeraz zincir reaksiyonlari (PZR)

Hiicredeki normal sartlarda gergeklesen dogal DNA eslenmesinin laboratuvar

kosullarinda cihazlardan yardim alarak gerceklesmesi olayina denir. PZR
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tekniginin uygulanmas1 1sisal dongu cihazi icinde, in vitro kosullarda
gerceklestirilen, gerekli reaksiyon karisimi kalip DNA'yi, bir ya da iki tane
oligoniikleotid primeri, niikleotid karisimini (ANTPs), DNA polimeraz enzimi,

MgCl2 ve tampon ¢ozeltisini icermektedir. Calismada kullanilacak kalip DNA,

incelenecek mikroorganizmalardan cesitli tekniklerle elde edilir. Primerler,
kalip DNA da ¢ogaltilmak istenen alana 6zeldir ve PZR primerleri genellikle 10
ile 33 adet arasinda baz igerir. Giinimiizdeki PZR tekniginde en yaygin
kullanilan polimeraz enzimi, Taq polimerazlaridir. Bu enzim 94°C gibi ytliksek
sicakliga da dayanikhidir, optimum 72°C sicaklikta calismaktadir. Genomik
DNA'nin kisa oligoniikleotid primerler kullanilarak amplifikasyonu, reaksiyon

kosullar1 ve amplifikasyon protokoliine karsi hassastir. Hedeflenen DNA'nin

oligoniikleotid primeri, konsantrasyonu, Mg+2, DNA polimeraz miktarlari,
yapisma sicakligl ile DNA kalitesi gibi parametreleri DNA amplifikasyonunu
etkiler. Dolayisiyla, bu parametrelerin molekiiler teknik ¢alismalarindan 6énce

optimize edilmesi gereklidir.

Bu teknikte, niikleik asit dizilerinin kalip DNA bagh olarak c¢ogaltilmasi
gerceklestirilmektedir (Kumar, 1989) (Sekil 2.2.).

g 3

DENATURASYON
94°C-97°C

SICAKLIK

47°C-60°C
CIFT ZINCIR DNA
25%

Sekil 2.2. PZR’1n ¢alisma prensibi
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Olusan her DNA sarmali tekrar isitilarak c¢oktiirme (denatiire) edilmekte
boylelikle ayrilmaktadir, bu sekilde olusan zincirlere yeniden primer
baglanmakta, tekrar DNA sentezlenmekte, islem devamli tekrarlanmaktadir. Bu
dongii birka¢ saat icerisinde 20 ile 30 defa tekrarlanmaktadir. Esleme ve

cogaltma hizli bir sekilde gercgeklestigi icin az miktarda bulunan DNA

pargasindan fazla miktarda (2nsay1da, n=dongu sayisi) DNA olusturulur. Sonug

olarak, milyonlarca kopya elde edilmektedir (Kumar, 1989).

PZR metodu adli tiptan ekolojiye ve DNA’'nin teshis ve taniya dayali olan
calismalarindan temeldeki arastirmalara degin bir¢ok alanda uygulanma firsati
bulmaktadir. PZR tekniginin basitligi, hiz1 ve kolaylig1 cabuk bir sekilde bu

teknigin kabul edilmesinin sebebi olmustur (Kumar, 1989).

PZR tekniginin kullanim alanlar su sekildedir:

e Tan1 / Teshis,

 Genetigi Degistirilmis Bitki / Mikroorganizmanin Belirlenmesi,
¢ DNA’sinin Klonlamasi,

e DNA'larindaki Baz Dizilislerinin Belirlenmesi,

e Akrabalik Tespiti (Genetik) ve Adli Tip Olaylarinin Belirlenmesi
2.4.4. Tek parcali kontrol edilen polimorfizm (SSCP)

SSCP teknigi, kiiltiire dayali olmayan metodlardandir. Tek zincirden olusan
DNA'nin molekiil igerisindeki etkilisimi sonucunda zincirlerin farkli formda
katlanip kivrilmasi ile farkli yapilarinin olusmasina, poliakrilamid jelde degisik
hizlardaki haraketi temeliyle kurulmus bir yontemdir. Bu yontemdeki temel
amag¢ mutasyonun bulundugu bélgeyi belirlemektir. DNA molekiiliinde tek baz
farki, mutasyon iceren normal dizide degisik yapi olusturacagindan farklh
yerlerde bantlasma gozlenir. Incelenen normal érnekler arasinda fark
gozlenmesi 6rnegimizde mutasyon oldugunu gosterir. Nokta mutasyonlart DNA
dizi analizleriyle kesin bir bicimde teshis edilebilir fakat taranacak olan DNA
parcasi biiyiidiikce analiz maliyeti ve teshis stiresi artacaktir. Bu durumun

onlenmesi su sekilde olur: mutasyon igerdigi bilinen gen, kisa DNA parcalari
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(200 bp) seklinde amplifiye edilir ve SSCP yontemiyle taranir ve mutasyonun
bulundugu parc¢agik belirlenebilir.

2.4.5. Floresans 1n situ hibridizasyon (FISH)

FISH teknigi, PZR bazli degildir. rRNA'y1 tanitici problarla isaretleyerek
hiicrelerin tanimlanmasinda kullanilan molekiiler tekniklerden birisidir. Hizl ve
yliksek duyarliliga sahip bir tekniktir. Filogenetik, ekolojik ve tanisal
tanimlamada kullanilir (Moter ve Gobel, 2000; Amann vd., 2001).

2.4.6. Sicaklik gradyant jel elektroforezi (TGGE)

Sicakligin etkisiyle DNA yapisinda meydana gelen degismelere bagl olarak
poliakrilamid jel tizerindeki farklilasmanin izlenmesiyle olusan bir tekniktir.
TGGE sadece molekiilleri ayirmaz onlarin erime davranislar: hakkinda da bilgi

verir (Ogier, 2002).

TGGE, DGJE sistemine benzer fakat DGJE’de ¢ozeltiler tarafindan gradyan bir
yap1 olusurken TTGE'de sicaklik gradyani kullanilir. Her iki yontemde farklh
habitatlardaki mikroorganizmalarin genetik cesitliligini ortaya koymak icin

kullanilmaktadir.

Bakteriyel populasyonlarin yapisal analizinde kullanilan DGJE yontemi ile TGGE

yontemi ayni prensibe bagh olarak ¢alismaktadir.

2.4.7. Denatiire edici gradyan jel elektroforezi (DGJE)

Karisik mikrobiyal populasyonun genetik cesitligini dogrudan belirleyen yeni
bir yaklasimdir. DGJE prosediirii, PZR-amplifikasyon (gii¢lendirilmis) 16S rDNA
pargasinin poliakrilamid jel iceren dogrusal bir yapida denatiire edilmis giderek
artan kademeli elektroforez sistemidir. DGJE’'de DNA parcgalar1 ayni
uzunluktadir ve farkh baz cifti dizilimine gore ayrilabilmektedirler (Myers vd.,

1987; Muyzer vd.,1993) (Sekil 2.3.).
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Sekil 2.3. Mikrobiyal gesitliligi tanimlanmasinda kullanilan DGJE yontemi

DGJE’deki ayrim; poliakrilamid jel icerisinde kismen erimis olan DNA
molekiiliintin elektroforetik hareketliligine baghdir. Bu hareketlilik DNA
molekiiliiniin tam helezon formuna gore dustktir (Myers vd., 1987; Sheffield

vd.,1989; Muyzer vd.,1993).

Pargalarin  erimesi ¢ok¢a s6z edilen erime Dboélgeleri {izerinden
gerceklesmektedir. En diistik erime sicakligina sahip erime bolgesi bu sicakliga
DGJE jeli icinde belirli bir pozisyona ulastiginda, helezon form ile kismi erimis
molekiillerin birarada bulundugu bir gecis durumu meydana gelir. Boylelikle
molekiiliin hareketi pratikte sonlanmaktadir (Myers vd., 1987; Sheffield
vd., 1989; Muyzer vd., 1993) (Sekil 2.4.).
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Sekil 2.4. Denatiire Edici Gradyan Jel Elektroforez sistemi

PZR’la amplifikasyonu gerceklesen esit uzunluktaki ¢ift DNA pargalar1 denatiire
edici gradyan poliakrilamit jelde ayrilmaktadirlar. Gradyan oraninin ve erime
bolgelerinin giderek artmasi ile ¢ift DNA pargalarinin ayrilmasi saglanmaktadir.
PZR pargasinin 5’ ucunun sonuna eklenen GC kuyruk tam denatlirasyonu
engellemektedir. DGJE ayrilmasi sonrasinda, jelde her bant teorik olarak, farkl
baz ¢ifti kompozisyonuna sahip spesifik bakterilerin DNA parcalarin1 temsil

etmektedir.

Dizi degisimi erime sicakligindaki farklilikla ortaya ¢ikar. Farkh dizilerdeki 6zel
parcalar kademe icinde farkli pozisyon da jelde hareketlerini sonlandirirlar ve

boylece DGJE ile etkin olarak ayrilmis olurlar (Muyzer vd.,1993).

2.4.8. DGGE yontemine teknik yaklasimlar

DGJE’'de elektroforetik metotla, farkli baz ¢ifti dizilimine sahip fakat ayni
uzunlukta olan DNA parcalarinin arasindaki farkliliklarin belirlenmesinde
kullanilmaktadir. Bu parcalarin DGJE’de ayrilabilmeleri onlarin diferensiyel
denatiire edici profilleri sayesinde olmaktadir. Bu teorik yaklasim (akrilamid

jelin, denatiire edici kosullar1) ilk defa Fisher ve Lerman (1983) tarafindan
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tanimlanmistir. Kisaca, DGJE’de ayni uzunlukta olan DNA fragmentler1 sahip

olduklari farkli dizilere gore ayrilabileceklerdir.

DGJE diisey veya paralel denatiire edici gradyan jelden olusabilmektedir. Diisey
DGJE’de genellikle gradyan aralig1 % 0-100 veya % 20-100 arasinda olmaktadir.
Paralel elektroforezde ise erime davranisina gore deneysel tecriibelerle
optimum gradyan aralig1 belirlenir. Diisey gradyan jelde sadece bir 6rnek veya
karisik amplikonlar yiiklenmekte ve erime davranisina gore calismaktadir.
Paralel DGJE’de ise paralel elektrik alanlar ve daraltilmis denaturant aralig: ile

daha iyi bir ayirma saglanmaktadir (Myers vd.,1987).

Paralel jelde ayni jel tlizerinde bir¢ok Ornek yiiriitilebilmektedir. Farkl
orneklerdeki en iyi ayirmanin optimum siiresi deneysel calismalarla
belirlenmektedir. DGJE’ye genellikle PZR irinu yiklenmektedir. Molekiil
tamamen denatiire olmadan da optimum ¢o6ziintirliik elde edilebilmekte ve PZR
primerlerinden bir tanesini 30-40 bp’lik GC kuyruk eklenerek DNA parg¢asinin
cift iplikcikli, en diisiik erime bolgesinde olmasi temin edilmektedir (Myers
vd.,1985; Sheffield vd.,1989). Alternatif olarak GC kuyrugunun (Sekil 2.5.) ayni
etkisini gosteren kimyasal kuyruklarda PZR primer olarak kullanilabilmektedir

(Fiihr, 1996).
I —
h

o <alip DNA
S ileri primerli GC klemp

mmm  tersine primer

Sekil 2.5. Primeri takip eden GC kuyruk

Kimyasal kuyruklarla birlesmis DNA iplikcikleri kovalent baglanmis olarak
sonlandig1 icin DGJE fragmentlerinde dizi analizlerinde kullanilamazlar. Bantlar

nested primer kullanilmazsa dogrudan yeniden amplifiye olmaktadirlar.



Lerman vd., (1984)'de DNA cift iplikcigindeki erime davranisini bilgisayar

modeli olarak gelistirmislerdir.

Primerlerin ve GC kuyruklerinin yerlesimi DNA'nin erime profili tizerindeki
yerlesme etkisi analizine gore optimize edilebilmektedir. DGJE parmakizinde
bantlar etidium bromide boyasinin etkisiyle goriintiilenebilmektedir. Cogu
duyarli prosediirde ise giimiis boyama kullanilmaktadir (Felske vd.1996).
Glimiis boyama kullanilan jelde hibridizasyon érnekleri kullanilamamaktadir ve
tek DNA iplikeigi fragmenti saptanmaktadir. Ayn1 zamanda SYBER Green I'de
DGJE goriintiillemede alternatif boyalardandir (Muyzer vd.,1997). SYBER Green
boyama arka planda boyama yapmamaktadir, bdylece ¢ok diisiik
konsantrasyonlu DNA fragmenti belirlenebilmektedir. DGJE ekipmanini temin
eden Bio-Rad, INGENY (Leiden, Hollanda), ve CBS Scientific (Del Mar, Amerika)
gibi sirketler vardir (Sekil 2.6.).

Sekil 2.6. Denatiire edici gradyan jel elektroforez cihazi

DGJE sistemi ile goklu numunelerden, hizli bir sekilde DNA pargalarindan olusan
bantlar jelden toplanabilmekte ve birbirleriyle karsilastirma yapilabilmekte,
dizi analizine gonderilerek bantlarin temsil ettigi bakteri tiirleri
tanimlanabilmekte, boylelikle 6rnegin icindeki bakteri florasi hakkinda bilgi
sahibi olunabilmektedir (Sekil 2.7.) (Hovda, 2007).
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Sekil 2.7. Mikroorganizmalarin tanimlanmasinda ve belirlenmesinde kullanilan
DGJE prosesi semasi

Ornekler direk ekstraksiyon sonrasi PZR ile ¢ogaltildiktan sonra DGJE jelde
yuriitiilerek gorintli alinmaktadir. Bantlar kesilmekte sonrasinda dizi analizi
yapilmaktadir. Uygun programlarda veri tabani kullanilarak dizi analizi
sonuglar1 siralanmaktadir, bakteriler arasindaki homoloji yapilarina gore

filogenetik aga¢ olusturulmaktadir (Hovda, 2007).

2.5. Molekiiler metodlarin avantaj ve dezanvantajlari

DGJE analizi baz1 dezavantajlarinin olmasinin yanisira mikrobiyal topluluk
analizlerinde sik sik kullanilmaktadir. DGJE hizli ve tekrarlanabilir
ozelliklerinden dolay1 yliksek oranda tercih edilen bir tekniktir (Cocolin vd.,

2001, Schafer ve Muyzer, 2001; Ercolini, 2004b; Temmerman vd., 2004).

DGJE’de jelde ¢oziiniirlilik azaldigr icin 500 baz cifti (bp) uzunluktaki DNA
parcalart ile limitlidir (Myers vd., 1985). Bu limit faktorii dizi analizinin
performansini ve prob dizaynini etkilemektedir. 16 S rDNA V3 bolgesini hedef
alan tiniversal primerler yaklasik 150-200 bp’dir. V3 bolgesinin ytiksek seviyede

coziinurlige ve ylksek degiskenlige sahip oldugu bilinmesine ragmen kisa dizi
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analizlerinin verilerin karsilastirilmasini1 goreceli olarak vermektedir (Ovreas,

2000). Bu nedenle daima ayni cins i¢inde farklilik goriilmeyebilmektedir.

DGJE’de PZR friinlerinin 6lgmesi ve bant yogunlugunun analizi, farkh tiirler
arasindaki populasyon miktariyla ilgili ekstra bilgiyi verebilmektedir. Bant
yogunlugunun siddeti bakteri tiirtiniin populasyondaki miktar ile ilgili bilgi

verebilmektedir.

Bununla birlikte, bulunan bantlarin, bakteriyal toplulugun dominant tiirleri
olduguna inanilmakta ve DGJE profillerindeki bantlarin goériinmesi veya
kaybolmasinin bakteri sayisindaki artis1 veya azalisi gosterdigi kabul

edilmektedir (Ferris ve Ward, 1997).
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3. MATERYAL-METOD

3.1. Materyal

Bu tez ¢alismasinda Manisa yoresinde yetisen Amasya misket elmasi ve Edremit

zeytini kullanilmistir. Bu tirtinler kendi yoresindeKki iireticilerden temin edildi.

3.2. Metod
3.2.1. Sirke iiretimi

Sirke iiretimi i¢in alkol fermantasyonu hammadde gercgeklestirilir. Alkol orani
% 13 diizeylerine ¢ikarsa, asetik asit bakterileri siv1 yiizeyde geliserek bir zar
(sirke anasi1) olusturmaktadir. Yiizeyde olusmus sirke anasi, etil alkoliin asetik
aside doniismesi olaymi gerceklestirir. (Sekil 3.1.). Islem 28 - 30°C'de
gerceklestirilir (http://blog.yalova.edu.tr/). Zeytin ve elma sirkeleri geleneksel
sirke tretim yontemi ile Uretilmistir. Elma kabuklar kiiclik parcalar haline
getirilip 100 g olarak tartilmistir. Behere 250 ml su ilave edilmis ve ortama 50 g
seker ilavesiyle sirke olusum siireci i¢in beklemeye birakilmistir. Zeytin taneleri
de 100 g olarak tartilmis, behere koyulmustur, tizerine 250 ml su ve 50 g seker

ilave edilmistir.

Sekil 3.1. Sirke iiretimi ve sirke anasinin ayrilmasi
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3.2.2. DNA ekstraksiyonu ve saflastirilmasi

Sirkede olusmus sirke analarindan alinan 6rneklerden direk DNA izolasyonu

yapilmistir.

Numunelerin homojenizasyonunu saglanmis ve numuneler iginde bulunan
bakterilerin DNA’s1 mini kit sistemi kullanilarak iiretici firmanin protokoli
dogrultusunda izole edilmistir. Calisma izolasyonunda QIAGEN DNA izolasyon

kiti kullanilmistir.

Lysis sollisyonu;
- 10 mM Tris-HCL
- 100 mM NaCL
- 1mMEDTA
- % 1’lik Triton X-100

1-2 koloni icin 50 pl lysis soliisyonu kullanilmistir. Suspend edildikten sonra
100°C’de 15-30 dakika kaynatilmistir. Daha sonra 14.000 rpm’de 5 dakika
santrifiijlenmistir. 1 ml peptonlu su igeren 2 ml’lik tiiplere toplanarak DNA

izolasyonuna hazir hale getirilmistir.

Yeni gelistirilen QIAmp (USA) DNA stool Mini Kiti Kullanim Protokolii (Ayttl,
2009):

1. Ornekler (1 g) 15 ml'lik steril tiiplere alinmus, tiiplere 5 ml ASL buffer ilave
edilmistir. Mekanik parcalamay1 saglamak amaciyla cam boncuk ilave
edilmistir(1 g).

2. Ornekler, 95°C’de 10 dakika bekKletilerek, her 1 dakikada 30 sn vorteks
yapilmis, homojenizasyon saglanmistir.

4. Ornekler 8.000 rpm.’de 22 °C’de 5 dakika santrifiijlenmistir.

5. Steril pipetle pelet ve yag tabakasi disindaki supernatant kismi toplanmuistir.
6. Toplanan supernatant kismin tlizerine 1 tane inhibex tablet ilave edilerek 1

dakika inkiibasyona birakilmistir.

21



7.8.000 rpm.’de 22 °C’de 6rnekler 4 dakika santrifiijlenmistir.

8. Steril pipetle pelet kismi1 uzaklastirilmis, supernatant kismi toplanmistir.

9. Supernatant kismin iizerine 4 ml izo promil alkol (-20 °C) ilave edilmistir.
10.8.000 rpm.’de 4 °C’de 6rnekler 15 dakika santrifiijlenmistir.

11. Supernatant kismi uzaklastirildiktan sonra 200 pl ASL buffer ilave edilerek
pellet kismin resuspend edilmistir.

12. Uzerine 200 pl AL buffer ve 15 ul proteinaz K ilave edilmistir.

13. 70°C’de 6rnekler 10 dakika bekletilmistir.

14. Uzerine 200 ul etanol absolute ilave edilir ve 15 sn vortekslenmistir.

15. Spin kolonlara 600 pl 6rnekten koyularak 14.000 rpm’de 1 dakika
santriflijlenmistir.

16. Bos spin kolon alt1 takilarak tekrar 6rnekten 600 pl alinarak 14.000 rpm’de
1 dakika santriftijlenmistir.

17. Spin kolona 400 upl AW1 ilave edilerek 14.000 rpm’de 1 dakika
santriflijlenmistir (Altina yeni bos kolon takilarak).

18. Altina yeni bos kolon takilmis ve 500 AW?2 ilave edilerek 14.000 rpm’de 3
dakika santrifiijlenmistir.

19. Altina yeni bos kolon takilarak 14.000 rpm’de 1 dakika santrifiijlenmistir.
20. 200 pl AE buffer ilave edilerek 1 dakika inkiibasyona birakilmistir (Altina
yeni bos kolon takilarak).

21.14.000 rpm’de 1 dakika santrifiijlenmistir.

22. DNA izolasyonu sonrasinda stok kiiltiir olusturmak amaciyla érnek tiiplerin

tizerine % 20’lik gliserol ilave edilerek -20°C’de muhafaza edilmistir (Sekil 3.2.).

Elde edilen DNA izolasyonlarinda DNA yogunluguna bakmak icin UV-Vis
spektrofotometre kullanilmistir (Sekil 3.3.).
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Sekil 3.2. Elma ve zeytin sirke anasi 6rneklerinden DNA izolasyonu

Sekil 3.3. UV/Vis Spektrofotometre Cihazi

Supernatant kismindan 3 pl alinarak PCR uygulamasi yapilmistir (Bosgelmez,

Tinaz vd., 2008). Daha sonra %1’lik agaroz jel’de 100 V gortintii elde edilmistir.

3.2.3. PZR amplifikasyonu ve DGJE teknigi ile bant eldesi

PZR analizi icin V3 bolgesinin 16S rDNA amplifikasyonu icin V3F ve V3R
evrensel primerleri kullanilmistir (Ercolini vd., 2003, Florez ve Mayo, 2006).
Amplifikasyon sicaklik programlanabilir inkiibator’de gergeklestirilmistir. Final

konsantrayonu 50 pl olacak sekilde DNA karisimi hazirlanmistir (Ercolini vd,,

2003).

PZR trinleri DGGE yontemi kullanilarak (Bio-Rad DCode Universal Mutation
Detection System (Bio-Rad, Hercules, CA, UK) ile analiz edilmistir (Ercolini vd.,
2003; Muyzer vd. 1993). V3 bolgesinin PZR friinleri 200 bp’lik bant
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genigliginde %8 (w/v)’lik polyakrilamid jel kullanilarak goriintiillenmistir
(Ercolini vd., 2003). Elektroforez 50 V’da 10 dakika 170 V’de 5 saat ylirttiilmiis

(Sekil 3.4.), elde edilen gorintiiler jel goriintiileme sisteminde (Sekil 3.5.)
goruntiilenmistir (Ercolini vd., 2003).

4

Sekil 3.4. Jel Elektroforez cihazinda DNA yiriitiilmesi

Sekil 3.5. Jel Gortlintiileme Sistemi cihaziyla goriintii alinmasi
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3.2.4. Dizi (sekans) analizi ve yorumlanmasi

Elde edilen 16 S sekanslari, biyotiplerinin tanimlanmasi i¢in bir BLAST analizine

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/)  gonderilmistir. =~ Bakterilerin  tlirlerini

belirlemek i¢in dizi analizleri Sanger firmasina yaptirilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Geleneksel sirke ve sirke anasi iiretimi

40 giin sonunda beher iizerinde olusan sirke anasi ornekleri (Sekil 4.1.)

ylzeyden steril ortamda toplanmis ve DNA izolasyonu igin -20 °C’ de

muhafazaya alinmistir.

Sekil 4.1. Sirke lizerinde olusmus sirke anasi goriintiisii

4.2. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu tamamlanan numuneler UV /Vis spektrofotometre kullanilarak

konsantrasyonlarina bakilmistir (Cizelge 4.1.).

Cizelge 4.1. UV/ Vis Spektrofotometre

Sample

D Konsantrasyon | Birim |A(260nm) | A(280nm) | 260/280
1 24,224 mg/mL | 0,484 0,263 1,845

2 39,984 mg/mL | 0,800 0,423 1,888

Sonrasinda, 16S rRNA gen amplifikasyonu icin V3 bélgelerindeki gen dizilimini
ifade eden V3 F ve V3 R primerleri kullanilarak PZR yontemi ile bu bolgelerinin
amplifikasyonu saglanmistir. DNA izolasyonu sonrasinda %?1’lik agaroz jelde
gorinti elde edilmistir (Sekil 4.2.) (Muyzer vd., 1999, Ercolini vd., 2003, Florez
vd., 2006).
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4.3. Jel goriintilleme sistemi bant goriintiisii

Sekil 4.2. Bant goriintiisii

4.4.BLAST analiz sonucu filogenetik harita

BLAST analizine gonderilen numunelerin filogenetik haritalar1 ¢ikarilmistir

(Sekil 4.3. ve Sekil 4.4.)
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9 Komagataeibacter xylimus(KY315818.1)
* Komagataeibacter rhaeticus(EU096235.1)
— 9 2 Komagataeibacter xylinus(JQ513852.1)
{ﬂ]{umagatm‘bam hansenii(NR. 118177.1)
{YKomagataeibacter rhaeticus(NR._118187.1)
Komagataeibacter xylinus(JF794014.1)
Komagataeibacter swingsii(NR. 118190.1)
iJ}I{omagataeihadH hansenii(TQ513843.1)
Komagataeibacter oboediens(JQ513858.1)
Komagataeibacter europaens(JQ513861.1)
rl-'n{omagmemamr swingsii(NR. 113400.1)
Komagataeibacter infermedius(NR_113304.1)
Komagataeibacter thaeticus(NR. 113396.1)

Komagataeibacter medellinensis(JX013851.1)
Eomagataeibacter intermedins(JX477650.1)

Komagataeibacter saccharivorans(LN886705.1)
‘/Komagataetbacter nataicola(MF682395.1)
"V Komagataetbacter medellinensis(MF682397.1)
I 0.02 1 L Komagataeibacter saccharivorans(MEF797958.1)
9 Komagataeibacter oboediens(MH424868.1)

Sekil 4.3. Elma sirkesi orneklerinin BLAST analiz sonucu elde edilen asetik asit
bakterileri filogenetik haritasi
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2 Komagataeibacter rhaeticus(EU096235.1)
P

P Komagataeibacter europaeus(MH424847.1)
YKomagataeibacter sucrofermentans(MH424869.1)
PKomagataeibacter maltacetil MH424881.1)
UKomagataeibacter swingsi(MH424885.1)
OKomagataeibacter intermedius(MHS553300.1)

JKomagataeibacter rhaeticus(MF621981.1)
JKomagataeibacter oboediens(MH667310.1)
“Komagataeibacter hansenii(MH109871.1)
“YKomagataeibacter kakiacetifMH845617.1)

P Komagataeibacter europaeus(MH845623.1)
);Knmagataeihacler saccharivorans(MN103851.1)
E}Knmagataeihacler xylinusiMN103854.1)

1 0.04
gknmgataeihacler sp.(MN421548.1)

Sekil 4.4. Zeytin sirkesi 6rneklerinin BLAST analiz sonucu elde edilen asetik asit
bakterileri filogenetik haritasi
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5. SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasindaki temel hedef, geleneksel yontemle iiretilmis elma ve zeytin
sirke  Orneklerindeki genis Olgiide tanimlanmamis mikroorganizma
topluluklarinin sahip olduklar1 16 S rRNA gen amplifikasyonlarinin DNA
izolasyonu sonrasinda PZR-DGJE tekniginin kullanilmasi ile hizli bir sekilde
belirlenmesidir. DGJE sonucunda elde edilen sekanslardaki mikrobiyota
arastirmasinda ve 16 S rDNA dizisinin bilinen akrabalarinin belirlenmesinde
BLAST programi kullanilmistir. Farkli sirke orneklerinin mikrobiyal
popiilasyonlarindaki farkliliklarin ve daha 6énce tanimlanamamis yeni bantlarin

da DNA dizi analizleri yapilarak tanimlanmasi1 amaglanmistir.

Sirke anas1 6rneklerinden direk izolasyon yontemiyle kolonilerden elde edilen
DNA lar PZR ile c¢ogaltilmis, DGJE sonrasi UV 1sik altinda jel goriintiileme
sisteminde umulan boyutlardaki bantlarda gézlenmistir, bu da PZR sartlarinin

ve uygulanan primerlerin ¢alistigini1 gostermektedir.

DGJE sonucu elde edilen bantlar kesilerek BLAST analizine génderilmistir.
Analiz sonucu hem zeytin hemde elma sirke analarinda Komogataeibacter cinsi
asetik asit bakterileri belirlenmistir. Yogun olarak zeytin sirke Orneginde
Komogataeibacter rhaeticus (%93 homolooji) tiirti baskin olarak bulunurken,
elma sirkesi drneginde Komogataeibacter xylinus (% 87 homoloji) tiirti baskin
olarak gozlenmistir. Gelecek ¢alismalar i¢in stok kiiltiir olusturulmus, geleneksel
lretim yontemiyle {lretilen sirke mikrobiyal kiltlirimiiz koruma altina

alinmistir.

Mitrou vd., (2010a, b) ve Petsiou vd. (2014), Geleneksel elma sirkesinden
belirsiz mekanizmalar ile kilo kontrolii ve diyabet tedavisi i¢cin dogal
kaynaklardan biri olarak bahsetmistir. Goh vd., (2012), bu etkilerin sebebi
olarak mikroorganizmalarin gosterebilecegini belirtmislerdir. Bu bakteri
tirlerinin gastrointestinal sistemimizde bulunmasi glikoz emilimini azaltmaya
yardimcr olabilir ve insan bagirsagindaki glikozu seliiloza donitstiirerek kilo

alimini 6nleyebilecegi diisiiniilmektedir.
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Milanovic ve ark., (2018), calismalarinda beyaz sarabin asetik fermantasyonu
icin kullanilan ev yapimi yerel sirkeler olan tohum sirkelerindeki bakteriyel
floray1 kesfetmeyi amaclamislar. Bu amagla, ev yapimi sirke ireticileri
tarafindan saglanan tohum sirkelerinin [llumina dizileme ve PZR-DGJE gibi ileri
molekiiler analizlere tabi tutmuslar. Sonuc¢ olarak, ornekten direk olarak
kullanilarak gerceklestirilen PZR-DGJE teknigiyle % 97’'nin iizerinde dogruluk
saglayan Acetobacter, Komagataeibacter ve Gluconobacter tiirlerini

belirlemislerdir.

Bellassoued vd., (2015) calismalarinda, tez calismamiza benzer olarak elma
sirkelerinin mikrobiyolojik bilesiminin temelini K. xylinus tlriniin

olusturdugunu belirtmislerdir.

Dos Santos ve arkadaslar1 (2014) calismalarinda Komagataeibacter rhaeticus

tiirtinii yeni bir seliiloz iireticisi olarak izole etmistir.

Machado R. T. A. vd., (2016) Komagataeibacter rhaeticus tiiriniin bekteriyal
seliiloz tiretimi icin alternatif bakteri olabilecekleri lizerine ¢alisma yapmuglar,
kinetik calismalar Komagataeibacter rhaeticus'un verim, kalinlik ve su tutma
kapasitesi verilerine gore BC liretmek icin uygun bir bakteri oldugunu ortaya

koymustur.

Bu tez ¢alismasi, PZR-DGJE analizi kullanilarak geleneksel yontemle tretimi
yapilan elma ve zeytin sirkesinde bulunan mikrobiyal farkliliklarin belirlenmesi,
iriniinin tadinda, aromasinda ve tekstiriinde ¢esitlilik gostermesini saglayan
bakteriyel populasyonlar dinamiklerinin tespit edilmesi, sistem performansina
yonelik verilerle desteklenmesi ve starterin etkililiginin belirlenmesi ile
prosesin kontrol altina alinabilmesini saglamasi acisindan biiyiik 6nem

tasimaktadir.
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