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BiR BITKi PATOJEN ADAYI OLAN Cu rtobacterium CINSINE AIT
BAKTERI iZOLATLARINDA GENOMIK KUTUPHANE OLUSTURMA
CALISMALARI
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Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali
Danisman: Prof. Dr. Betiil BURUN
Ikinci (Ortak) Damigman: Yrd. Dog. Dr. Bekir COL
Agustos 2017, 84 sayfa

Bor, diinya ve dzellikle de iilkemiz i¢in stratejik olarak dnemlidir. Ulkemiz, diinyanin
en biiyiik ve en iyi kalitede bor rezervine sahiptir. Bor; cam ve seramik sektorii, tarim
sektorii, kimya, metalurji, malzeme ve demir-gelik sektorleri, orman iirtinleri, mobilya
ve kagit sektorleri, saglik sektorli, enerji sektorii, savunma, havacilik ve uzay
sektorleri, tekstil sektorii, ¢cimento ve yap1 malzemeleri sektorii, madencilik sektorii
gibi bir¢ok alanda yaygin olarak kullanilmaktadir.

Bor ile biyokimyasal ve molekiiler ¢alismalar1 yapabilmek i¢in kullanilacak en uygun
organizmalardan biri bakterilerdir. Bu ¢alismada, Tiirkiye’deki Bor madenlerinden
izole edilmis olan Curtobacterium cinsine ait bazi bakteri izolatlar1 model
organizmalar olarak kullanilmistir. Bu izolatlar laboratuvarimizda 150-200 mM borik
asit iceren besiortaminda cogaltilmistir. Yiiksek konsanstrasyonlarda bor igeren
madenlerden izole edilen Curtobacterium izolatlarinin, bu ortamda yasayabilmek igin
kullandiklar1 gen veya genleri, proteinleri 6grenebilmek miimkiindiir.

Bu tez calismasinda, Curtobacterium cinsine ait BB872Y ve BB62b2Y olarak
kodlanan izolatlarinin genomik kiitiiphaneleri olusturulmustur. Ilk olarak uygun
yontemler ile bakteri DNA’lar1 elde edilerek, Mbol enzimi ile kismi kesime ugratilan
genom pargalara ayrilmistir. Bu genom parcalar1 plazmid olarak kullanilan
pACYCDuet-1 igerisine klonlanarak Escherichia coli igerisinde genomik
kiitiiphaneleri olusturulmustur. BB62b2Y-1 izolatinin genomik kiitiiphanesi i¢in 1800
koloni, BB62b2Y-2 izolat1 i¢in yaklasik 2400 koloni ve BB872Y izolati iginse 14000
koloni elde edilmis ve herbir genomik kiitiphane gliserol stoklar halinde
dondurucuda saklanmistir. Ayrica bu tez kapsaminda genomik kiitiiphane kolonileri
bor seleksiyonuna tabii tutulmustur. Farkli konsantrasyonlar denenerek, bor tolerans
seviyeleri arastirilmistir.



Tolerant olan kolonilerde, BB872Y izolatina ait olan pSKB1h, pSKB3a, pSKB3c ve
pSKB3d plazmidleri; BB62b2Y-1 izolatina ait olan p106 ve pl07 ve BB62b2Y-2
izolatina ait olan pCfl ve pCf3 plazmidleri izole edilmis ve stoklari alinmistir.
Rekombinant plazmidlerin insertlerinde yer alan gen bolgeleri, DNA dizi analizleri
sonucunda; hipotetikal protein, sinyal iletim histidin kinaz senX3, nitrat rediiktaz,
ABC tastyic1 permeaz, kloriir kanal proteini, alfa-galaktosidaz, peptit ABC tastyici
permeaz, peptidil-prolil cis-trans izomeraz, tip | pantotenat kinaz, pantotenat kinaz
proteinleri olarak belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Curtobacterium, Genomik Kiitiiphane, Bor, Tolerans, Gen,
Klonlama
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ABSTRACT

THE STUDIES TOWARDS CONSTRUCTING GENOMIC LIBRARIES OF
BACTERIAL ISOLATES OF A CANDIDATE PLANT PATHOGEN
BELONGING TO CURTOBACTERIUM GENUS

Seda KANLIKAYA

Master of Science (M.S.c.)
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology
Supervisor: Prof. Dr. Betiil BURUN
Co-supervisor: Assist. Prof. Dr. Bekir COL
August 2017, 84 pages

Boron has a strategic importance for the world and particularly our country, which
possesses the largest and the best quality boron reserves in the world. Boron is
commonly used in many areas such as glass and ceramics industry, agriculture sector,
chemistry, metallurgy, materials and iron-steel sectors, forest products, furniture and
paper sectors, health sector, energy sector, defense, aviation and space sectors, textile
sector, cement and building materials and mining sectors.

Bacteria are one of the most suitable model organisms to investigate the relationship
between boron and biochemical and molecular mechanisms. In this study, some
bacterial isolates obtained from the boron mines in Turkey and belonging to the
Curtobacterium genus were used as the model organisms. These isolates were grown
in the medium containing 150-200 mM boric acid in our laboratory. It is possible to
find out the genes or proteins that are needed by the Curtobacterium isolates in order
to survive in the environments containing high concentrations of boron.

In this thesis study, genomic libraries of the BB872Y and BB62b2Y isolates
belonging to Curtobacterium genus were constructed. First, bacterial genomic DNAS
were obtained using the appropriate methods and the genomes were fragmented by
the partial digestion with Mbol enzyme. The genome fragments were then cloned into
the plasmid pACYCDuet-1 to construct the genomic libraries. For the genomic
libraries of BB62b2Y, BB62b2Y-2 and BB872Y, a number of 1800, 2400 and 14000
colonies were obtained, respectively and each genomic library was saved as glycerol
stocks in the freezer. Also, the colonies of genomic libraries were subject to boron
selection and the levels of boron tolerance for the selected clones were determined by
testing under various boron concentrations.

The plasmids pSKB1h, pSKB3a, pSKB3c and pSKB3d from the genomic library of
BB872Y and the plasmids p106, p107, pCfl and pCf3 from the genomic libraries of

vii



BB62b2Y and BB62b2Y-2 were isolated from the tolerant clones and the strains
carrying these plasmids were made into the glycerol stocks.

As a result of DNA sequence analyzes, gene regions within the inserts of the
recombinant plasmids were found to be possibly closely related to the following
activities: hypothetical protein, signal-transduction histidine kinase senX3, nitrate
reductase, ABC transporter permease, chloride channel protein, alpha-galactosidase,
peptide ABC transporter permease, peptidyl-prolyl cis-trans isomerase, type |
pantothenate kinase and pantothenate kinase.

Keywords: Curtobacterium, Genomic Library, Boron, Tolerance, Gene, Cloning
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1. GIRIS

Bor, tabiatta serbest halde az oranda bulunmasma ragmen birgok sektorde
kullanilmakta ve 6nemi her gegen giin artmaktadir. Bor elementi iilkemiz i¢in ¢ok
onemli bir ekonomik degere sahiptir. Diinyada bulunan bor rezervlerinin % 73’{ine
iilkemizin sahip olmasi, yapilacak olan c¢aligmalar agisindan bu degeri daha da
onemli kilmaktadir. Maden ve Kimya sektorii basta olmak ilizere biyolojik 6nemi
acisindan yapilan calismalar dahil birgok alanda kullanilmaktadir. Biyolojik 6nemi
ele alindiginda yapilan galismalar az, fakat elde edilen bulgular Bor elementinin
onemini ortaya koymaktadir. Molekiiler biyoloji yaklasimlar1 ve bunun yaninda
model organizma olarak bakteriler kullanildiginda, Bor’un biyolojik ©Oneminin
anlasilabilmesi acisindan bir bakis agisi olusturur. Bu yiizden bircok agidan

irdelenmesi ve arastirilmasi gereken bir yar1 metaldir (Col, 2011).

Borik asit, en fazla rastlanan Bor bilesiklerindendir (C6l, 2011). Borik asit tiretimi

acisindan tlilkemizde Bandirma’da tesis kurulmustur (TMMOB, 2016).

Bakteriler, yasamlarini ekstrem bor kosullarinda da siirdiirebilmektedir. Bu
kosullardaki mikroorganizmalarin tespiti ve diren¢ mekanizmalarinin anlagilabilmesi,
bilim diinyasinda giderek 6nem kazanmaktadir. Yiiksek bor iceren bu ortamlarda
bakterilerin yasamlarini siirdiirebilmeleri i¢in farkli gen kaynaklarma ve tolerans
mekanizmalarina sahip olmalar1 gerektigi diisiiniilmektedir. Bu bilgiyi kullanarak
tolerans genler ile transgenik bitkiler olusturuldugunda bor seviyesi yliksek
ortamlarda tarmm ilerleyebilecek ve borun biyolojik Onemi daha da merak
uyandiracaktir (Col, 2011).

Bu tez ¢alismasinda model organizma olarak kullanilacak olan Curtobacterium
cinsine ait bazi izolatlar; gram pozitif, mezofilik, zorunlu aerobik, hareketli, katalaz
pozitif ve spor olusturan bir bakteri grubunda yer almaktadir. Curtobacterium
cinsinin, fasulye tiirlerinde bakteriyel solgunluk hastaligma sebep oldugu

bilinmektedir (George vd., 1998).



Curtobacterium cinsine ait bakteri izolatlarmin segilmesinin nedeni bu izolatlarin
borlu ortamda iireyebilmeleri ve ayn1 zamanda da soya fasulyesini enfekte ediyor

olmasidir.

Calismada, 16S rRNA gen dizisine gore %99 oraninda Curtobacterium
flaccumfaciens tiiriine benzerlik gosteren izolatlar kullanilmistir. Laboratuvarimizda
bulunan BB62b2Y ve BB82a2Y izolatlar1 200 mM, BB82b2Y, BB852Y, BB872Y
ve BB87ii izolatlar1 ise 150 mM Borik asit igeren triptik soy broth besiortaminda
yasayabilmektedir. Escherichia coli’ye, Curtobacterium izolatlarindan elde edilen,
bor tolerans geni oldugu disiinilen gen gonderilerek genomik kiitiiphane
olusturulmustur. Genomik kiitiiphane kolonileri, bor seleksiyonuna tabii tutulmustur.
Ardindan yiiksek tolerans gosteren kolonilerin plazmid insertleri sekanslanarak
genler belirlenmistir. Bu c¢alisma, elde edilen gen dizilerinin kodladig: proteinler
biyoinformatik veri tabanlarinda arastirilarak, ne tiir metabolik dongiilerde yer
aldiklar1 ve bu dongiilerin bor ile iliskisinin olup olmadiginin ortaya konmasi

amaciyla ylriitiilmiistiir.

1.1. Kaynak Ozetleri

Diinyadaki 6nemli bor yataklar1 Tiirkiye, Rusya ve ABD’dedir (Bor Sektér Raporu,
2014). Diinya ticari bor rezervleri; ABD Kaliforniya Eyaletindeki “Mojave Coli”,
Giliney Amerika’da yer alan “And Kemeri”, Tiirkiye’nin de yer aldig1 “Giliney-Orta
Asya Orojenik Kemeri” ve Dogu Rusya olmak iizere 4 bolgede toplanmistir (Bor
Sektdor Raporu, 2014). Tirkiye, diinya bor rezervlerinin %73’line sahiptir.
Tiirkiye’deki bor yataklar1 Bigadig/Balikesir, Kestelek/Bursa, Kirka/Eskisehir ve
Emet/Kiitahya’da bulunmaktadir (Bor Sektor Raporu, 2014).

Bor yataklar1 yoniinden ABD %6, Rusya %8’lik paya sahip iken, Tiirkiye %73’liik
pay ile ilk sirada yer almistir (Bor Sektér Raporu, 2014). Diinyada bor rezerv miktar1
her sene degisebilmektedir. 2013 yilinda bilinen bor rezervi 1,3 milyar tondur.
Bor’un kullanim alani genellikle kimyasal agidan oldugu gibi, dogrudan da

kulanilabilmektedir.



Bor iiriinleri; tarim, cam sanayi, kimya ve deterjan sektorii, seramik, elektronik ve
iletisim sektorii, uzay ve hava araclari, niikleer uygulamalar, askeri araglar, yakitlar
ve polimerik malzemeler, nanoteknolojik ¢alismalar ve triinleri, otomotiv ve enerji
sektorii, metalurji ve ingaat gibi pek ¢ok alanda kullanilmaktadir (Bor Sektér Raporu,
2014).

Dogada bulunan bor, oksijen iceren boratlar ve borik asit gibi bilesikler halinde olup,
canlilar i¢in 6nemi biiyiiktiir. Fakat bor bilesiklerinin yiiksek konsantrasyonlar1 bazi
bakteri, bocek ve mantarlar i¢cin toksik Ozellik taswr. Bu yiizden bu bilesikler

bakterilere kars1 antiseptik olarak da kullanilmaktadir (Kartal vd., 2004).

Bor kaynaginin yerine ikamesi olmayan bir¢ok sektor vardir. Bunlardan bazilari;

uzay teknolojisi, enerji sektorii, niikleer teknoloji ve savunma sanayileridir
(YYenialaca, 2009).

1.1.1. Kimyasal ve biyokimyasal acidan bor

Bor, periyodik sistemde {igiincii grubun basinda yer alir. B simgesi ile gosterilen
borun atom numarast 5, atom agirligi 10,81°dir. Bor, metal ile ametal arasi1 yar1
iletken Ozellige sahip bir elementtir. Dogada boraks, koleminat, boronatrokalsit ve

borik asit seklinde bulunur (Eren, 2004).

B10 ve B11 adh iki ayr1 kararli izotoptan olugsmaktadir. B10 izotopu termal ndtron
tutma 6zelliginde olup, bu 6zellik sayesinde niikleer enerji santrallerinde ve niikleer
malzemelerde kullanilabilmektedir. Dogada B10 izotopunun %19,1-20,3 ve Bl1l
izotopunun %79,7-80,9 oraninda bulundugu tespit edilmistir (Dogan, 2012).

Bor ilk defa 1808 yilinda Gay-Lussac, Jacques Thenard ve Sir Humphry tarafindan
Bor Oksit’in Potasyum ile 1sitilmasi sonucu elde edilmistir (TMMOB, 2003).

Yeryiiziinde bor; toprakta genel olarak ortalama 10-20 ppm, deniz suyunda 0,5-9,6

ppm, tath sularda ise 0,001-1,5 ppm araliginda olup, 51. yaygin element olarak kabul
edilmistir (Calik, 2016).

Borik asit; H3BOj3 olarak gosterilir. Beyaz renkte, parlak, altigen olarak kristallesen

ve suda eriyen bir zayif asittir. Endiistride en ¢ok kullanilan bor firiinlerinden



birisidir. Boraks'tan, kernitten, kolemanitten, iileksitten ve borasitten g¢esitli
yontemler ile elde edilmektedir (TMMOB, 2016).

Boraks ve borik asit antiseptik Ozelliklerinden dolayr tip ve eczacilikta genis
kullanim alanlarina sahiptir. Bir ametal olan bor, tek basma degil, ancak ¢esitli
metaller ile birlikte sertlik yoniinden uygun alagim friinlerinin iretilmesinde
kullanilmaktadir (Bor Raporu, 2015).

1.1.2. Bor ve hitkiler

Bor bitkilerde; hiicre béliinmesi, azot metabolizmasi, protein formasyonu, tozlasma
ve tohum olusumu ag¢isindan 6nemlidir. Biitiin bu sayilan hayati fonksiyonlar bitkinin
biiyiimesi, gelismesi, iiriin vermesi ve g¢ekirdek olusmasinda etkilidir. Bor, bitki
gelisimi i¢in toprakta bulunmasi gereken bir elementtir (Bor Sektér Raporu, 2015) ve

birgok bitkinin mikro besin kaynagidir (Demirtas, 2005).

Bundan 94 yil 6ncesinde Warrington (1923), bakladaki besin yetersizliginin kiiltiir
ortaminda bor elementi ile c¢oziilebildigini kanitlamistir. Bu bilgi bize bor

elementinin gerekli bir bitki besin kaynagi oldugu sonucuna ulastirmstir.

Bitkiler  topraklarda var olan mineraller ile Dbeslenme ihtiyaglarini
karsilayabilmektedirler. Yiiksek bitkilerin gelisimi igin gerekli olan 16 temel
elementten biri olarak bor elementi literatiire ge¢mistir. Bu yoniiyle bor, bitki

fizyolojisi ve gelismesinde 6nemli rol oynamaktadir (Dogan, 2012).

Bor, hiicre membranlarinin yapisal biitiinliigii ve fizyolojik fonksiyonlar: iizerinde
belirleyici rollere sahiptir. Bor noksanliginda, hiicre membranlarinin stabilitesi
bozulmakta ve ¢ok gegirgen bir 6zellik kazanmaktadir. Bitkilerin bor beslenme
durumunun belirlenmesinde geng¢ yapraklarmin analizi 6nem tasir ve bor gereksinimi
yiiksek olan bitkilerin beslenmesi yeterli oldugunda yapraklarin genellikle 25 ile 75
mg/kg arasinda bor igerdigi belirtilmektedir (BOREN, 2014).

Bor, oksijen ile bag yapmaya yatkin oldugu i¢in birgok bor oksijen bilesimleri
bulunmaktadir (Dogan, 2012). Asir1 bor, toprakta ve artik sularda bulunur. Bu da
canlilarin biiyiip gelismesini engelleyebilir. Ayn1 zamanda iirlinlerin kalitesini ve

miktarmi azaltir (C6l1, 2011).



1.1.3. Bor ve insan saghgi

Borlu bilesikler insan sagligi alanindaki c¢aligmalarda Onemli bir arastirma
kaynagidir. Saglik sektoriinde bor, antiseptik tiriinlerde, kemik erimesinde yardimci,
destekleyici olarak kullanilmaktadir. Son yillardaki ¢alismalara bakildiginda borlu
bilesiklerin; antimikrobiyal tiriinlerin gelistirilmesinde, kalp krizinde iskemik hasarin
azaltilmasinda, agir metal toksitesine karsi, obezite, prostat kanseri tedavisinde, Bor
Notron  Yakalama Tedavisinde (BNCT), yara 1yilestirme, dermatoloji
uygulamalarinda, organ preservasyonu vb. alanlarda etkili olduguna iligkin bulgular
elde edilmistir. Bor ile ilgili yapilan arastirmalar, hem tedavi edici olarak hem de
saglik sektoriine yonelik malzemelerin gelistirilmesi agisindan Onemli bir firsat

olusturmustur (BOREN, 2017).

1.1.4.Bor ve bakteriler

Ekstremofil olarak adlandirilan; tuz, pH, basing, sicaklik ve radyasyonun yiiksek
oldugu ortamlarda yasayabilen mikroorganizmalar, bir¢ok ilging biyolojik 6zelliklere
sahiptir.  Asmr1  bor ortaminda yasayabilen bakteriler de  ekstremofil

mikroorganizmalara dahil edilmektedir (C61, 2011).

1.1.5. Curtobacterium flaccumfaceins’in genel ozellikleri

Microbacteriaceae familyasina ait Curtobacterium cinsinin tyeleri; peynir
tenekelerinden, hali fibrillerinden, topraktan ve bir¢ok bitkiden izole edilebilir
(Didienne vd., 2012). Curtobacterium ile ilgili baz1 suslar, portakal, kahve, asma ve

kavaklardan i¢ parazit olarak izole edilmislerdir (Bulgari vd., 2014).

Curtobacterium flaccumfaceins; zorunlu aerobik, hareketli, ¢ubuk seklinde gram
pozitif, katalaz pozitif, spor olusturan bakteri tiiriidiir (Collins vd., 1983). Bu bakteri,
Koloni biiyiikliigi 2-4 mm arasinda, mezofilik, polar yada 1 ile 3 lateral flagellaya
sahip, Triptik Soy Broth (TSB) agar besiortaminda iireyebilen, koloniler sar1 renkte,
halkasal, yassi ya da hafif konveks, yari-opak mikrobiyolojik 6zelliklerdedir (EPPO,
1990).



Uluslararasi ticarette, hastalik bulasmis fasulye (Phaseolus) ve soya fasulyesi
tohumlar1 tizerinde hastalik etmeninin tasmmmasi muhtemeldir (Chen vd., 2007). Bu
bakterinin bazi suslar1 da insandan izole edilmistir, Curtobacterium flaccumfaciens

susunun insanlar1 enfekte ettigi de bilinmektedir (Funke vd., 2005).

1.1.6. Bakteriyel solgunluk hastahg:

Curtobacterium flaccumfaciens'in sebep oldugu soya fasulye bakteriyel solgunlugu,
ilk kez 1922'de Giiney Dakota'da bildirilmistir. Buradaki yliksek ovalarda yetistirilen
kuru fasulyelerin, bakteriyel solgunluk hastaligindan dolayr iiretimi ciddi bir
problem haline gelmistir (Harveson vd., 2011). Fabaceae familyasinin iyeleri igin
Curtobacterium flaccumfaciens bitki patojeni olarak bilinir (George vd., 1998). Plant
growth-promoting rhizobacteria (PGPR) (bitki gelisimini destekleyen rizobakteri)
karisimlart bir¢ok salatalik patojenlerinin biyolojik kontroliinii arttirr. Bu konuda
yapilan ¢aligmalar mevcuttur. Elde edilen bulgulara goére Curtobacterium
flaccumfaciens PGPR arasinda yer almistir. Sentetik elisitor Aktigard uygulamasinin
olumlu sonuglar1 gozlenmistir. Dogal yolla enfeksiyonu Vigna spp., Glycine max (L)
ve Pisum sativum L.’da da goriilmektedir. Hastalik semptomlari, fide yapraklarinda
derece derece solgunluk olarak tammlanmustir. Ilk 6nce yaprak kenarlarindan
baslayip ve igeriye uzanan yaygin diizensiz sar1 bolgelerin ortaya ¢ikmasi ve sonraki
asama bunu parankimatik dokularda nekrozun izlemesidir. Bakteriyel solgunluk,
stres altindaki bitkilerde daha fazla ortaya ¢ikabilmekte ve c¢ok erken donemde
Olimcil olabilmektedir. Semptomlar gelismis bitkilerde hastaligim daha yavas
ilerlemesiyle daha az belirgindir ve bakteri canli vaskuler dokularda da kolonize
olabilmektedir. Bulasik tohumlar renksiz, sari-yesil, turuncu ve mor olabilir ama
daha ¢ok gboze c¢arpmayan semptomlar goriilebilmektedir. Curtobacterium
flaccumfaciens toprakta ve/veya tohum igerisinde 2 yil hayatta kalabilme ya da
tohumlar uygun kosullarda saklandiginda bu siire daha uzun olabilmektedir (George
vd., 1998).



Curtobacterium flaccumfaciens tiiriiniin bir susu da UCD-AKU’dur. Bu sus, halidan
izole edilmistir. Hali fibrilleri LB besiyerine yerlestirilmis ve 37°C de gece boyu
inkiibasyona birakilmistir. Buradan alinan koloniler diliisyonlardan gegirilmistir.

Taze besiyerinde biiyiitiilen kiiltiirden genomik DNA izole edilmistir.

Bu izolatlar 16S rRNA sekansina gore 1391R ve 27F primerleri kullanilarak PCR
yapilmig ve tiir tanimlanmistir. TruSeq DNA Sample Prep v2 kit (Illumina) ve
Nextera DNA Sample Prep kit (Illumina) kullanilarak Curtobacterium
flaccumfaciens tiiriiniin kiitiiphaneleri olusturulmus ve 250 bp okuma uzunlugu ile

sekanslanmigtir (Flanagan vd., 2013).



2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal

Balikesir-Bigadi¢ Bor madenlerinden izole edilen (laboratuvarimizda daha once
caligildigindan stoklar1 bulunan izolatlar), 16S rRNA sekans analizlerine gore %99
Curtobacterium flaccumfaciens’e benzerlik gosteren bu izolatlar gliserol stoklar
olarak -80°C’de saklanmustir. Curtobacterium flaccumfaciens tiiriine ait BB62b2Y,
BB82a2Y, BB82b2Y, BB852Y, BB872Y ve BB87ii izolatlarinin genomik DNA’s1
elde edilmistir. Genomik DNA izolasyonu, fenol-kloroform metodu (Sambrook,
2006) ile gergeklestirilmistir. Her bir izolat i¢in genomik kiitiiphane ¢aligmasi
denenmis, Curtobacterium flaccumfaciens tirii olan BB62b2Y ve BB872Y
izolatlarindan elde edilen sonuglar daha verimli oldugu i¢in, bu izolatlar ile

calisilmaya karar verilmistir.

2.2. Yontem

2.2.1. Genomik DNA izolasyonu

Genomik DNA elde edilmesi igin, gliserol stoklardan alinan bakteri 6rneklerinin
TSB agar besiortamima tek koloni ekimi yapilmistir. Ekimi yapilan izolatlarin besi
yerlerindeki kontaminasyon durumlarin1 kontrol etmek ve koloni morfolojilerini
incelemek amaciyla faz kontrast mikroskobunda incelemeleri yapilmistir. Kontrolleri
yapilan ve saf olduklarindan emin olunan kolonilerden bir tanesine 0ze ile
dokunularak TSB agar besiortamma yayma ekimi yapilmistir. Genomik DNA
izolasyonu igin yayma ekimi yapilan izolatlar 6ze ile almarak 500 ul steril Fosfat
Buffer Saline (PBS) igerisinde ¢6ziinmiis, vorteks yapilmis ve 13.300 rpm’de 5

dakika santrifiij edilerek siipernatant atilmis ve pellet alinmigtir.
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DNA elde edilebilmesi i¢in saf kolonilerden pellet alinmasi ¢ok biiyiikk 6neme
sahiptir. Optimize etmek amaciyla ve ligasyon asamalarinin tekrarlanan galigmalar
olmasindan dolayi, elde edilecek olan genomik DNA’larin safliklar1 ve
konsantrasyon degerleri (ug/ nl) dnemlidir. Bu yiizden bol miktarda DNA izolasyonu
(fenol-kloroform yontemi veya kit ile) gerceklestirilmesi gerekmektedir. Alinan
pelletten genomik DNA izolasyonu, klasik fenol-kloroform metodunun (Sambrook
vd., 2006) optimizasyonu ile gerceklestirilmistir. Uygulama asagida belirtildigi gibi
yapilmistir.

Hiicre pelletlerine 567 ul Tris EDTA (pH 8) eklenerek pipetaj yapilmis ve pelletler
¢oziilmistiir. 10 mg/ml hazirlanan lizozim ¢ozeltisinden 142 pl eklenmistir. Tiipler
alt st edilerek ve 37°C*de 15 dakika inkiibasyona birakilmistir. 65 pl %10’luk SDS
cozeltisi ve 3 ul 20 mg/ml Proteinaz K ¢o6zeltisi eklenerek, hafif bir sekilde
vortekslenmistir. 37°C’de 1 saat inkiibasyona birakilmistir. Sonra 5 M NaCl’den 200
ul ve CTAB/NaCl’den 80 pl eklenip vortekslenmis, 65°C’de 10 dk inkiibasyona
birakilmistir. Esit hacimde fenol-kloroform:izoamil alkolden (25:24:1) eklenerek alt
iist edilmis ve beyaz renk goriiliinceye kadar vortekslenmistir. Sogutmali santrifiijde
+4°C’de 13500 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Ust faz alinip 2. kez esit
hacimde fenol:kloroform:izoamil alkol (25:24:1) ile islem tekrarlanmistir. Ust faz
almip, esit hacimde kloroform-izoamil alkol (24:1) eklenerek ters yiiz edilmis ve
beyaz renk goriiliinceye kadar vortekslenmistir. Sogutmali santrifiijde +4°C’de 13500
rpm’de 5 dakika santrifiijlenmistir. Ust faz almarak 600 pl izoprapanol eklenmistir.
DNA’nm presipite ettigi (¢oktiigli) gozlemlenene kadar alt {ist edilmistir. -20°C’de 40
dakika inkiibe edilmis ve ardindan 13500 rpm’de 20 dakika santrifiijlenmistir.
Siipernatant dikkatlice dokiilmistii. DNA pelletleri lizerine 80 pl %70’1lik etanol
eklenerek, oda sicakliginda 13500 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmis, DNA
yikanmigtir.  Tiipler 37°C’de 10 dakika kurutulmaya birakilarak alkol
uzaklastirilmustir. Pellet tizerine 50 pl steril distile su eklenerek 56°C’de 45 dakika
inkiibe edilmistir. 10 mg/ml RNaz’dan 5 pl eklenerek 37°C’de 45 dk inkiibe edilmis,
ardindan 65°C’de 20 dakika bekletilmis ve RNA’lar uzaklastirilmistir. Genomik
DNA izolasyonu verilerini inceleyebilmek ve yorumlayabilmek igin %0,81ik agaroz

jele 3 ul yliklenerek UV cihazinda goriintiisii alinmustir.



2.2.2. Vektor olarak kullanilacak olan plazmidin se¢imi ve izolasyonu

Laboratuvarimizda pACYCDuet-1 plazmidinin yani sira pHY300PLK, pDG1737,
pBK-CMV, pUC19, pK-18, pZero, pPCDNA4/TO ve diger baz1 vektor sistemleri de
bulunmaktadir. Ancak laboratuvarimizda daha onceki ¢alismalarda optimizasyonu
gerceklestirilmis olan pACYCDuet-1 (Novagen) plazmidinin  vektér olarak

kullanilmasina karar verilmistir.

pACYCDuet-1 plazmidi ayn1 zamanda, kloromfenikol (cm) antibiyotik rezistans
kaseti icermektedir. Oncelikle, pACYCDuet-1 plazmidi haritas1 incelenmis,
klonlama yapilmast icin restriksiyon enzimlerine karar verilirken haritalar1 goz
Oniinde bulundurulmustur. Genomik DNA’nin kismi kesimi ile, klonlanacak olan
plazmidin uyumlu kesim uglar1 dikkate alinarak MCS1 bdlgesinde bulunan BamHI

kesim bdlgesinin kullanilmasina karar verilmistir.

2.2.3. pACYCDuet-1 plazmidinin izolasyonu

Plazmid izolasyonu, Qiagen Plasmid Mini Prep Kit veya Fermentas Plasmid Mini
Prep Kit kullanilarak gergeklestirilmistir. Plazmid DNA’s1 izolasyonu i¢in ilk olarak
plazmidler, 1s1 soku yontemi kullanilarak Escherichia coli DH10b susuna
aktarilmustir. Transformasyon sonrasi, pACYCDuet-1 plazmidi ile transforme olmus
E. coli DH10b suslarmi segebilmek igin, plazmidin tasidigi antibiyotik direng
kasedine gore direng sagladigi antibiyotikli Luria Bertani (LB)-Agar besiortamina
ekilmis ve 48 saat boyunca inkiibasyona brrakilmistir. Gelisen koloniler 6ze ile
alinarak 250 ul PBS igerisinde ¢oziilmiistiir. Bu ¢6ziilmiis pACYCDuet-1 plazmidini
tagtyan DH10Db susu, 13.300 rpm’de 5 dk santrifiij edilerek siipernatant atilmis, pellet
elde edilmistir. Alinan pellet ile pACYCDuet-1 plazmid DNA izolasyonu, plazmid
izolasyon Kkitlerinin protokolleri uygulanarak gerceklestirilmistir. Plazmid DNA

izolasyon igleminin sonucu, %0,8’lik agaroz jele 3 pl yiiklenerek gézlemlenmistir
(Ausubel vd., 2003).
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2.2.4. Vektor olarak kullamlacak olan pACYCDuet-1 plazmidinin restriksiyon

endoniikleaz enzimleri ile kesimi

Vektor olarak kullanilacak olan plazmid pACYCDuet-1, BamHI restriksiyon

endoniikleaz enzimi ile asagida belirtildigi gibi kesilmistir.

Plazmid izolasyonu isleminden sonra; elde edilen plazmid DNA’s1 3 pg olacak
sekilde gerekli miktarda (ul) (her DNA i¢in farkli miktarda olabilir) plazmid alinarak,
2 ul BamHI Buffer, 1 pl BamHI restriksiyon endoniikleaz enzimi ve distile su
miktarlarina karar verilerek bir tiipte toplam 20 pl olacak sekilde, 3 ayri tiipte 16 saat
boyunca 37°C’de inkiibasyona birakilmistir. 16 saat sonunda tiipler restriksiyon
enziminin inaktif hale gelebilmesi i¢in, 65°C’de 20 dakika inkiibe edilmistir.
Ardindan 60 pl kesilmis plazmid DNA’s1 15 pl 6X Dye Loading ile birlestirilerek
%0,8’lik agaroz jele yliklenmistir. UV’de goriintiisii almarak bistiiri ile plazmid
DNA’s1 jelden kesilmis, darasi alinan 1,5 ml’lik tiiplere konulmustur. Fermentas
GeneJET Jel Extraction Kit (#K0691)’i kullanilarak jelden saflastirma yapilmistir. 20
ul distile su ile kesilen ve saf hale getirilen plazmid DNA’s1 eliisyon edilmistir.
Plazmid DNA’sinin restriksiyon enzimleri ile kesim isleminin sonucu, %0,8’lik

agaroz jele 1 pl yiiklenerek gozlemlenmistir (Ausubel vd., 2003).

2.2.5. pACYCDuet-1 plazmidinin restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile

kesiminin kontrolii

BamHI restriksiyon endoniikleaz enzimi ile olasi kesimi yapilarak dogrusal hale
getirilmis, ardindan jelden arindirilmis ve pACY CDuet-1 plazmidlerinin tamaminin
kesilip kesilmedigi kontrol edilmistir. Bunun i¢in jelden arindirma asamasindan
sonra elde edilen plazmidlerden 1 pl, kompetent hiicre siispansiyonlarma (E. coli
DH10b susu) 1s1 soku yontemi ile aktarilmistir. Transformasyon sonrasinda
kloromfenikol (25 pg/ml) iceren LB agar besi yerlerine ekim yapilarak plazmid
kesimleri kontrol edilmistir (Ausubel vd., 2003).
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2.2.6. Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP) ile kesilen plazmid DNA’sinin

defosforilasyonu

Plazmid, kesim sonucu dogrusal hale getirilmis ve ardindan defosforilasyon islemine
tabii tutulmustur. pACYCDuet-1 (pDuet) plazmid DNA’lar1 optimum kosulda
(ortamda ligaz eklenmesi durumunda) tekrar self-ligasyona ugramamasi igin 1 pl
SAP enzimi ile 5’-PO4 uglar1 alinmistir. 3 tiipte BamHI restriksiyon endoniikleaz
enzimi ile kesimi yapilan pDuet plazmidi, her tipe 1 ul SAP enzimi ve 2 ul SAP
Buffer eklenerek, 1 saat 37°C’de inkiibe edilmistir. Daha sonra ornekler, alkalin
fosfataz enziminin inaktive edilmesi icin 65°C’de 20 dakika bekletilerek, plazmid
DNA’s1 defosforile edilmistir. 3 tiip birlestirilerek toplam 60 pl 6rnek tizerine 15 pl
6X Dye Loading eklenerek biiyiik kuyucuklara yiiklenmis ve %0,8’1ik agaroz jelde
goriintiilenmistir. Agaroz jel goriintiisii alindiktan sonra jelde goriilen bant kesilerek,
UV’de darasi1 aliman tiiplere konulmustur. Tiiplerin 6l¢iimleri alinarak Fermentas
GeneJET Gel Extraction Kiti (#K0691) protokoliine uygun olarak optimize
edilmistir. Plazmid DNA’sinin restriksiyon enzimleri ile kesimi ve jelden saflastirma
isleminin sonucu, %0,8’lik agaroz jele 1 pl yiiklenerek gozlemlenmistir (Ausubel
vd., 2003).

2.2.7. Plazmid DNA’sinin defosforilasyonunun kontrolii

BamHI restriksiyon endoniikleaz enzimi ile kesilereck dogrusal hale getirilen
pACYCDuet-1 plazmidinin SAP enzimi ile tamammin defosforile olup olmadigi
kontrol edilmistir. Bir tiip icerisine defosforilize edilen plazmidlerden 1 pl alinmais, 1
ul T4 DNA ligaz enzimi, 1 pl T4 DNA ligaz tampon ¢ozeltisi ve 7 ul steril distile su
ile toplam 10 pl’ye tamamlanarak, 16°C’de 16 saat boyunca ligasyona birakilmistir.
Gece boyunca 16°C’de ligasyon gerceklestirildikten sonra ertesi giin 2 pl ligasyon
karigimi, kompetent E. coli (DH10b susu) hiicre siispansiyonlarina 1s1 soku ile
transforme edilmistir. Transformasyon sonrasi kloromfenikol (25 pg/ml) iceren LB
agar besiyerlerine ekim yapilmistir. Boylelikle plazmidlerin defosforilasyonu kontrol

edilmistir (Ausubel vd., 2003).

12



2.2.8. Genomik DNA’nin restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile kismi kesimi

Oncelikle izole edilmis olan tiip i¢erisindeki genomik DNA’nmn miktarmi belirlemek
amaciyla spektrofotometre cihazinda absorbans 260 nm’de Olglimii yapilmistir.
Genomik DNA’nin, Mbol restiksiyon endoniikleaz enzimi ile kesilmesi planlanmisg
ve Oncesinde konsantrasyonunun 10 pg olmasi gerektigi bilgisine gore biiylik insert
iceren genomik kiitiiphaneler elde etmek icin genomik DNA kesimi optimize
edilmeye calistimistir. Oncelikle genomik DNA’nin 1500 kb-5000 kb arasinda

olmasi istenmektedir.

Bir tiip igerisinde miktar1 belirlenen genomik DNA, 5 pl Mbol (1/100 diliisyon)
restriksiyon enzimi, 3 pul Mbol Buffer ve toplamda 20 ul olacak sekilde distile su ile
tamamlanmis ve tiipiin agz1 parafilm ile kapatilmistir. DNA kesimi i¢in uygun siireyi
belirleyebilmek amaciyla 37°C’de 5, 10, 15, 20 ve 25 dakika araliklar ile kesim
yapilmistir. 37°C’deki tiiplerin her birinden belirlenen stireler (5, 10, 15, 20, 25
dakika) sonunda 4 pul alinarak tiiplerin agzi1 parafilm ile kaplanmig ve restriksiyon
enziminin inaktif hale gelebilmesi i¢in 65°C’de 20 dakika inkiibe edilmistir.
Ornekler, swrasiyla %0,8’lik agaroz jele vyiiklenerek, UV cihazinda goriintiisii
alinmustir. Elde edilen sonuglara gore 25 dakika kesime karar verilmistir. 3 ayr1 tiipte
ayni miktarlarda kesim yapilarak, 6rnekler birlestirilip 60 pl 6rnek ve 15 pl 6X Dye
Loading %0,8’lik EtBr’siiz agaroz jele yiiklenmistir. Marker, EtBr eklenerek
yiklenmis, UV’de jelden kesimi, marker g6z Oniine alinarak yapilmistir. Jelden
kesimi yapilan ornek Fermentas Genelet Gel Extraction Kiti (#K0691) protokolii

uygulanarak, %0,8’lik agaroz jelde 1 ul goriintii alimmustir.

2.2.9. Ligasyon

Mbol restriksiyon endoniikleaz enzimi ile kesilen genomik DNA ve BamHI
restriksiyon endoniikleaz enzimi ile kesilen plazmid DNA’s1 tek tiipte birlestirilerek,

T4 DNA Ligaz ile ligasyona birakilmistir (Ausubel vd., 2003).

Genomik DNA; Mbol restriksiyon endoniikleaz enzimi ile dogrusal hale getirilerek
saflagtirma yapilmistir. Genomik DNA ve plazmid DNA’larinin, Real-time PCR’da

SYBR green ile konsantrasyonlar1 6l¢tilmiistiir.
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Konsantrasyonlarina gore plazmid:insert orani, 1:1, 1:3 ve 1:4 olarak hesaplanarak
ligasyon isleminde kullanilacak miktar belirlenmistir. Defosforile plazmid DNA’s1
ve Curtobacterium izolatinin DNA fragmentleri belirlenen miktarda alinarak, 1 pl T4
DNA Ligaz, 2 ul T4 DNA Ligaz Buffer eklenerek toplamda 20 pl’ye tamamlamak
iizere distile su kullanilmigtir. 16°C’de 16 saat boyunca ligasyona birakilmistir. Ertesi
giin 2 pl ligasyon karisimi, 1s1 soku ile E. coli DH10b susuna transforme edilmistir
(Sambrook, 2006). Her izolat i¢in konsantrasyon farkli oldugundan, genomik DNA

konsantrasyonu degismekte ve buna bagli olarak plazmid orani1 da degismistir.

2.2.10. Is1 soku yontemi ile E. coli’ye transformasyon ve seleksiyon

Transformasyon i¢in ilk olarak E. coli hiicrelerinin kompetent hale getirilmesi
gerekmektedir. Bu islem i¢in 6ncelikle DH10b susu LB agar besiortamina tek koloni
olarak ekilmis, 37°C’de inkiibasyona birakilmigtir. Ertesi giin tek diisen koloni,
kiirdan ile dokunularak 5 ml LB sivi besiortaminda biyiitiilmiis, 37°C’de 150 rpm
calkalamali olarak inkiibasyona bwrakilmistir. 5 ml LB’de biiyliyen hiicrelerin
tiirbidimetrede yogunluk Olgiimleri yapilmistir. OD degeri 0,5 olana kadar DH10b
hiicreleri 37°C de 200 rpm calkalamali olarak inkiibasyona birakilmistir. OD 0,5
degerindeki hiicrelerden 1 ml alinarak 100 ml’lik LB besiortamimna aktarilmistir. 1
saat sonra spektrofotometrede kor 1 ml LB olmak {izere 6l¢timii yapilmustir. Hiicreler
OD 0,5 oldugunda, 50 ml olarak 2 falkon tiipiine boliinmiis ve +4°C’de sogutmali
santrifiijde 4000x-g’de 5 dakika santriflij edilmistir. Siipernatant atilarak pellet ile
devam edilmistir. 2 falkon tiiptindeki pelletlerin iizerine 5 ml soguk 0,1 M MgCl,
eklenerek hafif bir pipetleme yapilmis, sonrasinda tek falkon tiipiinde birlestirilerek
0,1 M MgCl, ile 24 ml’ye tamamlanmistir. 30 saniye buz tizerinde bekletilerek,
+4°C’de sogutmali santriftijde 4000x-g’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatant
atilarak pellet ile devam edilmistir. Pellet tizerine 5 ml soguk 0,1 M CaCl, eklenerek
hafif pipetleme yapilmis ve 0,1 M CaCl, ile 24 mI’ye tamamlanmustir. 30 saniye buz
iizerinde bekletilerek, +4°C’de sogutmali santrifiijde 4000x-g’de 5 dakika santrifiij
edilmistir. Siipernatant atilarak pellet ile devam edilmistir. Pellet iizerine 4,3 ml
soguk 0,1 M CaCl, ve 700 ul %100 gliserol eklenip pipetleme yapilmistir, boylece

Kompetent hiicreler hazir hale gelmistir.
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1,5 ml’lik tiiplere 100’er pl olacak sekilde boliinmiistiir. Kompetent hiicreler, -
80°C’de saklanmistir. Hazirlanan kompetent hiicre siispansiyonlarina 2 pl ligasyon
karigimi eklenerek, buz iizerinde 30 dakika bekletilmis, ardindan 42°C’de 1 dakika
45 saniye brrakilmistir. 1 ml LB besiortaminda 37°C 150 rpm’de 3,5 saat ¢alkalamali
inkiibasyondan sonra 8.000 g’de santrifiij edilerek, siipernatanttan 50 pl ¢ekilerek
pellet ¢oziilmiis, uygun antibiyotik (6rn; 25 pg/ml kloromfenikol) iceren LB agar
besi yerlerine drigalski ile yayma ekim yapilmistir (Sambrook, 2006).

2.2.11. Rekombinant plazmidlerin stoga alinmasi, genomik Kkiitiiphane

olusturma

Toplamda 20 pl olan ligasyon karigimindan, 2 ul kompetent hiicrelere eklenerek
transformasyon sonrasit koloniler elde edilmistir. Geriye kalan 18 ul ligasyon
karigimi1 2’ser pl olmak tizere 9 kompetent hiicre siispansiyonlarina ilave edilerek
sonucta binlerce koloni elde edilmistir. Otoklavlanmis steril 50 ml’lik falkon
icerisine, filtreli pipet ucu ile 1,5 ml steril PBS eklenmistir. Elde edilen koloniler 6ze
ile toplanarak PBS igerisinde hafif pipetleme yapilmis ardindan vorteks yapilarak
¢oziilmiistiir. Ornek yogun oldugundan, iizerine 500 ul daha PBS eklenerek tekrar
vortekslenmistir. Son gliserol konsantrasyonu yaklagik %15-20’ye gelecek sekilde 2
ml %30’luk gliserol eklenerek, pipetleme yapilmis ve stok hazirlanmistir. Ik olarak
4 adet 1,5 ml’lik steril plastik tiiplere 60 pl, kalan stok 3 cryo tiiplerine yaklasik 1 ml
olacak sekilde dagitilmistir. Plastik tiiplere ayrilan genomik kiitiiphane stoklar1 -80
°C’de saklanmaktadir. Stok tiiplerinin iizerinde stok alanin ismi, olusturulan genomik
kiitiphanenin ismi ve tarih yazilarak saklanmistir. Diger izolatlar i¢cin de ayni
islemler yapilarak olusturulan genomik kiitiiphane stoklari, bor seleksiyon iglemleri

icin kullanilmak tizere saklanmustir.

2.2.12. Genomik kiitiiphanenin bor seleksiyonuna tabi tutularak bor toleransina

sahip klonlarin bulunmasi

Transformasyondan sonra elde edilen binlerce koloniden bora direng gosterenlerin

secilebilmesi i¢in farkl seleksiyon yontemleri denenmis (direkt ekim ile seleksiyon,
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cizgi ekim ile seleksiyon, zenginlestirme ile seleksiyon) ve bu yontemlerin her biri

kendi igerisinde optimize olan yontemlerdir (C61, 2011).

Farkli seleksiyon yontemleri ile Bor toleransina sahip olarak belirlenen koloniler

‘Bor Tolerans Nokta Testi’’ne tabii tutulmustur (Ausubel vd., 2003).

Borun farkli konsantrasyonlar1 (50 mM, 80 mM, 90 mM, 100 mM, 110 mM, 120
mM, 140 mM) denenerek, her 6rnek i¢in tolerans esik degeri bulunmustur. Yiksek
konsantrasyonlarda bora karsi tolerans gosteren bu klonlardan rekombinant
plazmidler izole edilmistir. Rekombinant plazmidler sekanslanarak, genomik DNA
fragmentleri tespit edilmis, niikleotid dizileri belirlenmis ve c¢esitli biyoinformatik

analizler ile degerlendirilmistir.

Bor tolerans nokta testi dncesinde Bor’a direngli kolonilerin seleksiyonu 3 farkli
yontem ile yapilmistir. Bu teknikler, Direkt ekim yontemi ile seleksiyon, Cizgi ekim
yontemi ile seleksiyon, Zenginlestirme (Enrichment) ile seleksiyon yontemleridir.

Biitiin teknikler kendi iclerinde farkli optimizasyon asamalarindan gec¢irilmislerdir
(Col, 2011).

2.2.12.1.  Direkt ekim yontemi ile seleksiyon

Elde edilen genomik kiitiiphane stoklarinin her birinin 60 pl’si seleksiyon
islemlerinde kullanilmak tizere ayrilmis idi (bkz 2.11). Bu stok eritilerek, tizerine 500
ul PBS eklenmistir. Hafif pipetleme ve vorteksleme yapilarak homojen hale
getirilmistir. 100 pl genomik kiitiiphane stogunun iizerine 900 pul PBS eklenerek
toplamda 1 ml’e tamamlanmis ve kontrol (blank) 1 ml PBS olacak sekilde
spektrofotometre cihazinda absorbans 600 nm’de Olgiimii yapilmustir. Olglimii
yapilan genomik kiitiiphane stogu 1/10 diliisyon g6z Oniine alinarak 2,88
bulunmustur. Baglangi¢ i¢in istenilen OD 0,5 olmalidir. Bu yiizden 500 pul’sinde OD
0,5 olabilmesi i¢in genomik kiitiiphane stogu 86,80 pl olmalidir. 500 ul PBS
icerisinden 86,80 pl alnip atilmig, yerine 86,80 pl genomik kiitiiphane stogu
eklenerek tekrar 500 pl’ye tamamlanmustir. Farkli bor konsantrasyonlarinda (0 mM,
100 mM, 110 mM ve 120 mM borik asit), kloromfenikol (25 pg/ml) antibiyotigi
iceren LB agar besi yerlerine bu stoktan 50 pl olacak sekilde drigalski ile yayma

ekim yapilmigtir.
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37°C’de inkiibasyona birakilarak, giinliik koloni takibi yapilmustir. Insert icermeyen
DH10b pDuet (E. coli) kontrol olarak kullanilmis ve ayni islemlerden gegirilmistir
(Col, 2011).

Inkiibasyon sonunda insert igermeyen DH10b-pDuet susunun iireme gostermedigi
Bor konsantrasyonu seviyesinde iireme gosteren koloniler segilmistir. Segilen bu
koloniler ‘Bor Tolerans Nokta Testi’'ne tabii tutularak, Bor tolerans seviyeleri

belirlenmistir.

2.2.12.2.  Cizgi ekim yontemi ile seleksiyon

Bu yontem, kolonilerin tek basma degerlendirilerek bor tolerans esik degerlerini
bulmaya yoneliktir. Bek alevi yaninda galisilarak, segilen bir koloniye steril kiirdan
ile dokunulup, farkli bor konsantrasyonlarinda (0 mM, 50 mM, 80 mM, 100 mM,
110 mM ve 120 mM borik asit) kloromfenikol (25p1g/ml) antibiyotigi igceren LB agar
besiortamlarina ¢izgi ekim yapilmistir. Bakteriler 3 giin boyunca 37°C’de
inkiibasyona birakilmistir. Insert icermeyen DH10b-pDuet (E. coli susu) kontrol
olarak kullanilmis ve ayni islemlerden gecirilmistir. Inkiibasyon sonunda insert
icermeyen DH10b-pDuet susunun tireme gostermedigi bor konsantrasyonu
seviyesinde tireme gosteren koloniler segilmistir. Se¢ilen bu koloniler ‘Bor Tolerans

Nokta Testi’ne tabii tutularak, tolerans seviyeleri belirlenmistir.

2.2.12.3.  Zenginlestirme (Enrichment) yontemi ile seleksiyon

Seleksiyon igin ayrilan genomik kiitiiphane stogundan 30 pl alinip, kloromfenikol
(25 pg/ml) antibiyotigi iceren bor igermeyen (20 ml) LB besiortamina ekimi
yapilmustir. Ekimi yapilan 6rnek, gece boyunca 150 rpm’de 37°C’de ¢alkalayicida
inkiibasyona birakilmistir. Ertesi giin OD 0,2 olacak sekilde 100 mM ve 110 mM
borik asit konsantrasyonlu, kloromfenikol (25 pg/ml) antibiyotigi igeren (20 ml) LB
besiortamina ekimi yapilmistir. Ekimi yapilan 6rnekler, 16 saat boyunca 150 rpm’de
37°C’de calkalayicida inkiibasyona birakilmistir. Ertesi glin, 1 ml alinip 100 mM ve
110 mM borik asit konsantrasyonlu, kloromfenikol (25pg/ml) antibiyotigi igeren 20

ml LB besiortamina ekimi yapilmustir.
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Ekimi yapilan 6rnekler, 16 saat boyunca 150 rpm’de 37°C’de calkalamali olarak
inkiibasyona birakilmistir. 5 giin boyunca bu islemler tekrar edilmistir. Her giin 1 ml
cekilerek, “blank” 1 ml LB olacak sekilde spektrofotometrede OD o&lgiimleri
yapilmistir. 5. giiniin sonunda erlenlerdeki 20 ml 6rnek, otoklavlanmis steril 50

ml’lik falkon tiiplerine aktarilmistir.

Falkon tiiplerindeki 6rnekler +4°C’deki sogutmali santrifiij kullanilarak 4000x-g’de 5
dakika santrifiijlenmistir. Ekimi yapilacak petri sayis1 kadar, petri basina 50’ser pl
olacak sekilde siipernatant alinmis, kalan1 dikkatli sekilde atilarak pellet ¢oziilmiis ve
50 ul ¢ekilip 0 mM, 100 mM, 110 mM ve 120 mM borik asit ve kloromfenikol (25
ug/ml) antibiyotigi igeren LB agar besiortamlarina ekimleri yapilmistir. Ekimi
yapilan 6rnekler 37°C’de inkiibasyona birakilmis ve 7 giin boyunca her giin lireme
takibi yapilmistir. Ayrica kontrol olarak insert igermeyen DHI10b-pDuet (E. coli
susu) kullamlmis ve aymi islemlerden gegcirilmistir. Inkiibasyon sonunda insert
icermeyen DH10b-pDuet’in tireme gostermedigi bor konsantrasyonu seviyesinde
ireme gosteren koloniler segilerek, ‘Bor Tolerans Nokta Testi’ne tabii tutulmus ve

bor tolerans seviyeleri belirlenmistir.

2.2.13. Bor tolerans nokta testi

Uc seleksiyon yontemi ile secilen kolonilerin, Bor tolerans esik degerlerinin
belirlenmesi i¢in bor nokta tolerans testi yapilmistir. Bu ii¢ seleksyionlardan
zenginlestirme ile seleksiyon sonucunda, Yiiksek borik asit konsantrasyonlarinda
ireme gosteren koloniler, kloromfenikol (25 pg/ml) antibiyotigi igeren LB agar
besiortamina ekimi yapilmis ve 16 saat boyunca 37°C’de inkiibasyona birakilmustir.
Ertesi giin, koloniler 6ze ile alinarak, 500 pl steril PBS igerisinde ¢oziilmiis, hafif
pipetleme ve vorteksleme yapilmistir. OD 0,5 olacak sekilde spektrofotometrede
Olgtimler yapilmistir. Her bir tolerant 6rnek i¢in ayr1 ayr1 olmak iizere, 500 pl PBS
icerisinden hesaplanan miktarda PBS atilmis, yerine atilan miktarda Ornekten
eklenerek tekrar 500 ul’ye tamamlanmis ve tiip 1/1 olarak isimlendirilmistir. Hafif
pipetleme ve vorteks yapilmistir. Igerisinde 250 pl steril PBS bulunan 1,5 ml’lik 4
ayri tiip sirastyla 1/2, 1/4, 1/8, 1/16 olarak isimlendirilmistir.
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1/1 tiipiindeki 500 pl icerisinden 250 ul alinip, 1/2 tiipline aktarilmis pipetleme
yapilarak buradan da 250 ul 1/4 tiipiine aktarilmis ve bu sekilde 1/16 tiipiine kadar
gidilerek en son alinan 250 pl disariya atilmistir. Bu islemlerden gegirilen 6rnek,
farkli bor konsantrasyonlarinda (0 mM, 100 mM, 110 mM ve 120 mM borik asit),
kloromfenikol (25 pg/ml) antibiyotigi iceren LB agar besiortamlarina 5 pl olacak
sekilde ekimi yapilmistir. 3 giin boyunca 37°C’de inkiibasyona birakilarak giin
boyunca iireme takibi yapilmistir. Kontrol igin insert icermeyen DH10b pDuet (E.

coli susu) kullanilmisg ve ayni islemlerden gegirilmistir.

Inkiibasyon sonunda insert icermeyen DHI10b-pDuet’in iireme gdstermedigi bor
konsantrasyonu seviyesinde iireme gosteren koloniler segilerek stoklamaya
gidilmistir (Ausubel vd., 2003).

2.2.14. Tolerant klonlardan stok olusturulmasi

‘Bor Tolerans Nokta Testi’nde yiiksek bor konsantrasyonlarinda iireme gosteren
klonlar stoga alinmistir. Bu klonlarin kloromfenikol (25 pg/ml) antibiyotigi igeren
bor icermeyen LB agar besiortamma 6ze ile ekimi yapilmis ve 37°C’de 2 giin
inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra bu 6rnekler, 6ze ile alinarak 500 ul PBS
icerisinde pipetlenmis ve hafif vorteks yapilarak ¢oziilmiistiir. Uzerine %30’luk
gliserol eklenerek, son gliserol konsantrasyonu yaklasik %15-20’ye gelecek sekilde

her bir klonun stoklar1 olusturulmustur (Ausubel vd., 2003).

2.2.15. Rekombinant plazmid izolasyonu

Tolerant olarak belirlenmis olan stok klonlarn, kloromfenikol (25 pg/ml) antibiyotigi
iceren bor icermeyen LB agar besiortamina 6ze ile tek koloni ekimi yapilmis, 16 saat
boyunca 37°C’de inkiibasyona birakilmistir. Ertesi giin tek diisen koloni,
Kloromfenikol (25 pg/ml) antibiyotigi igeren bor icermeyen LB agar besiortamina
yayma ekilmis ve 37°C’de inkiibasyona birakilmistir. Ertesi giinii {ireme gosteren
koloniler 6ze ile toplanarak, 500 ul PBS igerisinde pipetlenmis ve hafif vorteks
yapilarak ¢ozlilmiistiir. Ardindan 13300 rpm’de 3 dakika santrifiij edilerek

slipernatant atilmis, pellet ile izolasyona devam edilmistir.
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Rekombinant plazmid izolasyonu Biomiga Plasmid Miniprep Kit (PD1211-01,
PD1211-02) protokolii izlenerek gerceklestirilmistir. % 0,8’lik agaroz jele 3 pl 6rnek

yiiklenerek, UV cihazinda goriintiisii alinmaistir.

2.2.16. Rekombinant plazmidlerin insert varhgimin ve biiyiikliiklerinin kontrolii

Rekombinant plazmidlerin igerdigi insertlerin varligi ve biyiiklikkleri; PCR ydntemi

ve restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile kesimi sonucu belirlenmistir (Col, 2011).

2.2.17. Rekombinant plazmidlerin ve biiyiikliiklerinin insert varhgmin PCR

yontemi ile kontrolii

Klonlardan izole edilen rekombinant plazmidlerin icerdigi insertlerin varhgi ve
biiylikliikler1 Klasik PCR Yontemi ve Koloni PCR Yontemi kullanilarak tespit
edilmistir.

Klasik PCR yonteminde, klonlardan izole edilen rekombinant plazmidler, PCR i¢in

kalip DNA olarak kullanilmastir.

Koloni PCR yonteminde ise bir koloniye 6ze ile dokunularak 50 pl distile su
icerisinde ¢oziilmiis ve 15 dakika kaynar suda bekletilerek hiicreler patlatilmistir.
Ardmdan hafif vorteks yapilarak 13300 rpm’de 5 dakika santrifiijlenmistir. Pellete
dokunulmadan alman 5 pl siipernatant, kalip DNA olarak kullanilmistir. Primer
olarak; ACYCDuet-UP (5’-GGATCTCGACGCTCTCCCT-3’) ve ACYCDuet-
DOWN (5’-GATTATGCGGCCGTGTACAA-3’) primer ¢ifti ile T7 promotor (5°-
TAATACGACTCACTATA-3) ve T7 terminator (5°-
GCTAGTTATTGCTCAGCGG-3’) primer ciftleri denenmistir. Primer ¢iftleri,
plazmid igerisindeki insertiin bulundugu kesim bdlgelerini ¢ogaltacak sekilde

sec¢ilmistir.

Koloni PCR yonteminde patlatilan hiicrelerin siipernatantindan alinan 5 pl kalip
DNA kullanilmig ve calisilacak o6rnek sayist kadar PCR reaksiyon karisimi

hazirlanmstir.
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PCR reaksiyonunun karigimi (mix) bir 6rnek i¢cin 1,5 ml’lik ependorf tiip icerisinde;
5 ul 10X Taq buffer, 4 ul MgCl, (10 mM), 1 ul ANTP (10 mM), 1 pl reverse primeri
(T7 terminator veya ACYCDuetUP (10 pmol), 1 pul forward primeri (T7 promotor
veya ACYCDuetDOWN) (10 pmol), 0,5 ul Tag DNA polimeraz karigimina ddH,0
eklenerek 45 ul’ye tamamlanmistir, bu karigim buz iizerinde hazirlanmistir. Koloni
PCR’da patlatilan hiicrelerin siipernatantindan 5 pl PCR tiiplerine konulmus,
hazirlanan PCR reaksiyon karisimi 45 pl ile toplamda 50 pul’ye tamamlanmistir

(Sezer, 2013).

Cogaltma islemi Eppendorf marka PCR cihazinda gerceklestirilmistir. Eppendorf
PCR cihazinda daha 6nce laboratuvarimizda optimize edilmis program kullanilmistir.
Bu programda reaksiyon dereceleri ve siireleri; ilk denatiirasyon basamagi 95°C’de
10 dakika, bunu takiben 35 dongii olacak sekilde 95°C’de 1 dakika denatiirasyon,
54°C’ de 1 dakika baglanma, 72°C’de 1 dakika uzama seklinde, son olarak bir kez
72°C’de 10 dakika uzama basamagiyla, 4°C’de bekletilecek sekilde belirlenmistir.
Hazirlanan 6rnekler, PCR termal cycler cihazina (‘Eppendorf Netheler-Hinz GmbH
22331-Hamburg’) koyularak hazirlanan programda ¢alistirilmistir (Sezer, 2013).

2.2.18. Rekombinant plazmidlerin restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile kesimi

sonucu insert varh@inin Kontrolii

Rekombinant plazmidlerinin insert varligi ve biiyiiklikleri, pACYC-Duetl
plazmidinin MCS bolgesinde yer alan Ncol ve HindIIl restriksiyon endoniikleaz
enzimlerinin kesimi ile Kkontrol edilmistir. Klonlardan elde edilen rekombinant
plazmidlerden 10 ul alinarak, 1 pl Ncol restriksiyon enzimi, 1 pl HindlIl restriksiyon
enzimi, 2 pl 10X restriksiyon endoniikleaz enzim buffer1 ve 6 pl steril ddH,O
eklenerek tiip igerisinde birlestirilmistir. Toplam 20 pl’lik reaksiyon c¢ozeltisi

37°C’de 16 saat boyunca kesime birakilmustir.

Ertesi giin reaksiyon ¢ozeltisi, restriksiyon endoniikleaz enzimlerinin inaktif hale
gelmesi i¢in 65°C’de 20 dakika inkiibe edilmistir. Reaksiyon ¢dzeltisinin tamami
%0,8’lik agaroz jele yiiklenerek kesilmis olan plazmidlerin igerdikleri insert

DNA’lar1 goriilmiis ve degerlendirilmistir.
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Insert varliginin goriilmesi durumunda Orneklerin UV ile gdzlemlenerek, jelden
kesimi yapilmig ve darasi alinan tiiplere konulmustur. Tiiplerin 6lgiimleri dikkate
alinarak, ornekler Fermentas GeneJET Gel Extraction Kiti (#K0691) protokoliine
uygun elde edilmistir. Rekombinant plazmidinin MCS bdlgesinde yer alan Ncol ve
HindIIl restriksiyon endoniikleaz enzimlerinin kesimi ve jelden arindirilmasi

isleminin sonucu %0,8’lik agaroz jele 1 pl yiikklenerek gozlemlenmistir.

2.2.19. Rekombinant plazmidlerin insert sekanslarmmin belirlenmesi ve

biyoinformatik analizler

Bakteriye bora tolerans fenotipini kazandiran gen bdlgelerinin biyoinformatik analizi
sonucunda elde edilen aktivitelerin degerlendirilmesi igin tolerant Kolonilerde yer
alan rekombinant plazmidlerin insert bdlgelerinden elde edilen PCR irinleri,
ACYCDuetUP ve ACYCDuetDOWN primer c¢iftleri 1ile sekanslamaya
gonderilmistir. Hizmet alimi ile DNA dizileri belirlenmistir (Macrogen, Hollanda).
Genomik kiitiiphanenin yliksek bor konsantrasyonu igeren klonlarmin seleksiyonu
sonucunda elde edilen rekombinant plazmidlerin tagidiklar1 gen dizileri, insertlerdeki
klonlanan genlerin aciga kavusturulmasi icin BlastN, BlastX
(http://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cqi) ve BioEdit

(http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html) programlari kullanilmustir.
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3. BULGULAR VE iRDELEME

Bu tez galismasinda C61 (2011) tarafindan daha onceki ¢alismalarda belirlenmis olan
ve Balikesir-Bigadi¢ Bor madenlerinden izole edilen bakteri izolatlar1 kullanilmistir.
16S rRNA gen dizisine gore identifikasyonlar1 yapilan ve Curtobacterium
flaccumfaciens olarak belirlenen bu tiire ait 8 izolatin her biri ile genomik kiitiiphane
denemeleri yapilmis ve BB872Y, BB62b2Y izolatlar1 ile c¢alisilmaya karar
verilmistir. Curtobacterium flaccumfaciens tiiriine ait bu izolatlardan dnce genomik
DNA izolasyonlar1 yapilmis, ayni zamanda segilen plazmidin de DNA’s1 izole
edilmistir. Genomik DNA ve plazmid DNA’s1 istenilen fragmentlerde uygun
restriksiyon endoniikleazlar ile kesilmistir. Genomik DNA fragmentleri ile kesilen
plazmidler, ligasyon islemine maruz birakilmis ve E. coli bakterisinin susu olan
DH10b igerisine transforme edilmistir. Transformasyon sonucu koloniler stok
alinarak genomik kiitiiphaneler elde edilmistir. Bor tolerans seviyelerini belirlemek
amaciyla elde edilen genomik kiitiiphane stoklari taze besiortaminda canlandirilarak
seleksiyon islemlerine gidilmistir. Seleksiyon islemleri sonrasinda ‘Nokta Bor
Tolerans Testi’ ile son kontroller yapilmistir. Toleransli olan rekombinant plazmidin

icerdigi gen ya da genleri tespit etmek amaci ile sekanslama yoluna gidilmistir.

3.1. E. coli pACYCDuet-1 Plazmidini iceren DH10b Susunun Bor Tolerans

Seviyesinin Belirlenmesi

Bor tolerans seviyesinden s6z etmek i¢in, bos plazmidin (pDuet) bor tolerans: ile
klonlanmasi yapilan rekombinant plazmidin (insert iceren plazmid) bor toleransinin
karsilastirilmast gerekmektedir. Bunun i¢in Oncelikle klonlama yapilmadan 6nce
kullandigimiz DH10bpDuet (pDuet plazmidini igeren DH10b) susunun bor tolerans

seviyesi, “Bor tolerans nokta testi” ad1 verilen metot ile belirlenmistir.

Kloromfenikol (cm) antibiyotigini i¢eren ve belirlenen konsantrasyonlarda (0, 50, 80,

100, 110, 120 mM) borik asit igeren LB-cm agar besiortamlari hazirlanmistir.
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DH10bpDuet susunun LB-cm agar besiortaminda tek koloni ekimi yapilmis, saf
kolonilere dokunularak, takibinde ‘Bor Tolerans Nokta Testi’ uygulanmistir (Sekil
3.1).

Diliisyon

11 1/2  1/4  1/8 1/16

0mmM
50 mM

80 mM
100 mM

H;BOs

110 mM

120 mM

Sekil 3. 1. E. coli pACYCDuet-1 plazmidini iceren DH10b susunun bor tolerans nokta testi
sonucu goriintiisii
DH10bpDuet susunun 0, 50 ve 80 mM borik asit igeren LB-cm agar besiortamlarinda
yasayabildigi fakat 100 mM ve tizeri borik asit iceren LB-cm agar besiortamlarinda

yasayamadig1 goriilmiistiir (Sekil 3.1.).

3.2. BB62b2Y ve BB872Y izolatlarimin Genomik Kiitiiphane Calismalar

Curtobacterium flaccumfaciens tiiriine ait izolatlardan her birinin genomik DNA’s1
elde edilmis ve her biri igin genomik kiitiiphane ¢alismas1 denenmistir. BB62b2Y ve

BB872Y izolat kodlamasi yapilan izolatlar ile ¢alisilmasina karar verilmistir.

16S rRNA gen dizisine gore Curtobacterium flaccumfaciens oldugu goriilen
BB62b2Y ve BB872Y izolatlar1 Balikesir- Bigadi¢ Bor madeninden izole edilmis bir
bakteriye ait izolatlardir (Sekil 3.2.). BB62b2Y ve BB872Y izolatlarinin bor tolerans
testleri yapildiginda, bora toleranslarinim 200 mM borik asit oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 3. 2. BB62b2Y ve BB872Y izolatlarimn TSB agar besiortamina ekim sonucunun goriintiisii

Bu tez ¢aligmasinda, genomik kiitliphane elde edilmesi i¢in ilk olarak BB62b2Y ve
BB82b2Y izolatlarindan genomik DNA izolasyonu yapilmistir. Daha sonra bu
DNA’larin Mbol restriksiyon endoniikleaz ile kismi kesimleri yapilmis ve genom
kiigik DNA fragmentleri haline getirilmistir. Diger taraftan klonlanma
caligmalarinda kullanilmak tizere segilen pACYCDuet-1 plazmidi izole edilmistir.
Bu plazmid BamHI restriksiyon endoniikleaz ile kismi kesime ugratilarak kontrolleri
yapilmis ve klonlanmaya hazir hale getirilmistir. Elde edilen genom DNA
fragmentleri ligasyon islemi ile pACYCDuet-1 plazmidine klonlanarak, E. coli
bakterisinin DH10b susuna 1s1 soku yontemi ile transforme edilmistir. Buradan elde
edilen klonlar artik bizim i¢in genomik kiitiiphanedir. Genomik kiitiiphaneden stok
alinarak, klonlarn bora olan tolerans seviyeleri seleksiyon ydntemleri ile
Olglilmiistiir. Seleksiyon sonunda tolerant klonlar ‘bor tolerans nokta testi 'ne tabii
tutularak, bor tolerans seviyeleri belirlenmistir. Bora tolerans gosteren klonlarda yer
alan rekombinant plazmidler izole edilerek, bor ile ilgili gen veya genlerin,

proteinlerin degerlendirilmeleri yapilmistir.

3.2.1. Genomik DNA izolasyonlari

Genomik DNA elde edilmesi igin, gliserol stoklardan gelen bakteri 6rneklerinin TSB
agar besiortamina tek koloni ekimleri yapilmis ve buradaki saf kolonilere dokunulup

pellet alinmistir.
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Optimize ve ligasyon asamalarinin tekrarlanabilir ¢calismalar olmasi gerekliliginden
dolayi, elde edilecek olan genomik DNA fragmentlerinin safliklari, konsantrasyonlar1
(ng/ul) ve bol miktarda DNA izolasyonu (fenol-kloroform yontemi veya kit ile)
gerceklestirilmesi gerekmektedir. Genomik DNA izolasyonu, klasik fenol-kloroform
metodunun optimizasyonu ile gergeklestirilmisti. Genomik DNA izolasyonu

%0,8’lik agaroz jele 3 ul yiiklenerek UV cihazinda goriintiisii almmustir (Sekil 3.3.).

¢ Al
Vg\%‘* %%Q)’l'\o %Q‘i;\m
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Sekil 3. 3. BB62b2Y ve BB872Y izolatlarimin genomik DNA’larimin agaroz jel elektroforez
analizi goriintiileri

3.2.2. pACYC Duet-1 plazmidinin izolasyonu

Klonlamada vektor plazmid olarak pACY CDuetl kullanilmistir (Sekil 3.4.). Plazmid

DNA’s1 Qiagen ve Fermentas kiti kullanilarak izole edilmistir.

Plazmid DNA’s1 izolasyonu i¢in ilk olarak plazmidler 1s1 soku yontemi kullanilarak
DH10b (E. coli) igerisine transforme edilmistir. Transformasyon sonrasi,
pACYCDuet-1 plazmidinin transforme oldugu DH10b (E. coli)’leri se¢ebilmek igin,
plazmid izolasyon Kitlerinin protokolleri uygulanarak pACYCDuet-1 plazmidleri
elde edilmistir. Plazmid DNA izolasyon isleminin sonucu %0,8’lik agaroz jele 3 pl

yiiklenerek gézlemlenmistir (Sekil 3.5.).
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Sekil 3. 4. pACYCDuet-1 plazmidinin sematik gosterimi (Novagen, Cat. No. 71147-3)
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Sekil 3. 5. pACY CDuet-1 plazmid izolasyonu sonucu yapilan agaroz jel elektroforez analizi
sonucu goriintiisii

3.2.3. Vektor olarak kullanilacak olan plazmidin (pACYCDuet-1) restriksiyon

endoniikleazlar ile kesimi

Vektor olarak kullanilan pACYCDuetl plazmidi, BamHI restriksiyon endoniikleaz
enzimi ile gece boyunca inkiibe edilerek kesime ugratilmistir. Daha sonra, BamHI

enzimi inaktif edilmistir.
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Dogrusal hale getirilmis plazmid DNA’smin tekrar kendi kendine ligasyona
ugramamasi icin, serbest 5’-PO4 gruplart yok edilmistir. Shrimp Alkaline
Phosphatase (SAP) enzimi ve enzim tamponu ile muamele edildikten sonra, kesimi
yapilan tiipler birlestirilip %0,8’lik agaroz jele 60 ul yiiklenip yiirtitiilmiis, plazmidin
jelden saflastirma yapilmistir (Sekil 3.6.). Ligasyon asamalarmin tekrarlanabilir
calismalar olmasindan dolayi, elde edilen plazmid DNA fragmentlerinin belli saflik
ve konsantrasyonlarda (ug/ul) elde edilmesi gerekmektedir. Kesilmis saf plazmid

DNAs1 %0,8’lik agaroz jele 1 pl yiiklenerek gozlemlenmistir (Sekil 3.7.).
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Sekil 3. 6. BamHI restriksiyon endoniikleaz enzimi kesime ugratilmis ve defosforile edilmis
pPACY CDuet-1 plazmidinin agaroz jel elektroforez analiz sonucu goriintiisii
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Sekil 3. 7. Saflastirilmis pACY CDuet-1 plazmidinin agaroz jel elektroforez analiz sonucu
goriintiisii

1, 4 ve 7 numarali kuyucuklar: pDuet/BamHI/SAP/saf ilk eliisyon. 2, 5 ve 8 numarali kuyucuklar:
pDuet/BamHI/SAP/saf ikinci eliisyon. 3, 6 ve 9 numarali kuyucuklar: pDuet/BamHI/SAP/saf tigiincii
eliisyon
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3.2.4.BB62b2Y ve BB872Y genomik DNA’larinin Mbol restriksiyon

endoniikleaz enzimi ile kismi kesimi

Klonlama i¢in hedeflenen biiyiikliikkte genomik DNA fragmentleri elde edilmesinde
kismi kesimde kullanilacak Mbol restriksiyon enziminin uygun dozu ve reaksiyon
stiresi belirlenmistir. Hedef genomik DNA fragment biiyiikligii 1500-5000 bp
arasindadir. 10 ug DNA ve 1/100 diliisyona ugratilmis Mbol restriksiyon enzimi
iceren 25 ul’lik reaksiyon tiiplerinden 5, 10, 15, 20, 25 ve 30 dakikalik
inklibasyonlardan sonra, 4’er pl alinmis ve %0,8 agaroz jele yiikklenmistir ve
orneklerin jelde olusturduklar1 gériiniim DNA ladder ile karsilastirilarak, kismi kesim
icin uygun Mbol dozunun 1/100 diliisyon ile ne kadar siire kesime birakilacagina
karar verilmistir. Jel goriintiileri degerlendirilerek, BB62b2Y izolatinin genomik
DNA’siin 30 dakika (Sekil 3.8.), BB872Y izolatinin genomik DNA’sinin da 35

dakika (Sekil 3.9.) kesime birakilmasina karar verilmistir.
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Sekil 3. 8. Mbol restriksiyon enzimi ile 5, 10, 15, 20, 25 ve 30 dakika boyunca kesime birakilmis
BB62b2Y izolatinin genomik DNA jel goriintiisii

Sekil 3. 9. Mbol restriksiyon enzimi ile 10, 15, 20, 25, 30 ve 35 dakika boyunca kesime birakilmis
BB872Y izolatinin genomik DNA jel goriintiisii
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Genomik DNA’nin Mbol enzimi ile kesiminin optimizasyonu sonunda BB62b2Y
izolat1 i¢in kesimler 30 dakikada ve 3 ayr1 tiipte yapilmistir. Ardindan tiipler
birlestirilip %0,8’lik EtBr icermeyen agaroz jele yiiklenerek (Sekil 3.10.), EtBr
eklenerek yiiklenen marker ile karsilastirilip, UV 15181 altinda goriintiileme sonucu,
istenilen 1500-5000 bp araligindaki jel bolgesi steril bistiiri ile kesilmistir. Ticari kit
kullanilarak jelden saflastrma yapilmistir. Kesilmis saf genomik DNA izolasyon
isleminin sonucu, %0,8’lik agaroz jele 1 pl yiiklenerek gézlemlenmistir (Sekil 3.11.).
Kesilmis genomik DNA izolasyon isleminin sonucu %0,8’lik agaroz jele 4 ul

yiiklenerek gozlemlenmistir. (Sekil 3.12.).
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Sekil 3. 10. Mbol restriksiyon enzimi ile 30 dakika boyunca kesime birakilmis BB62b2Y
izolatimn EtBr icermeyen %0,8’lik agaroz jeldeki kesim yapildig1 kismin goriintiisii
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Sekil 3. 11. Genomik DNA’nin Mbol restriksiyon enzimi ile kismi kesim jel goriintiileri
A. M: Marker, 1: 1/100 diliisyonlu Mbol restriksiyon enzimi ile 30 dakika boyunca kesime birakilmig
BB62b2Y izolatinin saf genomik DNA’sinin %0,8’lik agaroz jel goriintiisii.

B. M: Marker, 1: 1/100 diliisyonlu Mbol restriksiyon enzimi ile 30 dakika boyunca kesime birakilmig
BB62b2Y izolatinin (jelden kesimi yapilmamis ve piirifikasyon kiti ile saflagtirilmamis) genomik

DNA’simin %0,8’lik agaroz jel goriintiisii.
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BB872y
Mbol 35 dk

Sekil 3. 12. Mbol restriksiyon enzimi ile 35 dakika boyunca kesime birakilmis BB872Y izolatinin
genomik DNA’sinin %0,8’lik agaroz jel goriintiisii

3.2.5. Genomik DNA fragmentlerinin pACYCDuet-1 plazmidine klonlanmasi ve

transformasyon

Ligasyon asamasi i¢in plazmid DNA’s1 ve genomik DNA fragmentleri bir tiip
icerisinde birlestirilmistir. BB62b2Y izolatinin iki farkl sekilde genomik kiitiiphanesi
olusturulmustur. Bunlardan birinde, %0,8’lik agaroz jelden kesimi yapilarak saf hale
getirilen ve hedeflenen 1500-5000 bp arahigindaki genomik DNA fragmentleri
kullanilmistir. Digerinde ise, BB62b2Y ve BB872Y izolatlarinin genomik DNA’lar1,
kesim optimizasyonunda 1500-5000 bp araligi igin belirlenen zaman dilimi segilerek
kesilmistir. Bu tiip igerisindeki genomik DNA fragmentleri, direkt ligasyon islemi
i¢in kullanilmistir. Bu durumda ligasyon ve transformasyon sonunda ¢ok fazla sayida
koloni elde edilmistir. Kiiciik insert igeren plazmidler de var olacagindan biiyiik
insert iceren plazmidleri ayrmak zaman alacak bir islemdir. Ligasyon reaksiyonu
icin genomik DNA’dan 10 pg, pACYCDuet-1 plazmid DNA’sindan 3 pg olmasi
gerekmektedir (Ausubel vd., 2003). Bunun i¢in ilk olarak defosforile edilmis
pACYCDuet-1 plazmid DNA’s1 ve genomik DNA fragmentleri 1:3 oraninda olacak
sekilde birlestirilerek, Qiagen PCR pirifikasyon Kiti (Cat. No: 28106) ile saf hale
getirilmistir. Buradaki amag, plazmid ve genomik DNA’nin saf olarak elde edilerek,

ligasyon asamasinda ligaz enziminin optimum seviyede ¢aligmasini saglamaktur.
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Ligasyonda plazmid insert orani, pg olarak, 1:3 oraninda, defosforile edilmis plazmid
DNA’s1 ve bakteri izolatmm genomik DNA fragmentleri, T4 DNA ligaz enzimi ve
uygun tampon ile 16°C’de, PCR cihaz1 (Eppendorf Mastercycler Gradient) icerisinde
inkiibasyona birakilmistir. Gece boyunca 16°C’de ligasyon gerceklestirildikten sonra,
ertesi glin 2-3 pl ligasyon karigimi, 1s1 soku transformasyon yontemi ile DH10b (E.
coli) hiicrelerine transforme edilmistir. Yapilan her bir ¢alisma igin, transformasyon
oncesinde ligaz enziminin ¢alisip ¢alismadigi kontrol edilmistir (Sekil 3.13.). Ayrica,
bunun haricinde defosforilasyon isleminin kontrolleri  (Sekil 3.14.) ve

transformasyonun verimliligi de (Sekil 3.15.) kontrol edilmistir.

L

Sekil 3. 13. BB62b2Y ve BB872Y izolatlarunin genomik DNA fragmentlerinin ligasyon islemi ile
plazmide klonlanmasi oncesi ligaz enziminin kontrol deneyi petri fotograflari

Sekil 3. 14. BB872Y izolatinin genomik DNA fragmentlerinin ligasyon islemi i¢in éncesinde
yapilmis olan SAP enziminin kontrol deneyi petri fotograflar
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Sekil 3. 15. Transformasyonun verimliliginin kontrolii

Sagdaki petride E. coli’nin DH10b susuna, 1 pl kesilmemis pACYCDuet-1 plazmidi kullanilarak
transformasyon sonucu elde edilen koloniler goriilmektedir (pozitif kontrol), soldaki petride ise

transformasyon negatif kontrolii goriilmektedir.

3.2.6. BB62b2Y ve BB872Y izolatlarmin genomik DNA fragmentlerinin
PACYCDuet-1 plazmidine Kklonlanmalar1 sonucu transformantlarin

secimi

Transformasyon sonucu BB62b2Y-1 6rnegi i¢in yaklasik 1800 koloni (Sekil 3.16.),
BB62b2Y-2 6rnegi icin yaklasik 2400 koloni (Sekil 3.17.) ve BB872Y 6rnegi igin
yaklasik 14000 koloni (Sekil 3.18.) goriilmiistiir.

Sekil 3. 16. BB62b2Y genomik Kkiitiiphanesi ve ligasyon sonucu petri fotograflarindan érnekler
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Sekil 3. 17. BB62b2Y-2 genomik kiitiiphanesi ve ligasyon sonucu petri fotograflarindan érnekler

A. -1 .
2.

Sekil 3. 18. BB872Y (A, I-1 ve 1-2) genomik Kkiitiiphanesi ve ligasyon sonucu petri
fotograflarindan 6rnekler

34



3.2.7. Rekombinant plazmidlerin koloni PCR yontemi ile insert kontrolleri

Transformant kolonilerin insert igerip icermediklerini kontrol etmek amaci ile koloni
PCR yapilmistir. Kontrol olarak, DH10bpDuet (pDuet plazmidini igeren DH10b,
insert icermeyen plazmid) susu kullanilmistir. Kontrol ile karsilastirilarak,
kolonilerin igerisindeki plazmidlerin insert igcerdikleri gorilmiistiir (Sekil 3.19., Sekil
3.20.).
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Sekil 3. 19. BB62b2Y izolatinin genomik Kkiitiiphanesinden elde edilen rekombinant plazmidlerin
insert icerip icermediklerinin kontroliiniin %0,8’lik agaroz jel goriintiisii

Sekil 3. 20. BB872Y izolatinin genomik kiitiiphanesinden elde edilen rekombinant plazmidlerin
insert icerip icermediklerinin kontroliiniin % 0,8’lik agaroz jel goriintiisii
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3.2.8. BB62b2Y ve BB872Y genomik kiitiiphanesi stogunun alinmasi

Transformasyon sonucunda PCR ile insert kontrolleri de yapildiktan sonra, elde
edilen koloniler 6ze ile almmarak 500 pl PBS (Phosphate Buffer Saline) iginde
¢oziilerek, cryo tiipii i¢erisinde %15 konsantrasyonda gliserol ¢ozeltisi eklenerek
tekrar ¢oziilmiis ve -80°C’ye kaldmilmistr. BB62b2Y-1, BB62b2Y-2 (jelden
kesilmig) ve BB872Y genomik kiitiiphanelerinin stoklar1 bu sekilde alinmig ve

laboratuvarda bulunan genomik kiitiiphane stoklarina kazandirilmistir.

Direkt ekim yontemi ile seleksiyon i¢in alinan her bir stoktan (cryo tiiplerine alinan
soliisyon) 60 ul ¢ekilerek ependorf tiiplere ayrilmig, -80°C’ye kaldirilmistir. Stogu
alinan genomik kiitiiphanelerdeki bora direng gosteren klonlarin tespit edilmesi igin
direkt ekim, ¢izgi ekim ve zenginlestirme yontemleri kullanilmistir. Transformant
binlerce koloniden bu yontemler ile bora direng gosterenlerin seleksiyonu
yapilmigtir. Bora tolerans gosteren koloniler isimlendirilerek elde edilen bu
rekombinant plazmidlerin insert sekanslar1 degerlendirilmistir. Rekombinant
plazmidlerdeki insertlerin, bakteriye sagladiklar1 bor direncinin hangi gen ya da
genler tarafindan gergeklestigi ve bu genlerin 6zellikleri hakkinda bilgiler elde

edilmistir.

3.3. Transformant Kolonilerin Direkt Ekim Yontemi ile Seleksiyonu

Transformant kolonilerden alinan stoklardan 60 pl direkt ekim ig¢in ayrilmistir.
Ayrilan bu stoklar eritilerek tizerine 500 ul PBS eklenerek ¢oziilmiis ve OD degerleri
Olciilmiistiir. OD 0,5 olacak sekilde 0, 100, 110 ve 120 mM H3BOs; igeren LB-cm
besiortamlarina yayma ekimi yapilmistir. Bu ekim sonucu petriler 7 giin boyunca
37°C’de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda 0, 100, 110 ve 120 mM
H3BO; iceren LB-cm besi yerlerinde iireme gosteren kolonilerin canli olup
olmadiklarmi kontrol etmek, bu kolonilerden daha fazla 6rnek alabilmek ve ikinci bir
seleksiyondan gegirebilmek i¢in borik asit igermeyen LB-cm besiortamina kiirdan ile

ekimleri yapilmustir.

36



BB62b2Y (jelden kesilmis) genomik kiitiiphanesinin (Cizelge 3.1.), BB62b2Y B-1
(Cizelge 3.2.) ve B-2 (Cizelge 3.3.) genomik kiitiiphanesinin ve BB872Y genomik
kiitiiphanesinin (Cizelge 3.4.) direkt ekim deneylerinde tiremeleri takip edilmistir.
BB62b2Y ve BB872Y genomik kiitiiphaneleri igin zenginlestirme ile seleksiyon

yontemi kullanilmistir.
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Cizelge 3. 1. BB62b2Y genomik kiitiiphanesinin direk ekim ile seleksiyonun iireme takibi

BB62b2Y
LB-cm Genomik DH10b pDuet

Besiortami Kiitiiphanesi (Kontrol)

0 mM H;BO; Yogun ilireme Yogun ilireme
100 mM H5BO4 15 Koloni Ureme yok
110 mM HsBO4 10 Koloni Ureme yok
120 mM H;BO; 6 koloni Ureme yok

Cizelge 3. 2. BB62b2Y B-1 genomik kiitiiphanesinin direk ekim ile seleksiyonun iireme takibi

BB62b2Y B-1
LB-cm Genomik DH10b pDuet
Besiortami Kiitiiphanesi (Kontrol)
0 mM H3BO; Yogun iireme Yogun ilireme
100 mM H3BO4 120 Kkoloni Ureme yok
110 mM H5BO, 95 koloni Ureme yok
120 mM H5BO4 3 koloni Ureme yok

Cizelge 3. 3. BB62b2Y B-2 genomik Kkiitiiphanesinin direk ekim ile seleksiyonun iireme takibi

BB62b2Y B-
LB-cm 2 Genomik DH10b pDuet
Besiortam Kiitiiphanesi (Kontrol)
0 mM H3BO; Yogun iireme Yogun iireme
100 mM HsBO; 12 koloni Ureme yok
110 mM HsBO; 2 koloni Ureme yok
120 mM H;BO; Ureme yok Ureme yok
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Cizelge 3. 4. BB872Y |-2 genomik kiitiiphanesinin direk ekim ile seleksiyonun iireme takibi

BB872Y 1-2

LB-cm Genomik DH10b pDuet

Besiortami Kiitiiphanesi (Kontrol)
0 mM H;BO; Yogun iireme Yogun ilireme
90 mM H3BO; 92 koloni Ureme yok
100 mM H;BO; 51 koloni Ureme yok
110 mM H;BO; 50 koloni Ureme yok
120 mM H;BO; 2 koloni Ureme yok
140 mM H;BO; 1 koloni Ureme yok

BB62b2Y genomik kiitiiphanesi i¢in borik asit icermeyen LB-cm kat1 besiortamimda
canlandirilip ¢ogaltilan kolonilerin (115 koloni) 0, 100, 110, 120 mM borik asit
iceren LB-cm kat1 besi yerlerine ¢izgi ekimleri yapilmistir (Sekil 3.21.).

LB-cm bor igcermeyen besiortaminda kontaminasyon meydana gelmistir. Bu
ornekleri canlandirilmak, ¢ogaltilmak ve bor tolerans nokta testinde kullaniimak
tizere borik asit igermeyen LB-cm besiortamina tekrar ekilmistir. Buradan segilen 6,
19, 21, 22, 26, 27, 28, 46, 106 ve 107 isimleri verilen 10 adet bor toleransina sahip
ornek ¢ogaltilarak, bor tolerans seviyeleri ‘Bor tolerans nokta testi’ ile belirlenmis,
koloni PCR ydntemi ile de bu tolerant kolonilerin insert varliklar1 ve biyiikliikleri

tespit edilmistir (Sekil 3.22.).
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LB-CM 100 mM H3;BO3 LB-CM 110 mM H3;BOs3

LB-CM 100 mM H3;BO3 LB-CM 120 mM H3;BOs

Sekil 3. 21. BB62b2Y genomik Kiitiiphanesinin ¢izgi ekim yontemi ile seleksiyonundan petri
fotograf ornekleri

Sekil 3. 22. BB62b2Y genomik Kkiitiiphanesinin ¢izgi ekim ile Bor seleksiyonu sonucu iireme
gosteren transformant kolonilerin LB-cm 0 mM besiortamlarindaki canlandirma petri
fotograflar:
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3.4. Transformant Kolonilerin Zenginlestirme Yontemi ile Seleksiyonu

Zenginlestirme ile seleksiyon yonteminde genomik kiitiiphanesi olusturulan
bakteriler borik asit igermeyen LB-cm besiortaminda 37°C’de 24 saat galkalamali
inkiibatorde 150 rpm’de inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra iireyen bakteriler 100
mM ve 110 mM borik asit igeren LB-cm sivi besiortamlarina inokiile edilmistir. Bu
yontemde genomik kiitiiphane 5 giin boyunca 100 mM ve 110 mM borik asit igeren
LB-cm sivi besiortamlarinda seleksiyona ugratilmistir. Paralel olarak DH10bpDuet
kontrol susu aymi islemlere maruz birakilmistir. 5. giin sonunda, sivi
besiortamlarindan, 100 mM, 110 mM ve 120 mM borik asit iceren LB-cm agar
besiortamlarina ekimler yapilmistir. Bu besiortamlar1 5-7 giin boyunca 37°C’de

inkiibasyona birakilmistir.

BB62b2Y (jelden kesilerek hazirlanan) genomik kiitiiphanesinin zenginlestirme ile
seleksiyonunda (Sekil 3.23.) 7 giin sonra, 100 ve 110 mM borik asit iceren LB-cm
agar besiortamlarinda tireme gosteren 8 koloni gézlemlenmistir. Bu 6rnekler “Cfl,
Cf2, Cf3, Cf4, Cf5, Cf6, Cf7 ve Cf8” olarak adlandirilarak, borik asit icermeyen LB-
cm agar besiortaminda ¢ogaltilmis (Sekil 3.24.) ve ‘Bor Tolerans: Nokta Testi’ ile
tolerans seviyeleri tespit edilmistir. Canlandirilmalar1 yapilan orneklerin insert

varliklar1 ve biiyiikliikleri koloni PCR yontemi ile tespit edilmistir.
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Sekil 3. 23. BB62b2Y genomik Kkiitiiphanesinin zenginlestirme yontemi ile seleksiyonunun
sematik gosterimi
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Sekil 3. 24. BB62b2Y genomik Kiitiiphanesinin zenginlestirme ile seleksiyonu sonucu elde edilen
tolerant kolonilerin LB-cm kat1 besiortaminda canlandirildidx petri fotografi
BB62b2Y genomik kiitiiphanesinin zenginlestirme ile seleksiyonu (Sekil 3.25.)
sonunda 7 giin sonra 100 ve 110 mM LB-cm kat1 besiortamlarinda iireme gosteren 5
koloni gézlemlenmistir (Sekil 3.26.). Bu ornekler “A, B, C, D ve E” kodlamasi ile
isimlendirilerek, borik asit igermeyen LB-cm agar besiortaminda ¢ogaltilmig ve ‘Bor

Tolerans: Nokta Testi’ ile toleranslar tespit edilmistir.
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Sekil 3. 25. BB62b2Y B-2 genomik Kkiitiiphanesinin zenginlestirme ile seleksiyonunun sematik
gosterimi
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Sekil 3. 26. BB62b2Y izolat1 genomik Kkiitiiphanesinin zenginlestirme ile bor seleksiyonundan
elde edilen kolonilerin ve kontroliin (DH10bpDuet) petri fotograflari

A. BB62b2Y B-1 ve B-2 genomik kiitiiphanesinin zenginlestirme yontemi ile bor seleksiyonu sonucu
gelen kolonilerin petri fotograflart ve biiyiiyen koloniler isaretlenerek gosterilmistir.

B. Kontrol olarak kullanilan ve seleksiyondan gegcirilerek ekimi yapilan DH10bpDuet’in petri
fotograflar1 gosterilmistir.
BB872Y genomik kiitiiphanesinin zenginlestirme ile seleksiyonu sonunda 7 giin
sonra, 100 ve 110 mM LB-cm kati besiortamlarinda tireme gosteren 18 koloni
gbzlemlenmistir ve giin giin {iremeleri takip edilerek degerlendirilmistir (Cizelge
3.5.). Bunun yaninda DH10bpDuet kontrol olarak kullanilmis olup, lireme takibi

yapilmustir (Cizelge 3.6.).
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Bu oOrnekler “SKBla, SKB1b, SKBIc, SKB1d, SKBle, SKB1f, SKB1g, SKBI1h,
SKB1j, SKB1k, SKB1m, SKB2a, SKB2b, SKB2c, SKB3a, SKB3b, SKB3c ve
SKB3d” olarak isimlendirilerek, borik asit igcermeyen LB-cm kat1 besiortaminda

cogaltilmis ve ‘Bor Tolerans Nokta Testi ile tolerans seviyeleri tespit edilmistir.

BB872Y izolatinin genomik kiitiiphanesinin zenginlestirme yontemi ile bor
seleksiyonu sonucunda tolerans degerlendirilmesi yapilacak 18 6rnek elde edilmistir.
Ayrica zenginlestirme ile seleksiyonun 4. giiniinde 110 mM borik asit igeren LB-cm
sivi besiortamindan 80 mM borik asit iceren LB-cm kat1 besiortamina ekimi
sonucunda 26 koloni, 5. giiniinde 100 mM borik asit igeren LB-cm sivi
besiortamimdan 110 mM borik asit i¢ceren LB-cm kat1 besiortamina ekimi sonucunda
yaklasik 136 koloni gézlemlenmistir. Bu 6rnekler 0, 50, 80, 100, 110 ve 120 mM
borik asit igeren LB-cm besiortaminda ¢izgi ekim ile degerlendirilip, goreceli olarak

yiiksek bor toleransina sahip klonlar segilmistir (Sekil 3.27.).
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Cizelge 3. 5. BB872Y I-2 genomik kiitiiphanesinin zenginlestirme yontemi ile seleksiyonu sonunda borik asit iceren besiortamlarindaki iireme
durumlarimin takibi

Zenginlestirme yonteminde H3BO3 1. giin 3. giin 5. giin 8. giin
4. ve 5. giin H3BO3 konsantrasyonlari konsantrasyonu

4X 100 mM 90 mM 0 Yizlerce koloni Yizlerce koloni Yiizlerce koloni
4X 100 mM 100 mM 0 Yiizlerce koloni Yiizlerce koloni Yiizlerce koloni
4X 100 mM 110 mM 0 0 Yiizlerce koloni Yiizlerce koloni
4X 100 mM 120 mM 0 0 0 0

4X 110 mM 50 mM 0 34 34 34
4X 110 mM 80 mM 0 3 26 26
4X 110 mM 90 mM 0 0 1 1

4X 110 mM 100 mM 0 0 0 0

4X 110 mM 120 mM 0 0 0 0

5X 100 MM 90 mM 0 Yiizlerce koloni Yiizlerce koloni Yiizlerce koloni
5X 100 MM 100 mM 0 Yiizlerce koloni Yiizlerce koloni Yiizlerce koloni
5X 100 MM 110 mM 0 136 136 136
5X 100 MM 120 mM 0 0 0 0

5X 100 mM 140 mM 0 0 0 0

5X 110 mM 90 mM 0 1 1 1

5X 110 mM 100 mM 0 3 3 3

5X 110 mM 110 mM 0 4 4 4

5X 110 mM 120 mM 0 0 0 0

5X 110 mM 140 mM 0 0 0 0

N
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Cizelge 3. 6. DH10bpDuet (kontrol) susunun zenginlestirme yontemi ile seleksiyonu sonucu borik asit iceren besiortamlarindaki iireme durumlarinin

takibi
Zenginlestirme yonteminde H3BO3 1. giin 3. giin 5. giin 8. giin
4. ve 5. giin H3BO3 konsantrasyonlari konsantrasyonu
4X 100 MM 90 mM 0 Yiizlerce koloni Yiizlerce koloni Yiizlerce koloni
4X 100 MM 100 MM 0 Yiizlerce koloni Yiizlerce koloni Yiizlerce koloni
4X 100 MM 110 mM 0 Yiizlerce koloni Yiizlerce koloni Yiizlerce koloni
4X 100 mM 120 mM 0 0 0 0
4X 110 mM 50 mM 0 13 13 13
4X 110 mM 80 mM 0 12 12 12
4X 110 mM 90 mM 0 14 14 14
4X 110 mM 100 mM 0 1 1 1
4X 110 mM 120 mM 0 0 0 0
5X 100 mM 90 mM 0 Yiizlerce koloni Yiizlerce koloni Yiizlerce koloni
5X 100 mM 100 mM 0 Yiizlerce koloni Yiizlerce koloni Yiizlerce koloni
5X 100 mM 110 mM 0 0 0 0
5X 100 mM 120 mM 0 0 0 0
5X 100 mM 140 mM 0 0 0 0
5X 110 mM 90 mM 0 4 4 4
5X 110 mM 100 mM 0 0 0 0
5X 110 mM 110 mM 0 0 0 0
5X 110 mM 120 mM 0 0 0 0
5X 110 mM 140 mM 0 0 0 0
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Sekil 3. 27. BB872Y genomik Kkiitiiphanesinin zenginlestirme yontemi ile seleksiyonu sonunda
¢izgi ekim sonucu kati besiortamlarinda iireme gosteren kolonilerin petri fotograflari

3.4.1. Bor tolerans nokta testi ile secilen kolonilerin analizi

Olusturulan genomik kiitiiphanelerden seleksiyon ile bora toleransli oldugu
diistiniilen transformant kolonilerin igerdigi plazmidlerdeki insert bolgelerindeki gen
veya genlerin E. coli’ye ne kadar bor toleransini sagladigini bulabilmek ve emin
olabilmek igin bor tolerans nokta testi uygulanmustir. Bu testte ilk olarak her bir
transformant koloninin bor tolerans esik seviyeleri belirlenmis, OD 0,5 olacak
sekilde ekimleri yapilmistir. Kontrol olarak insert igermeyen plazmid DH10bpDuet

susu kullanilmistir.
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Kontrol DH10b susu her test serisinde negatif kontrol olarak eklenmis ve tolerant
ornekler ile karsilastirilmistir. 0, 50, 80, 100, 110 ve 120 mM borik asit igeren LB-
cm agar besiortamlarina 1/1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16 diliisyona ugratilarak nokta ekimleri

yapilmistir.

BB62b2Y genomik kiitiiphanesinin direkt ekim ile seleksiyonu sonucu iireme
gosteren kolonilerin ¢izgi ekimleri yapilmistir. Buradan canlandirmalar1 yapilan 6,
19, 21, 22, 26, 27, 28, 46, 106 ve 107 olarak isimlendirilen 10 adet tolerans gosteren
koloninin ‘Bor Tolerans Nokta Testi’ sonucunda, 106 ve 107 nolu 6rneklerin 110
mM borik asit iceren LB-cm kati besiortaminda iireme gosterdigi goriilmiistiir.
Negatif kontrol olarak kullanilan DH10bpDuet susu ile bor tolerans seviyeleri
karsilastirilmis ve bor toleransi gosteren kolonilerin bor tolerans seviyeleri
belirlenmistir (Sekil 3.28.).

1 21
11 12 Y4 Y8 1/16

6

Y1 12 Y& ys 1/16 o s B e

50mM H;B0; 50 mM H;B0, 50mM H;BO,
80mM H:BO; 80mM H;B0; 80mM H:BO;
100mM H;B0O; 100mmM 80, 100mM H;80;

UomM: Ho0; 110mM  H:80;

110mM  H:BO:

120mm H:BO: 120mm  H:80;

120mM H;B0:

22 DH10b pDUET

11 12 Y4 Y8 1/16

11 12 Y& Y8 1/16

0mM H;B0;

0OmM H:80;
50 mM H,;B0, 50 mM H,;BO,
80 mMm H;B0; 80 mMm H;B0;

100 mM H;B0; 100 mM H;BO,

H;BO.
110mM H;B80; 110mM H;BO;

120mM HiBO: 120mM H:BO;
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27 28

26
T ET Y1 12 Y4 Y8 1/16 171 12 Y4 Y8 1/16
H.80 0OmM H;B0;
omM H;B0, MM Ha00s
B 50 mM H.B0:
50 mM H;BO; Fond e
80mM H:BO; 0 M)
80 mM H,BO, 00mM H;BO.
100mM  Hi80; 100 MM FLED
100mM H;B0; DM HB0
m 30Uz
H:80
110mM H:B0; 110mM H;80; ki 0
H BO m 31 3
120mM H:BO: 120 mM H:B0;
- DH10b pDUET
AT T 171 12 Y& Yy 116
OmM H;80, 0mM
50mM H;B0; SOmM
80mM H:B0, 80.mM
100mM  H;B0; 200mM
110mM H;80; M
120mM H;BO: Z20mM
106 107 DH10b pDUET
Y1 12 Y4 Y8 116 Y1 12 ya Y8 116 11 12 Y4 Y8 116
0mM H;BO; 0mM H;BO; 0OmM H;BO;
50 MM H;B0; S0mM H;BO; 50mM H;B0;
80 mM H;BO; 80mM H;BO; 80mM H;B0;
100mM H;80; 100mM H;BO; 100 mM H;B0;
110mM H;80; 110mM H;80, 110mM H;80;
120mM H;BO; 120mM H:BO; 120mM H;BO;

Sekil 3. 28. BB62b2Y genomik kiitiiphanesinin direkt ekim seleksiyon yontemi ile elde edilen
tolerant kolonilerinin DH10bpDuet kontrolii ile birlikte bor tolerans nokta testi petri fotograflari
BB872Y genomik kiitiiphanesinin zenginlestirme yontemi ile seleksiyon sonucu elde
edilen ve aktiflestirilen SKB1la, SKB1b, SKB1c, SKB1d, SKB1le, SKB1f, SKB1g,
SKB1h, SKB1j, SKB1k, SKB1m, SKB2a, SKB2b, SKB2c, SKB3a, SKB3h, SKB3c
ve SKB3d olarak isimlendirilen bora tolerans gosteren 18 adet 6rnek belirlenmistir.
Bu 6rneklerin ‘Bor Tolerans Nokta Testi’ sonucunda 15°i (SKB1la, SKB1b, SKBIc,
SKB1d, SKBle, SKB1f ve SKB1h, SKB1j, SKB1m, SKB2a, SKB2c, SKB3a,
SKB3b, SKB3c ve SKB3d) 120 mM borik asit iceren LB-cm agar besiortaminda

tireme gostermistir (Sekil 3.29.).
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SKB1b DH10b pDuet Kontrol

S — 11 12 1/4 18 1/16 — 1 1/4 /8 _1/16
50 mM H;80; 50 mM 50mM H,80;
80 mM H;BO; 80mM 80mM H;80;
100mM H;80, 100 mm 100mM H;80,
110mM H;B0; 110 mm 110mM H;BO;
120mM H;80; 120mm 120mM H;B0;
SKB1d
0mM H;80; OmM H;BO;
50 mM H;BO; 50 mM H;BO;
80mM H:B0; 80mM H;B0;
100mM H;B0; 100mM H;BO;
110mMm H;80; 110mM H;BO;
120mM H;80; 120mM H;B0;
SKB1le SKB1f DH10b pDuet Kontrol
11 12 U4 18 1/16 11 12 14 18 1/16 U S i U a1se
0mM H;B0; omMm omM H;BO;
50 mM H,;BO; 50 mM 50mM H,80,
80 mM H;B0; 80 mM 80mM H:BO;
100mM H,80; 100 mM 100mM 480,
110mM H;BO; 110 mm 110mM H;BO;
120mM H;BO; 120mM 120mM  H:BOs
SKB1g
WM 12 14 U8 116 171 12 1/4 1/8 1/16
0mM H;B0; omM
50 mM H,BO; 50 mM
80mM H;B0; 80 mM
100mM H;BO; 100 mm
110mM H;80; 110 mm
120mM H:BO; 120mM
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omMm
50 mM

80 mM
100 mM

110mM
120mM

omMm
50 mM

80 mM
100 mM

110mM
120mM

omm
50 mM

80 mM
100 mM

110mM
120mM

omMm
50 mM

80 mM
100 mM

110mM
120mM

omMm
50 mM

80mM
100 mM

110mm
120mM

e SKB1K DH10b pDuetKontrol

11 12 14 18 116 11 172 14 18 1/16

g OmM H;80,
Sk S0mM H.B0,
200 80mM H;BO;

0T 100mM H;80;
B0k 110mM H:80;
A20EM 120mMm H;B0;

SKB2a
11 12 14 1/8 1/16

11 12 14 1/8 1/16

1/1 12 14 1/8 1/16

H;80; 0mM H;80;
H:B0; 50mM H;B0;
H;80; 80 mM H;80;
H;80; 100mm H;B0;
H;80; 110mM H;BO;
H;B80; 120mM H;BO;
SKB2c DH10b pDuet Kontrol

171 12 14 18 1/16 171 12 14 1/8 1/16
H;80; omm omm
H;B0; 50 mM 50 mM
H;80; 80 mM 80 mM
H;80; 100 mM 100 mm
H;80; 110 mm 110mM
H;80; 120 mM 120 mmM

SKB3b

171 12 14 1/8 1/16
H;80; omM
H;B0; 50 mM
HyBO; 80 mM
H;80; 100 mM
H;80; 110 mm
H;B0; 120mM

SKB3d DH10b pDuet Kontrol

171 12 1/4 1/8 1/16
H;80; OmM H;B0; 0OmM H;BO;
H;B0; 50 mM H;BO; 50 mM H:BO;
H;80; 80mM H;BO; 80mM H:BO:
H;80; 100mM H;B0; 100mM H;80;
H;80; 110mM H:80; 110mM H;B0;
H:B0; 120mM H;B0; 120mm H:BO;

Sekil 3. 29. BB872Y genomik Kkiitiiphanesinin zenginlestirme yontemi ile seleksiyonuyla
belirlenen tolerant kolonileri DH10bpDuet kontrolii ile birlikte ‘Bor Tolerans Nokta Testi’

sonuclarinin petri fotograflar:
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Direkt ekim, ¢izgi ekim ve zenginlestirme ile seleksiyon sonucunda elde edilen 110
ve 120 mM borik asite tolerans gosteren transformant kolonilerdeki rekombinant
plazmidlerin igerdigi insertleri tespit etmek igin iki ayr1 yontem uygulanmustir.
Bunlardan birincisi PCR yontemi, digeri ise restriksiyon endoniikleazlar ile kesim
yontemidir. BB872Y ve BB62b2Y genomik kiitiiphanelerinin ‘Bor Tolerans Nokta
Testi” sonucunda 110 ve 120 mM borik asite tolerans gosteren 6rneklerin PCR ile
analizleri yapilmistir. BB62b2Y genomik kiitiiphanesindeki tolerant kolonilerin
plazmid ve insert igeriklerinin kontrolleri i¢in, ilk olarak transformant kolonilerden
plazmid izolasyonu gerceklestirilmistir. Daha sonra ise PCR ve restriksiyon

endoniikleazlar ile kesimleri yapilarak plazmidlerin insert i¢erikleri analiz edilmistir.

3.4.2. Rekombinant plazmidlerdeki insertlerin biiyiikliiklerinin analizi icin PCR

yontemi ve restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile kesimi

Rekombinant plazmidlerin degerlendirilmesinde ilk olarak plazmidlerdeki insert
bolgelerini gogaltabilmek, insert varliklar1 ve biiyiikliiklerini kontrol edebilmek igin
PCR yontemi kullanilmistir. BB62b2Y genomik kiitiiphanesinin zenginlestirme ile
seleksiyonu sonucunda 8 adet tolerant koloni bulunmus ve bu koloniler borik asit
icermeyen kat1 besiortaminda canlandirilmis ve DuetUP ve DuetDOWN primerleri
ile koloni PCR’1 yapilmustir (Sekil 3.30.). Koloni PCR sonucunda Cf1, Cf3 ve Cf7
numarali 6rnekler harig, diger biitiin 6rnekler DH10bpDuet kontroliine bakilarak
karsilastirildiginda orneklerin yaklagik 400 bp kiigiik insert igerdikleri sonucuna
varilmistir. Bu 6rnekler sekanslanmamustir. Ciinkii elimizde daha 6nce sekanslanmis
olan kiigiik insert igeren plazmid DNA stoklarimiz mevcuttur. Bu 6rnekler sekansa
gonderilmeden stok alinarak laboratuvarimizda saklanmaktadir. Cfl, Cf3 ve Cf7
numarali 6rneklerin DuetUP ve DuetDOWN primerleri ile yapilan koloni PCR’1
calismamistir. Bu 6rnekler (Cfl, Cf3 ve Cf7 6rnekleri) digerlerinden farkli olarak
incelemeye alinmustir. DuetUP ve DuetDOWN primerleri kullanilarak yapilan bu
PCR sonucunda iiriin gériilmemesinin sebebinin bu primerlerin tiriinii gogaltamadigi,
bu sebeple de Cfl, Cf3 ve Cf7 numarali Orneklerin biiylik insert icerdigi

diistiniilmektedir.
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T7 Promotor ve T7 Terminatdr primerleri ile tekrar koloni PCR yapilmustir. %0,8’lik
agaroz jele yiiklenerek sonuglar degerlendirilmistir (Sekil 3.31.).

X
R ¢
T

2900
2000
1500
1000
750
500

250

Sekil 3. 30. BB62b2Y genomik Kkiitiiphanesinin zenginlestirme yontemi ile seleksiyonundan elde
edilen tolerant kolonilerden DuetUP ve DuetDOWN primerleri kullanilarak yapilan PCR’1n
%0,8’lik agaroz jel goriintiisii

Sekil 3. 31. BB62b2Y genomik Kkiitiiphanesinin zenginlestirme yontemi ile seleksiyonundan elde
edilen tolerant Cf1, Cf3 ve Cf7 klonlarimin insert biiyiikliiklerinin tespiti icin T7 promotor ve T7
terminator primerleri kullamilarak yapilan PCR’1n %0,8’lik agaroz jel goriintiisii
T7 Promotor ve T7 Terminatdr Primerleri ile yapilan koloni PCR’mim goriintiisiine
bakilarak elimizdeki Cfl ve Cf3 Orneklerinin bilyiik insert igerdikleri sonucuna
varitlmistir. Cf7 isimli Ornekte bant goriilmemesinin sebebinin, insert igeren
plazmidin olmamasi, plazmid olmamasi, PCR’1n iiriinii ¢ogaltamamasi veya bos

koloni olabilecegi diistiniilmiistiir.
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Buradan biiyiik insert igerdigi diisiiniilen Cfl, Cf3 ve Cf7 orneklerinin borik asit
icermeyen LB-cm agar besiortamina tek koloni ekimleri yapilmis ve ertesi giinii tek
bir koloniye dokulunularak yayma ekimleri yapilmistir. Rekombinant (insert igeren)
plazmidler, Biomiga Mini Prep. plazmid izolasyon kiti ile izole edilmistir (Sekil
3.32).

M) Marker
1)pC.f1 1st
2)pC.f3 1st

3)pC.f 7 1st

4)pC.f12nd
5)pC.f 3 2nd

6)

7)

8)

pC.f7 2nd
pC.f 1 3rd
pC.f3 3rd

Sekil 3. 32. pCf1, pCf3 ve pCf7 plazmid izolasyonunun %0,8’lik agaroz jel goriintiisii

pCf7 6rneginin plazmid izolasyonu sonucu agaroz jel goriintiisiine bakildiginda bant
goriilmemistir. Bu 6rnegin DuetUP-DuetDOWN primerleri ve T7 Promotor-T7
Terminatér primerleri ile yapilan PCR’mnda da {iriin goriilmemistir. Cf7 isimli
ornegin bos koloni oldugu diisiiniilmektedir. pCfl ve pCf3 oOrneklerinin, insert
biiyiikliigiinii gorebilmemiz ve klonlama yapilabilmesi igin Ncol-Pstl (Cizelge 3.7.),
Ncol-Hindlll (Cizelge 3.8.) restriksiyon endoniikleazlari ile kesimleri yapilmistir.
Kesimi yapilan plazmidler, 37°C’de 15 saat inkiibe edilmistir. Ardindan 65°C’de 20
dakika inaktivasyonu gerceklestirilmistir. Tiipler birlestirilerek 40 pul 6rnek %0,8’lik
agaroz jele yiiklenerek goriintiisii almmis ve UV cihazinda jelden kesimi yapilarak

Fermentas Jelden Piirifikasyon kitinden gegirilmistir (Sekil 3.33.).
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Cizelge 3. 7. pCfl ve pCf3 insert iceren plazmidlerinin Ncol-Pstl restriksiyon enzimleri ile kesimi

pCfL (ul) pCf3 (ul)
Plazmid DNA 2nd 7 7
Buffer 0 2 2
Plazmid DNA 1st 9 9
Pstl 1 1
Ncol 1 1
20*4 20*4

Cizelge 3. 8. pCf1 ve pCf3 insert iceren plazmidlerinin Ncol-Hindll1 restriksiyon enzimleri ile

kesimi
PCF1 (ul) pCF3 (ul)
Plazmid DNA 2nd 7 7
FD Buffer 2 2
Plazmid DNA 1st 9 9
Hindl11 1 1
Ncol 1 1
20*4 20*4

M) Marker

1)C.f 1 Ncol-Pstl Kesim No Buffer
2)C.f 3 Ncol-Pstl Kesim No Buffer
3)C.f 1 Ncol-Hindlll Kesim FD Buffer

4)C.f 3 Ncol-Hindlll Kesim FD Buffer

Sekil 3. 33. pCf1 ve pCf3 insert iceren plazmidlerin restriksiyon enzimleri ile kesim sonucunun
%0,8’lik agaroz jel goriintiisii
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pCfl ve pCf3 insert igeren plazmidin, Ncol- Hindlll restriksiyon enzimleri ile kesimi
sonucu plazmid ve insert birbirinden ayrilmistir. Kesim sonucu degerlendirildiginde;
pDuet plazmidi 4000 bp, insert ise 1500 bp biiyiikliigiindedir. Ncol-Pstl restriksiyon
enzimleri plazmid ve insertii birbirinden ayirmis, fakat insertii iki ayri1 yerden
kesmistir. Bunlar ise 1000 bp ve 500 bp biyiikligiindedir. Subklonlama igin

kullanilacak restriksiyon enzimleri Ncol- HindIII olarak belirlenmistir.

pCfl ve pCf3 oOrnekleri, 1s1 soku transformasyon yontemi ile DH10b (E. coli)
hiicrelerine 0,5 pl transforme edilmistir. Retransformasyon sonucu pCfl 6rneginde
yaklagik 540 koloni ve pCf3 Orneginde yaklasik 520 koloni goriilmistiir (Sekil
3.34)).

Sekil 3. 34. pCfl ve pCf3 orneklerinin Retransformasyonu sonucu petri fotograflari.

pCfl ve pCf3 orneklerinin retransformasyonu sonucunda petrilerden bir koloniye

dokunularak LB-cm besiortaminda canlandirmalari yapilmustir.

Canlandirma sonrasinda ‘Bor Tolerans Nokta Testi’ (0, 50, 80, 100, 110 ve 120 mM
borik asit igeren LB-cm besiortaminda) ile seleksiyona gidilmistir. Kontrol olarak
DH10bpDuet bir de zenginlestirme sonunda 120 mM borik asit i¢eren besiortaminda
tireme gosteren stoklardan alinan pCfl ve pCf3 kullanilmustir. ‘Bor Tolerans Nokta
Testi’ sonuglar1 degerlendirilmistir (Sekil 3.35.).
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pCfl-Retransformation pCf3-Retransformation DH10b pDuet (Kontrol)

11 1/2 1/4 1/8 1/16

1/1 12 1/4 1/8 1/16

11 12 1/4 1/8 1/16

0OmM H;BO; 0OmM H;BO; OmM H;BO;
50 mM H;BO; 50 mM H;BO, 50 mM H;BO;
80 mM H:BO; 80 mM H:BO: 80mM H,80,
100mM H;BO; 100mM H;BO; 100mM  H:B0;
110mM H;B0; 110mM H;BO; 110mM H;BO;
120mM H;BO; 120mM H:BO; 120mM H;B0;
pCf3-Stoktan pCf1-Stoktan
11 1/2 1/4 1/8 1/16 1/1 12 1/4 1/8 1/16
0OmM H;BO; 0OmM H;BO;
50 mM H;B0, 50 mM H;80;
80mM H:BO; 80 mm H:BO;
100mM H;BO; 100mM H;B0;

110mM H;B0; 110mM H;B0;

120mM H:BO: 120mm H;:BO;

Sekil 3. 35. pCf1 ve pCf3 orneklerinin ‘Bor Tolerans Nokta Testi’ sonucu elde edilen petri
fotograflar:
Daha 6nce kolonilere dokunulup buradan DuetUP- DuetDOWN ve T7 Promotor-T7
terminator primerleri ile PCR’1 gergeklestirilen Cfl ve Cf3 Ornekleri, bu defa
plazmid izolasyonu gergeklestirilen pCfl ve pCf3 tiiplerinden ayni primerler ile
PCR’1 yapilmistir. %0,8’lik agaroz jel ile analiz edilerek sonuglar degerlendirilmistir
(Sekil 3.36.).

M) Marker
10000 1) pCf1 1st — DuetUP-DuetDOWN
i 2) pCf3 1st - DuetUP-DuetDOWN
% 3) pDuet — DuetUP-DuetDOWN
fg 4) pCf1 1st— T7Promotor-T7Terminatér
}0580 5) pCf3 1st— T7Promotor-T7Terminator
2 6) pDuet — T7Promotor-T7Terminator

Sekil 3. 36. pCfl ve pCf3 plazmidlerinin kalip olarak kullanilarak DuetUp- DuetDOWN ve T7
Promotor-T7 terminatér primerleri ile yapilan PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforez
goriintiisii
Sekanslamada kullanilmak tizere, pCfl ve pCf3 plazmidlerinin sadece Ncol
restriksiyon endoniikleaz (Sekil 3.37.) ve sadece HindIII restriksiyon endoniikleaz

ile kesimleri yapilmistir (Sekil 3.38.).
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Sekil 3. 37. pCfl ve pCf3 plazmidlerinin Ncol restriksiyon endoniikleaz ile kesiminin %0,8’lik
agaroz jel goriintiisii

N ~ &

N N
& N Y S
N S &35
> O.8 O &
< Y RE

Sekil 3. 38. pCf1 ve pCf3 plazmidlerinin Hindl11 restriksiyon endoniikleaz ile kesiminin % 0,8’lik
agaroz jel goriintiisii

BB62b2Y genomik kiitiiphanesinin direkt ekim ile seleksiyonu sonucunda 10 adet

tolerant koloni bulunmustur. Bu koloniler borik asit igermeyen LB-cm agar

besiortaminda canlandirilmig ve DuetUP ve DuetDOWN primerleri ile koloni PCR’1

yapilmustir (Sekil 3.39.).
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Koloni PCR sonucunda, DHI10bpDuet kontroliine bakilarak karsilastiriima
yapildiginda, 106 ve 107 numarali 6rneklerin yaklasik 400 bp biiyiikligiinde insert
icerdikleri, diger orneklerin ¢alismadigi goriilmistiir. 106 ve 107 nolu plazmidlerin

insert bolgeleri sekanslanmustir.

M 1112 13 14 15 1617 18 19 20

11)6 BB62b2y B-2 Gen. Lib. Direkt Ekim 110 mM
1219 BB62b2y B-2 Gen. Lib. Direkt Ekim 110 mM
1321 BB62b2y B-2 Gen. Lib. Direkt Ekim 110 mM
— 14)22 BB62b2y B-2 Gen. Lib. Direkt Ekim 110 mM
100 I 1528 BB62b2yB-2 Gen. Lib. Direkt Ekim 110 mM
500 o — 1646 BB62b2y B-2 Gen. Lib. Direkt Ekim 110 mM
20 e 1776 BB62b2y E-1 Gen. Lib. Direkt Ekim 100 mM
18)106 BB62b2y B-1 Gen. Lib. Direkt Ekim 100 mM
19107 BB62b2y B-1 Gen. Lib. Direkt Ekim 100 mM

20)pDUET Kontrol

Sekil 3. 39. BB62b2Y B-1 ve B-2 genomik kiitiiphanesinin 6, 19, 21, 22, 28, 46, 106 ve 107
numarah tolerant érneklerinden DuetUP ve DuetDOWN primerleri kullanilarak yapilan koloni
PCR sonucu elde edilen iiriinlerin agaroz jel goriintiisii
BB62b2Y genomik kiitiiphanesinin zenginlestirme ile seleksiyonu sonucunda 5 adet
tolerant koloni bulunmustur. Bu koloniler borik asit igermeyen LB-cm agar

besiortaminda canlandirilmis ve DuetUP ve DuetDOWN primerleri ile koloni PCR’1
yapilmistir (Sekil 3.40.).

Koloni PCR sonucunda, DH10bpDuet kontroliine bakilarak karsilastiriima
yapildiginda A, B, C, D ve E oOrneklerinin yaklasik 100 bp ¢ok kiigiik insert

icerdikleri goriilmiistiir. Ornekler sekanslanmamustir.
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M AB C DED23z
10000 S
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3500 —
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1500 | S
1000 | ——
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Sekil 3. 40. BB62b2Y zenginlestirme ile seleksiyonu sonucu elde edilen tolerant kolonilerden

DuetUP ve DuetDOWN primerleri kullanilarak yapilan PCR’1n %0,8’lik agaroz jel goriintiisii
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BB872Y genomik kiitiiphanesinin zenginlestirme ile Seleksiyonu sonucunda 18 adet
tolerant koloni bulunmustur. Bu koloniler borik asit icermeyen LB-cm agar
besiortaminda canlandirilmig ve DuetUP ve DuetDOWN primerleri ile koloni PCR’1
yapilmistir (Sekil 3.41). Koloni PCR sonucunda, DH10bpDuet kontroliine bakilarak
karsilastirilma yapildiginda SKB1h, SKB3a, SKB3c¢ ve SKB3d 6rneklerinin yaklasik
400 bp biiytikligiinde insert igerdikleri goriilmiistiir. Bu 6rnekler sekanslanmistir.

Sekil 3. 41. BB872Y |-2 genomik kiitiiphanesinin ‘Bor Tolerans Nokta Testi> sonucu 120 mM
borik asite direng gosteren érneklerin DuetUP-DuetDOWN primerleri ile koloni PCR
iiriinlerinin %0,8’lik agaroz jeldeki goriintiisii

3.5. Curtobacterium flaccumfaciens Tiiriine ait Genomik Kiitiiphanesi
Olusturulan izolatlarin, Bor Seleksiyonu Sonucu Plazmid Insertlerinin

DNA Dizi Analizi ve Sonuclar

Genomik kiitiiphanesi olusturulan izolatlarin, bor tolerans seviyeleri tespit edildikten
sonra bakteriye bu tolerans fenotipini kazandiran gen dizilerinin biyoinformatik

analizleri yapilmstur.
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Bor seleksiyon sonrasinda elde edilen tolerant kolonilerden pCfl ve pCf3
rekombinant plazmidlerin izolasyonu yapilmistir. Diger tolerant kolonilerin pSKB1h,
pSKB3a, pSKB3c, pSKB3d, p106 ve pl07’nin koloni PCR’1 yapilmistir. insert
iceren plazmidler i¢in, ACYCDuetUP1 (5’-GGATCTCGACGCTCTCCCT-3’) ve
ACYCDuetDownl (5-GGATTATGCGGCCGTGTACAA-3’) sekans primerleri
kullanilmustir. Insert iceren plazmidlerin hizmet alimi ile DNA dizileri belirlenmistir
(Macrogen, Hollanda) (Sekil 3.42.). DNA dizi analizlerinin belirlenmesi sonucu,
insertlerdeki  klonlanan gen Dboélgelerinin  analizleri i¢in  BlastN, BlastX
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) ve BioEdit

(http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html) veri tabanlar1 kullanilmigtir. Boylece E.

coli’ye bor tolerans: kazandiran insert DNA’s1 icerisinde yer alan, aday genler veya

proteinler tespit edilmistir.

120 130 140 150 160 170
GOCGACGAACTGGATOAGCTOGAGCGCOAGCCAGACCGCGATGCCGGCGATGCCE

&!\Mf n‘(‘u“ NN\“\A; N\r,wﬂﬂvj‘w W“J{UW‘U I)me\f

200 210
WCCGGAG -\CGCCC-\CC%GGGCGGTG ACGACGACGAGCTT G-.GGGCCC-\G-;CCGG

e T L

230 40 250 260 270
GGG T CGCG GTCCGGAGTGCGGCATGACCGGAAGCCTAACGGGCTGGACGCA

o o oo A

280 250 300 310 32
CCCGATGACGGACCGCGEACGGEGECCCGCCCGACGCOGEEEACGEGECCTCCAGGC

A et i e e Ml

Sekil 3. 42. Sekans kromatogram sonuclarindan pCfl1 insert sekansinin bir kism
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3.5.1. BB62b2Y izolatinin genomik kiitiiphanesinden elde edilen plazmid insert

sekanslarin biyoinformatik analizleri

BB62b2Y genomik kiitiiphanesinin bor seleksiyonu sonucu elde edilen p106, p107
ve pCfl plazmidlerinin NCBI- BlastX analizi sonucunda eslesen gen dizileri Cizelge

3.9.’da verilmistir.

Cizelge 3.9. BB62b2Y insert sekanslarimin NCBI-BlastX sonuclari

Rlazmid
Plazmid Yaklasik Ig:ergn_ insert Sekansinin BlastX Sonucu Benzerlik Gosteren
Adi Insert Koloninin Gen veya Proteinler, Benzerlik Yiizdeleri
Biiyiikligii  Borik Asit enveya Frotewnter, benze uzdele
Toleransi
— hipotetikal protein [Curtobacterium sp.] - % 95
1 200 120 mM . S
p106 — sinyal iletim histidin kinaz senX3 - %89
— sinyal iletim histidin kinaz senX3 - %89
— nitrat rediiktaz [Curtobacterium flaccumfaciens] - %
100
p107 200 120 mM — ABC tasiyic1 permeaz [Curtobacterium
flaccumfaciens] - % 100
— hipotetikal protein [Curtobacterium flaccumfaciens] -
% 89
— alfa-galaktosidaz [Curtobacterium flaccumfaciens] -
pCf 1 &
(Ncol 612 110 mM 0—/(J>g7lpotet|kal protein [Curtobacterium flaccumfaciens] -
insert . . .
) — Kloriir kanal protein [Curtobacterium flaccumfaciens]
- %95

3.5.2.BB872Y izolatinin genomik giitiiphanesinden elde edilen plazmid insert

sekanslarinin biyoinformatik analizleri

BB872Y genomik Kkiitiiphanesinin bor seleksiyonu sonucu elde edilen pSKB1h,
pSKB3a, pSKB3c ve pSKB3d plazmidlerinin NCBI- BlastX analizi sonucunda

eslesen gen dizileri Cizelge 3.10.’da verilmistir.
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Cizelge 3.10. BB872Y insert sekanslarinin NCBI- BlastX sonuglari

Plazmid
Plazmid Yﬁidaftlk Kf)gl:g;?rl:in Insert Sekansinin BlastX Sonucu Benzerlik Gosteren
Adi nsert - - Gen veya Proteinler, Benzerlik Yiizdeleri
Biiyiikliigiin  Borik Asit
Toleransi
— pantotenat kinaz [Curtobacterium sp. ]- %100
— tip | pantotenat kinaz [Curtobacterium
pSKB1h 350 120 mM flaccumfaciens]- % 95
— sinyal iletim histidin kinaz senX3 - % 89
— peptit ABC tastyic1 permeaz [Curtobacterium sp.] -
% 100
— peptidil-prolil cis-trans izomeraz [Curtobacterium
pSKB3a 360 120 mM flaccumfaciens] - % 93
— hipotetikal protein [Curtobacterium flaccumfaciens] -
% 84
— hipotetikal protein - % 93
pSKB3c 250 120 mM — sinyal iletim histidin kinaz senX3- % 89
— tip | pantotenat kinaz [Curtobacterium sp.] - % 100
— pantotenat kinaz [Curtobacterium flaccumfaciens
pSKB3d 380 120 mM UCD-AKU] - % 95

— hipotetikal protein - % 93
— sinyal iletim histidin kinaz senX3 - % 89
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4, SONUCLAR VE ONERILER

Bu tez calismasinda, binlerce koloniyi iceren BB62b2Y-1, BB62b2Y-2 (jelden
kesilerek hazirlanan) ve BB872Y genomik kiitiiphaneleri elde edilmis ve stoklanarak
caligmalarda kullanilmak tizere laboratuvarda saklanmistir. Elde edilen bu 3 genomik
kiitiphanede Bor’a tolerans gosteren klonlarin tespit edilebilmesi igin, borik asit

iceren ortamlarda farkl seleksiyonlar gergeklestirilmistir.

Genomik kiitiiphanesi olusturulan Curtobacterium flaccumfaciens tiiriine yakin olan
bu ii¢ izolatta bulunan, yiiksek konsantrasyonda borik asite tolerans saglanmasinda
gorevli olabilecek aday genlerin bulunabilmesi i¢in sekans analizleri yapilmis ve
BioEdit programi ile insert haritalar1 ¢ikartilmistir (Sekil 4.1. ve Sekil 4.2.).
BB62b2Y genomik kiitiiphanesinden seleksiyonlar sonucu elde edilen p106 ve p107
plazmidlerin bulundugu klonlarm yaklasik 120 mM borik aside diren¢ gosterdigi
saptanmustir. Bu plazmidlerde bulunan insert DNA dizilerinin, hipotetikal protein,
sinyal iletim histidin kinaz senX3, nitrat rediiktaz, ABC tasiyic1 permeaz aday
genlerine benzerlik gosterdigi goriilmiistiir. BB62b2Y-2 genomik kiitiiphanesinin,
110 mM borik aside direng gosteren kolonilerinde bulunan pCfl ve pCf3 kodlu
plazmidlerin insert bolgelerindeki DNA dizilerinin, kloriir kanal proteini ve alfa-
galaktosidaz gen bolgelerine benzer olduklari tespit edilmistir. BB872Y genomik
kiitiiphanesinden elde edilen ve 120 mM borik aside direngli olduklar1 diisiiniilen
tolerant kolonilerdeki pSKB1h, pSKB3a, pSKB3c ve pSKB3d kodlu plazmidlerde
peptit ABC tasiyic1 permeaz, peptidil-prolil cis-trans izomeraz, tip | pantotenat kinaz

ve pantotenat kinaz aktivitelerine benzer gen bolgeleri belirlenmistir.
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signal-transduction histidine kinase senX3, partial [Bacteroides fragilis str. S36L5]
2 hypothetical protein [Curtobacterium sp. UNCCL17]

hypothetical protein AP95_2825 [Staphylococcus aureus Lyso 2 2010]

e T T 7 T
232 265 298

1 34 67 100 133 166 189 2 2

106_UP
331 bp

signal-transduction histidine kinase senX3, partial [Bacteroides fragilis str. S36L5]
hypothetical protein AP95_2825 [Staphylococcus aureus Lyso 2 2010]

- m—— T T
32 265 298

1 34 67 100 133 166 199

Y]

ABC transport ba accumfaciens

er permease, partial [Cu cterium f1
nitrate reductase [Curtobacterium flaccumfaciens

107_UP
337bp

Sekil 4. 1. BB62b2Y genomik kiitiiphanesinden elde edilen p106 ve p107 rekombinant
plazmidlerinin insert sekanslariin haritalar

hypothetical protein [Staphylococcus aureus]

| |
1 39 77 115 153 191 229 267 305 343
signal-transduction histidine kinase senX3, partial [Bacteroides fragilis str. S36L5]
SKB_3c_DOWN
380 bp

hypothetical protein [Staphylococcus aureus]

|—_ ] T T T T ] T
260 297 334

1 38 75 112 145 186 22
signal-transduction histidine kinase senX3, partial [Bacteroides fragilis str. S36L5]
SKB_3c_UP
378 bp

signal-transduction histidine kinase senX3, partial [Bacteroides fragilis str. S36L5]

e — T T T .
345 388

1 44 87 130 173 216 259 302
type I pantothenate kinase [Curtobacterium flaccumfaciens] hypothetical protein [Staphylococcus aureus)]

SKB_3d_DOWN
430 bp

signal-transduction histidine kinase senX3, partial [Bacteroides fragilis str. S36L5]

T | | | T I T
295 337 378

1 43 &5 127 169 211 233
pantothenate Kinase [Curtobacterium flaccumfaciens UCD-AKU]
SKB_3d_UP
429 bp

Sekil 4. 2. BB872Y genomik kiitiiphanesinden elde edilen pSKB1h, pSKB3a, pSKB3c ve pSKB3d
rekombinant plazmidlerinin insert sekanslarinin haritalari
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Bu calismada bulunan aday gen aktivitelerinin bor toleransi ile ilgili iligkilerini ispat
edebilmek i¢cin daha fazla ve kapsamli deneylere ihtiya¢ vardir. Bunlar arasinda
mutant olusturma c¢aligsmalar1 ve yabanil tip ile fenotip agisindan karsilagtirmalar ve
gen ekspresyon analiz c¢aligmalar1 sayilabilir. Bunun yaninda bazi protegenomik
calismalar da gerekebilir. Bu tiir calismalarin bundan sonraki projelerde yapilmasi ve
olas1 bulgularin bu tezin bulgulari ile ortiismesi ve gelistirilmesi sonucu, elde edilen
aday bor genleri i¢in fonksiyon atfetmede daha kesin ve etkili yorumlar ve
mekanizma agisindan baglantilar 6nerilebilir. Ancak bu asamada yapilabilecek olan,
bu aday aktivitelerin genel olarak gorevleri veya fonksiyonlarini literatiire basvurarak

belirtmektir.

4.1. Hipotetikal Proteinler

Hipotetikal proteinler; biyokimyada, varsayimsal bir protein, varligi tahmin edilen
ancak in vivo olarak ifade edildigine dair deneysel kanit bulunmayan proteinlerdir.
Yiizlerce genomun dizilimi sonucunda, islevlerin kolayca atanamayacagi, ¢ok sayida
ongoriilen ac¢ik okuma c¢ergevesinin Onerilmesine neden olmustur. Varsayimsal
proteinler olarak bilinen bu proteinler, her yeni dizilenen genomda kodlanan
proteinlerin yaklasik % 20-% 40'm1 olusturmaktadir. Bazi durumlarda gen {iriiniiniin,
kiitle spektrometresi gibi tekniklerle ifade edildigine dair yeterli kanit olabilse dahi,
aciklamali biyokimyasal fonksiyon eksikliginden dolayr bazi protein dizilerine
spesifik bir fonksiyon atamak zordur. Giiniimiizde ¢ogu protein dizisi, genomik DNA
dizisinin hesaplamali analizleri sonucu ¢ikarilmaktadir. Hipotetikal proteinler genetik
analiz swrasinda gen tahmin yazilimiyla olusturulmaktadir. Ayrica, hipotetikal
proteinlerin fonksiyonlarini agiklama yaklagimlari, bu proteinlerin 3 boyutlu
yapisinin belirlenmesini, prostetik grubunun/metal iyon baglanmasinin dogasini ve
bicimini anlama, bilinen fonksiyonlarin diger proteinleri ile benzerlik katlama ve
muhtemel katalitik bdlgeye not vermeyi icermektedir. Cesitli substratlarin
taranmasiyla biyokimyasal fonksiyon degerlendirmesi ile yap1 dngoriisii, fonksiyona
aciklama yapmak i¢in umut vadeden bir yaklasimi olusturmustur (Eisenstein, 2000).
Bu tez ¢alismasinda bulunan spesifik hipotetikal proteinin bor toleransi ile olan olasi

iliskisi literatiire ek bir bilgi saglamistir.
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4.2. Histidin Kinaz (HK) Aktivitesi

Bu tez caligmasinda bulunan bir diger aday aktivite olan, sinyal doniistiiriicti histidin
kinazlar, mikroorganizmalardaki gelisimin baslatilmas1 gibi karmasik islemleri
kontrol eden iki komponentli sinyal iletim sistemlerinde anahtar unsurlardir. Histidin
Kinaz i¢in yaygin 6rneklerden, osmoregiilasyonda merkezi bir rol oynayan EnvZ ve
kemotaks sisteminde merkezi bir rol oynayan CheA verilebilir. Histidin kinazlar
genellikle bir N-terminal ligand baglama alanina ve bir C-terminal kinaz alanmna
sahiptir, ancak diger alanlar da mevcut olabilir. Kinaz bolgesi, histidinin ATP ile
otofosforilasyonundan,  kinazdan  tepki  regiilatoriiniin  bir  aspartatina
fosfotransferinden ve aspartil fosfattan ADP'ye veya suya fosfotransferinden
sorumludur (Bhate vd., 2015).

Histidin kinazlar (HKSs), bakteriyel sinyallemede 6nemli oyunculardir. Sinyallerin bu
ailenin protein yapilarina iletildigi ve bu yapilar boyunca iletildigi mekanizmalar
hakkinda bilgi vermek icin HKs yapilari analiz edilmistir. Bilinen enzimolojik
veriler; dimer arayiiziindeki asimetrigin HKs'deki sinyal iletiminin anahtar bir
Ozelliginin nasil oldugunu goéstermek i¢in yeni yapisal veriler baglaminda
yorumlamalar yapilmis ve sinyal iletiminde, kataliz sirasinda farkli HK alanlarinin
asimetrik-simetrik gecisleri nasil gegirdikleri tartisilmistir. Bu ¢esitli 6zellikleri
iceren bir sinyal iletimi i¢in termodinamik bir ¢erceve sunulmakta ve zayif
termodinamik baglamanin sonuglar1 tartisilmaktadir. Enzimoloji, yapisal biyoloji,
protein miihendisligi ve termodinamik goézlemlerin sentezi histidin kinaz sinyal

iletiminin daha derin bir molekiiler anlayisinin yolunu agmistir (Bhate vd., 2015).

Bu spesifik aktivite ile bor tolerans arasinda olasi bir iliski bulunmasi ilging bir
bulgudur ve borun hiicre tarafindan algilanmasinda rolii olup olmayacagmin daha

detayl1 ve farkli caligmalar ile test edilmesini 6nermekteyiz.
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4.3. Nitrat Rediiktaz Aktivitesi

Nitrat rediiktazlar; nitrat nitrite indirgeyen molibdo enzimlerdir. Bu reaksiyon ¢ogu
tarim bitkisinde protein iiretimi igin kritiktir. Ciinkii nitrat, toprakta azot kaynagidir.
Okaryot nitrat rediiktazlar, molibdo enzimlerin siilfit oksidaz ailesinin bir parcasidir.
Elektronlart NADH veya NADPH'den nitrata aktarirlar. Prokaryot nitrat rediiktazlar,
molibdoenzimlerin DMSO rediiktaz ailesine aittir ve asimilat nitrat rediiktazlari
(Nas), solunum nitrat rediiktaz (Nar) ve periplazmik nitrat rediiktazlar1 (Nap) olmak
tizere li¢ gruba ayrilmistir (Blasco vd., 1990). Bu spesifik aktivite ile bor toleransi
arasinda dogrudan bir iligki i¢in hipotez kurmak, eldeki verilerle heniiz miimkiin
degildir. Bu aktivitenin bor toleransi ile iliskisi ya yoktur ya da dolayli bir yoldan
olabilir.

4.4. ABC Tasiyic1 Permeaz Aktivitesi

ABC tasiyict permeaz; 76 ATP baglayic1 kaset (ABC) tasiyici sistemi, entegre
membran permeazlar (bilinen ve tahmin edilen) E. coli K-12'de bulundugu
bilinmektedir. Cogunlukla Pfam PF00528 ailesindeki 50 {iye tarafindan tanimlanirlar.
PF1032 (FecCD) [COG0609, COG4139, COG4779] ailesinden ilave olarak 6 tane
permeaz vardir: FecC, FecD, FepD, BtuC, FhuB, FepG; 4 permeaz,
PF01061/COG0842 (ABC2_membran) familyasindan gelmektedir: YadH, YbhR,
YbhS, YhhJ; 6 permeaz/ATP'ye baglanan flizyon proteinleri: MdIA, MdIB, MsbA
(COGI323); CydC (COG4987); CydD (COG4988); Yoji (COG4615). RbbA,
permeaz/ATP'ye baglanan flizyon proteinlerine (COG1123) homologdur. ABC
tastyicilar,, ATP baglayic1 proteinler veya trafik ATPaz olarak da bilinen ¢6ziinebilir
sitoplazmik  ATPaz altbirimleri olarak adlandirilmaktadir. I¢  membran

translokasyonu, iliskili  permeaz  altbirimleri veya alanlar tarafindan

kolaylastirilmaktadir (Schneider vd., 1998).
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I¢ membran ABC tasiyicilari, permeaz ve periplazmik baglayici protein alt
birimlerini igerebilir. Dig membran ABC tasiyicilari, TolC gibi dis zar faktorii
(OMF) proteinleri ve spesifik zar-fiizyon proteinleri ile calisan permeaz proteinleri
veya domainleri igerebilmektedir. Cogu ABC ailesinden ATP'ye baglanan
proteinlerin, ¢ok bilesenli ABC tasiyicilarinin ABC permeazlarina enerji saglayan
ATPaz oldugu gosterilmistir; baz1t ABC ailesi ATPazlar, nakil dis1 islemler i¢in enerji
saglamaktadir (Davidson vd., 2008).

Bor tolerans1 ile ABC proteinleri arasinda, borun hiicrelerarasi, i¢i veya dis1
translokasyonunda bir iligkinin oldugu ihtimali yiiksektir ve s6z konusu aday aktivite

ileriki ¢caligmalar i¢in 6nemlidir.

4.5. Kloriir Kanal Proteini Aktivitesi

Klortiir kanal proteini, klorid kanallar1 olarak bilinen, kloriir i¢in spesifik anlasilmig
iyon kanallarinin siiper aileleridir. Bu kanallar bir¢ok farkli iyonu idare edebilir. Bu
yiizden belki borun farkli formlar1 ile iliskisi olabilir. Ancak bu aktivite, in vivo
konsantrasyonu diger anyonlardan ¢ok daha yiiksek oldugu igin kloriir olarak
adlandirilmistir. Voltaj kapili kanallarin ve ligand kapili kanallarin (6rnegin CaCC

aileleri) bazi aileleri insanlarda da karakterize edilmistir (Jentsch vd., 2002).

Voltaj kapili kloriir kanallari, pH, hacim homeostasi, organik ¢6ziinen tagmim, hiicre
gbcii, hiicre proliferasyonu ve farklilagsmasi gibi gesitli fizyolojik ve hiicresel rolleri
sergilemektedir. Dizi homolojisine dayanarak, kloriir kanallar1 bir takim gruplara
ayrilabilir. Voltaj kapili kloriir kanallar1 hiicre dinlenme membrani1 potansiyelinin
ayarlanmasi ve uygun hiicre hacminin korunmasi i¢in 6nemlidir. Bu kanallarin yapist
diger bilinen kanallara benzemez. Ciinkii klorun yani sira HCO 3, I-, SCN- ve NO 3
gibi diger anyonlar i¢in de rol alabilir. Kloriir kanal altbirimleri 1 ila 12
transmembran segmenti icerir. Bazi kloriir kanallar1 sadece gerilimle aktive edilirken
digerleri Ca,", diger hiicre dis1 ligandlar veya pH ile aktive edilebilir. CLC (kloriir

kanal) grubu ailesi, 10 veya 12 transmembran heliks igerir.
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Her protein tek gozenek olusturur. Bu ailenin bazi iiyelerinin homodimerler
olusturdugu gdsterilmistir. Primer yap1 agisindan, bilinen katyon kanallar1 veya diger
anyon kanallar1 tiirleriyle ilgisi yoktur. Klorid kanallari, bitki hiicrelerinde giivenli

iyon konsantrasyonlarinin korunmasi i¢in de 6nemlidir (Jentsch vd., 2002).

4.6. Alfa-Galaktosidaz

Alfa-galaktosidaz hayvanlarda ve bitkilerde yaygindir. Escherichia coli'den alfa-
galaktozidaz (alfa-Gal), karmasik karbonhidratlarmm ve glikoproteinlerin indirgeyici
olmayan ucundan alfa 1,3-bagli ve alfa 1,6-baglantili galaktozidlerin ¢ikarilmasi igin
kullanilir. Alfa-Gal, bir alfa-D-galaktosil-siikroz olan rafinozu etkili bir sekilde D-
galaktoz ve siikroza hidroliz eder. Enzim ayni zamanda melibiyoz, stakyoz,
verbaskoz ve galaktinol gibi diger alfa-galaktozozidleri de hidrolize edebilir. Enzim
laktoz gibi beta baglantili galaktozu par¢alamaz (Schmid vd., 1976). Bu spesifik

enzim ile bor stresi veya diger stres tiirleri arasindaki iliski daha fazla arastirilmalidir.

4.7. Peptidil-Prolil Cis-Trans izomeraz Aktivitesi

Peptidil-prolil cis-trans isomeraz; PPlaz proteinlerin katlanmasini1 hizlandirir.
Oligopeptidlerdeki proline imidik peptid baglarmin cis-trans izomerlesmesini
katalizler. Insan siklofilinin bir homologu olan "rotamaz" olarak adlandirilan
prokaryot peptidil-prolil cis-trans-izomeraz, Escherichia coli'de tanimlanmistir (Liu
vd., 1990) Bu aktivitenin bor tolerans: ile iliskisini arastirmak i¢in, ortolog

mutantlarin fenotipleri arastirilabilir.
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4.8. Pantotenat Kinaz

Pantotenat kinaz (EC 2.7.1.33, PanK; CoaA) Koenzim A biyosentetik yolundaki ilk
enzimdir. Adenozin trifosfat (ATP) molekiilii 4'-fosfopantotenat olusturmak igin
pantotenat1 (vitamin BS5) fosforile eder. CoA'nin biyosentezinde hiz sinirlayici
adimdir. CoA tiim canli organizmalarda gerekli bir kofaktordiir. Sitrik asit dongiisii
(trikarboksilik asit dongiisii) ve yag asidi metabolizmasi gibi bir¢ok 6nemli hiicre
prosesinde ana asil grup tasiyicis1 gorevi goriir. Sonug olarak, pantotenat kinaz CoA
biyosentetik yolunda anahtar diizenleyici bir enzimdir (Liu vd., 1990). Bu enzim ile

bor toleransi arasindaki iliski baz1 gen ekspresyon deneyleri ile arastirilabilir.

Sonug olarak, bu tez caligmasi kapsaminda, Curtobacterium cinsine ait bazi bakteri
izolatlarmda bor toleransi veya stresinde gorev alabilme ihtimali olan aday genler
bulunmustur. Bu aday gen bilgilerinin bundan sonraki ¢aligsmalar i¢in kullanilmas1

onerilmekte ve literatiir i¢in katki ve yarar saglayacag diisiiniilmektedir.
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EK A. Insert Bolgelerinin Sekans Dizileri

>p106-UP

CTCTAGTATATACGACTCACTATAGGGGATTGTGAGCGGATAACAATTCC
CCTGTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAATAAGGAGATATACCATGGGCA
GCAGCCATCACCATCATCACCACAGCCAGGATCAGGGACACAAGCACCA
CGGCGAGCACGATCAGCGATGTGCTGTCGAACCCCTTCACGGCGGLCCCCG
GCGAGCGCCATCACGCCAATCGGCGCGAGGATCCGAATTCGAGCTCGGC
GCGCCTGCAGGTCGACAAGCTTGCGGCCGCATAATGCTTAAGTCGAACA
GAAAGTAATCGTATTGTACACGCCCGCATAATCA

>p107-UP

CTCCAAGCCATATACGACTCACTATAGGGGATTGTGAGCGGATAACAATT
CCCCTGTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAATAAGGAGATATACCATGGG
CAGCAGCCATCACCATCATCACCACAGCCAGGATCGGTCTGCCGGACTTC
ACCGCTCCCGCCTTCGACCCGTCCCAGCTCCCGATCATGTAGCGGATCGA
CGAGTCGAGGCTCAGCAGGGTGAGCCCGTTCGAGATCCGAATTCGAGCT
CGGCGCGCCTGCAGGTCGACAAGCTTGCGGCCGCATAATGCTTAAGTCGA
ACAGAAAGTAATCGTATTGTACACGGCCCGCATAATCA
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>pCfl- Ncol_ DuetDOWN

CATCCCGTTTTGAATTAGCATTATGCGGCCGCAAGCTTGTCGACCTGCAG
GCGCGCCGAGCTCGAATTCGGACGATGCGTCGGCGGCCTCGAGGTGCCC
GCCGAACCCGTACCCGAAGGCGACGAACTGGATGAGCTGGAGCGCGAGC
CAGACCGCGATGCCGGCGATGCCGCCGGAGACGCCCACCAGGGCGGTGA
CGACGACGAGCTTGAGGGCCCAGACCGGGGTCGCGTGTCCGGAGTGCGG
CATGACCGGAAGCCTAACGGGCTGGACGCACCCGATGACGGACCGCGAC
GGGCCCGCCCGACGCGGGACGGGCCTCCAGGCCGGGAGCCCCGACCACC
CGCCGTCAGACGGCCGTCAGCCGGAACGGCACCACGCAGTCGGCCGGCA
TGAGCGGCGGCTGCAGGCCGACGGTGCCGAGCACCCGGCCGCTGAACAC
CCGCGGGCCGGACCACCAGTCCGGTCGCACCAGGTCGTGGCCGTCGLLG
ATGACCACCGGGTCGACGCGGTACGCCGTGTCGGGGTCGAGGTCGCGGA
AAGGTGACCCGGCCGGTGCCGGAGACCTCGGAGCGGCCGATGCTGGCGA
GGAAGAAGACGGCCTGCCGCCGGTCCGGCGCGACCGTGCCGTACACGAG
TCGTGCGTCGTCGACTTCGTCCGAGCGCACCAGGTCGCCGCCGTGCAGGA
GCGGGCGGGAGCTTCGCGGTACAGCGCG

>pSKB1h- DuetDOWN

CATCGCTCGATTAGCATTATGCGGCCGCAGCTTGTCGACCTGCAGGCGCG
CCGAGCTCGAATTCGGATCTCGGTCTCGGTGAGCGACAGGTGCTCCTTCG
GGGCGAGCTGGGACCACTCGTCACGAGGGATCGGCCTCGGCACCTACAT
GGGTGGCTGGCGGATCGGGGTCGAGCCCGACGTGACGTCCGAGTCCGAC
GACGACGACCCGGACGACACCAGTGCCGGCGACAGCGCGAGCATCCGCA
GCAGGGTCAGCGACCGGAACACGATCCTGGCTGTGGTGATGATGGTGAT
GGCTGCTGCCCATGGTATATCTCCTTATTAAAGTTAAACAAAATTATTTCT
ACAGGGGAATTGTTATCCGCTCACAATTCCCCTATAGTGAGTCGTATTAA
TTTCCTAATGCAGGAGTCGCATAAGGGAGAGG
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>pSKB1h- DuetUP

CCTCCTTAGCATTATACGACTCACTATAGGGGATTGTGAGCGGATAACAA
TTCCCCTGTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAATAAGGAGATATACCAT
GGCAGCAGCCATCACCATCATCACCACAGCCAGGATCGTGTTCCGGTCGC
TGACCCTGCTGCGGATGCTCGCGCTGTCGCCGGCACTGGTGTCGTCCGGG
TCGTCGTCGTCGGACTCGGACGTCACGTCGGGCTCGACCCCGATCCGCCA
GCCACCCATGTAGGTGCCGAGGCCGATCCCTCGTGACGAGTGGTCCCAGC
TCGCCCCGAAGGAGCACCTGTCGCTCACCGAGACCGAGATCCGAATTCG
AGCTCGGCGCGCCTGCAGGTCGACAAGCTTGCGGCCGCATAATGCTTAAG
TCGAACAGAAAGTAATCGTATTGTACACGCC

>pSKB3a- DuetbOWN

CATCCGATGGACTAGCATTATGCGGCCGCAGCTTGTCGACCTGCAGGCGC
GCCGAGCTCGAATTCGGATCCTCGGGGTGCTCCTCGGCGTCTGGAACGCG
GTCCGGCAGTACCGCACCTCCGACCAGGTGTCGACGTACCTGTCCTTCGC
GGTGCTCGCCACCCCGACCTTCGTCATCGCGGTCGTGCTGATGATCTCCA
CACTCGCAGCCTGCGGTGCCTTCGCACCGTCCAGCTCGATGCCGAGGTCG
ATGCTCTTGTTGAGCGTGAGGCTGCCGGTCCAGGTCGCGCCCTTCGCGAT
CCTGGCTGTGGTGATGATGGTGATGGCTGCTGCCCATGGTATATCTCCTT
ATTAAAGTTAAACAAAATTATTTCTACAGGGGAATTGTTATCCGCTCACA
ATTCCCCTATAGTGAGTCGTATTAATTTCCTAATGCAGGAGTCGCATAAG
GGAGAGG
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>pSKB3a- DuetUP

CCTCCTAGGCATTATACGACTCACTATAGGGGATTGTGAGCGGATAACAA
TTCCCCTGTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAATAAGGAGATATACCATG
GGCAGCAGCCATCACCATCATCACCACAGCCAGGATCGCGAAGGGCGCG
ACCTGGACCGGCAGCCTCACGCTCAACAAGAGCATCGACCTCGGCATCG
AGCTGGACGGTGCGAAGGCACCGCAGGCTGCGAGTGTGGAGATCATCAG
CACGACCGCGATGACGAAGGTCGGGGTGGCGAGCACCGCGAAGGACAG
GTACGTCGACACCTGGTCGGAGGTGCGGTACTGCCGGACCGCGTTCCAGA
CGCCGAGGAGCACCCCGAGGATCCGAATTCGAGCTCGGCGCGCCTGCAG
GTCGACAAGCTTGCGGCCGCATAATGCTTAAGTCGAACAGAAAGTAATC
GTATTGTACACGCCC

>pSKB3c- DuetDOWN

CCTCCGCTCGATTAGCATTATGCGGCCGCAGCTTGTCGACCTGCAGGCGC
GCCGAGCTCGAATTCGGATCTCGGTATGAGCATCAGCGCCACCAGAAGG
CGTCGACCCACGTCATGACCACCTCCGCTCGCTCGTTCTCCTGCGGGATC
GCGGCGGAGAGCCCGCTGACGCTGCCGACGGACAGGTCGATCTCACCGA
GCAGCAGCACGAGGACGATGCCGATCCTGGCTGTGGTGATGATGGTGAT
GGCTGCTGCCCATGGTATATCTCCTTATTAAAGTTAAACAAAATTATTTCT
ACAGGGGAATTGTTATCCGCTCACAATTCCCCTATAGTGAGTCGTATTAA
TTTCCTAATGCAGGAGTCGCATAAGGGAGAGG

>pSKB3c- DuetUP

CCTCTTAAGGTTATACGACTCACTATAGGGGATTGTGAGCGGATAACAAT
TCCCCTGTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAATAAGGAGATATACCATGG

GCAGCAGCCATCACCATCATCACCACAGCCAGGATCGGCATCGTCCTCGT
GCTGCTGCTCGGTGAGATCGACCTGTCCGTCGGCAGCGTCAGCGGGCTCT
CCGCCGCGATCCCGCAGGAGAACGAGCGAGCGGAGGTGGTCATGACGTG
GGTCGACGCCTTCTGGTGGCGCTGATGCTCATACCGAGATCCGAATTCGA
GCTCGGCGCGCCTGCAGGTCGACAAGCTTGCGGCCGCATAATGCTTAAGT

CGAACAGAAAGTAATCGTATTGTACACCC
82




>pSKB3d- DuetDOWN

CCTCGGATTGCTTAGCATTATGCGGCCGCAGCTTGTCGACCTGCAGGCGC
GCCGAGCTCGAATTCGGATCTCGGTCTCGGTGAGCGACAGGTGCTCCTTC
GGGGCGAGCTGGGACCACTCGTCACGAGGGATCGGCCTCGGCACCTACA
TGGGTGGCTGGCGGATCGGGGTCGAGCCCGACGTGACGTCCGAGTCCGA
CGACGACGACCCGGACGACACCAGTGCCGGCGACAGCGCGAGCATCCGC
AGCAGGGTCAGCGACCGGAACACGATCCTGGCTGTGGTGATGATGGTGA
TGGCTGCTGCCCATGGTATATCTCCTTATTAAAGTTAAACAAAATTATTTC
TACAGGGGAATTGTTATCCGCTCACAATTCCCCTATAGTGAGTCGTATTA
ATTTCCTAATGCAGGAGTCGCATAAGGGAGAGG

>pSKB3d- DuetUP

CGTCCTAGCATATACGACTCACTATAGGGGATTGTGAGCGGATAACAATT
CCCCTGTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAATAAGGAGATATACCATGGG
CAGCAGCCATCACCATCATCACCACAGCCAGGATCGTGTTCCGGTCGCTG
ACCCTGCTGCGGATGCTCGCGCTGTCGCCGGCACTGGTGTCGTCCGGGTC
GTCGTCGTCGGACTCGGACGTCACGTCGGGCTCGACCCCGATCCGCCAGC
CACCCATGTAGGTGCCGAGGCCGATCCCTCGTGACGAGTGGTCCCAGCTC
GCCCCGAAGGAGCACCTGTCGCTCACCGAGACCGAGATCCGAATTCGAG
CTCGGCGCGCCTGCAGGTCGACAAGCTTGCGGCCGCATAATGCTTAAGTC
GAACAGAAAGTAATCGTATTGTACACGCCC
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