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OZET

BAZI BAKTERI TURLERININ BOR TOLERANSLARININ, SDS-PAGE
PROFILLERININ BELIRLENMESI VE BURSA-KESTELEK BOR MADEN
YATAKLARI VE CEVRESINDEN BOR TOLERANSI YUKSEK
BAKTERILERIN IZOLASYONU

Ramazan KARAKAYA

Yiiksek Lisans Tezi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1
Danisman: Yrd. Dog. Dr. Bekir COL
May1s 2012, 140 sayfa

Ulkemiz, diinya Bor rezervlerinin % 72’sine sahiptir ve her gegen giin Bor’un énemi
gittikce artmaktadir. Bor elementi bir yar1 metal olup, maden, kimya, tarim, ilag
sektorti dahil bir¢cok alanda kullanilmaktadir. Bunlarin yaninda, goreceli olarak az
calisma yapilmis olmasina ragmen, Bor’un biyolojik olarak da ¢ok Oneme sahip
oldugu goriilmektedir. Bor’un faydali 6zelliklerinin yaninda belli bir esik seviyesinin
tizerinde zararli olma durumu da s6z konusudur. Bor’un biyolojik éneminin detayl
olarak anlasilmasi i¢in yeni molekiiler biyoloji yaklagimlari ve model organizmalar
kullanilmalidir. Bu acidan bakteriler, bir¢ok nedenden dolayr ideal adaylardir.
Bor’un bakterilerle olan iligkisi konusunda yapilan caligmalar goreceli olarak
yetersizdir. Bu yilizden, bu tez ¢alismasinda, oOncelikle tiirleri bilinen c¢esitli
bakterilerin Bor toleranslari belirlenmistir. Test edilen 37 farkli mikroorganizma
tiirtinde, Borik asit toleranslari biiyiik cogunlukla 25 mM- 75 mM arasinda degisiklik
gostermistir. Sadece iki bakteride tolerans degeri 100 mM borik asit olarak tespit
edilmistir. Bu deger {iizerinde hicbir mikroorganizma iireme gostermemistir.
Dolayisiyla bakteri diinyasinda Bor tolerans esik degeri 100 mM borik asit olarak
Onerilmistir. Ayrica, Bor etkisinin anlasilabilmesi i¢in, segilen bakterilerin (n = 18)
farkli Bor konsantrasyonarinda gelistirilmesinden elde edilen hiicrelerden, protein
ekstraktlar1 elde edilmis ve bunlar iizerinde 1D SDS-PAGE analizleri
gerceklestirilmistir. Bazi durumlarda Bor konsantrasyonuna bagli ortaya c¢ikan
protein bandlar1 gozlemlenmistir. Borun sivi besi yerinde bakteri tiremesi {izerine
etkisini gostermek amaciyla, 22 farkl tiiriin biiytime egrileri belirlenmistir. Ayrica,
Bor tolerans: yiiksek bakteri izolatlar1 elde edebilmek amaciyla, Bursa Kestelek’te
bulunan Bor madeni ve ¢evresinden, Bor’ca zengin toprak ornekleri toplanmis ve
Bor’a tolerans gosteren bakteriler izole edilmistir. Bu izolatlarin Bor tolerans
degerleri 150-300 mM borik asit arasinda degismektedir. Secilen Bor toleransi
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yiiksek 10 adet izolatin, I6STRNA gen dizisi belirlenerek, Pseudomonas, Bacillus,
Zhihengliuvella ve Exiguobacterium genuslara ait tiirler agiga cikarilmistir. Bor
toleransi yiiksek ¢ikan bazi izolatlarin, artan Bor konsantrasyonuna bagl olarak, sivi
besi yerinde biiytime egrileri belirlenmis ve bu ortamda da Bor tolerans seviyelerinin
yiiksek oldugu gosterilmistir. Sonug olarak bu ¢alismada, hem tiirii bilinen bakteriler
tizerinde Bor tolerans ve protein profil belirleme deneyleri yapilmis, hem de Bor
toleransi yiiksek olan yeni bakteri izolatlar1 elde edilmistir. Bu ¢alisma, Bor-bakteri
iliskisinin anlasilabilmesi adina O©nemli bir boslugu doldurarak, gelecekteki
calismalarda kullanilacak veriler tiretmistir.

Anahtar Kelimeler: Bor, Bakteri, Izolasyon, Tolerans, Protein profil



ABSTRACT

SOME BACTERIAL SPECIES BORON TOLERANCE, SDS-PAGE

PROFILES AND BURSA-KESTELEK FROM BORON MINERAL

DEPOSITS AND THE ISOLATION OF BACTERIA WITH HIGH
TOLERANCE

Ramazan KARAKAYA

Master of Science (M.Sc.)
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology
Supervisor: Asst. Prof. Dr. Bekir COL
May 2012, 140 pages

Our country shares 72% of the world Boron reserves and the significance of this
element (Boron) has increased with each passing day. Boron is a semi-metal that is
used in numerous areas including mining, chemistry, agriculture and pharmacology.
In addition, despite the lack of sufficient studies, it is seen that Boron is also
important in biology. Besides its beneficial effects, this element is harmful when
present above a threshold level. In order to understand the biological importance of
Boron in detail, modern molecular biology approaches and model organisms should
be employed. The bacteria, in that regard, are the ideal candidates. The scope and
number of the studies addressing the Boron-bacteria relationship are relatively
insufficient. Thus, in this thesis, firstly the boron tolerances of known bacteria
species were determined. Among the 37 different microorganism species tested,
Boric acid tolerances have been mostly found within the range of 25 mM- 75 mM.
Only for the two of the bacteria, was the tolerance detected to be 100 mM. No
microorganisms were able to grow above this level. Consequently, the value of 100
mM boric acid is presented here as the threshold level for Boron tolerance in the
bacteria world. Also, in order to elucidate the Boron effect further, the protein
extracts were prepared from the cell pellets obtained from the selected bacteria (n =
18) grown with varying concentrations of Boron and SDS-PAGE analyzes were
performed. Protein bands were observed in some cases as a function of Boron
concentration. To show the effect of Boron on the growth of bacteria in liquid
medium, the growth curves of 22 different species were determined. Also, with the
goal of obtaining bacteria with high Boron tolerance, the soil samples containing
relatively higher levels of boron were collected and from which Boron tolerant
bacteria were isolated. The Boron tolerance levels of the bacteria isolates were within
the range of 150-300 mM boric acid. 16STRNA gene sequences of the 10 Boron
tolerant isolates selected were determined and the species belonging to
Pseudomonas, Bacillus, Zhihengliuella and Exiguobacterium genus were revealed.
vi



The growth curves of some of the isolates with higher levels of tolerance were
determined in liquid culture as a function of increasing Boron concentration and it
was shown as well that Boron tolerance levels are high in such conditions. As a
result of this study, the experiments dealing with the determination of Boron
tolerance of known bacteria species and the analysis of protein profiles were
conducted in addition to obtaining highly Boron tolerant novel bacteria isolates. This
study, in conclusion, provides much needed information that will likely fill an
important gap in the field in order to be able to understand the boron-bacteria
relationship and can certainly be used in future studies.

Key Words: Boron, Bacteria, Isolation, Tolerance, Protein profile
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1. GIRIS

Bor minerallerine diinyanin pek ¢ok yerinde rastlanmaktadir. Diinyadaki bilinen Bor
rezervlerinin yaklasik % 72’si de Tirkiye’de bulunmaktadir. Her ne kadar
rezervlerimiz ile su anda en bastaysak da, islenmis Bor driinleri ya da farkh
sektorlerde Bor ile ilgili teknolojik ve bilimsel yaklasimlarda diinyadaki en son
gelismeleri arkadan izliyoruz. Oyleyse hedefimizin de, Bor ile arastirmalart hem her

sektore yaymak hem de bilimsel agidan yeni verilere ulasmak olmalidir.

Bor mineralleri ve {irlinleri yaklagik 400 farkli alanda kullanilmaktadir. Bunlar
arasinda cam, seramik, deterjan, ilagc ve kimya sanayi, tarim, metaliirji, enerji
depolama, arabalar, su aritma, pigment ve kurutucu olarak, niikleer uygulamalar gibi
alanlar 6ne ¢ikmaktadir. Dolayisiyla Bor hem ekonomik, hem de ¢evre agisindan ¢ok
onemlidir. Bunun yaninda, Bor elementinin canlilar ag¢isindan énemi ve rol aldigi

biyolojik sistemler de {izerinde durulmasi gereken konulardandir.

Bor’un faydali 6zelliklerinin yaninda belli bir esik seviyesinin tizerinde zararli olma
durumu da s6z konusudur. Bor toleransi ve gereksinimi ¢esitli organizmalar arasinda
farklilik gosterir. Bitkiler i¢in mikro besin elementi olan Bor’un eksikliginde veya
fazlaliginda dezavantaj olusmaktadir. Bakterilerde ise Bor gereksinimi ile ilgili
yapilan calismalarda oOncelikle; bazi Cyanobacteria tiirleri i¢in Bor’un esansiyel
oldugu rapor edilmistir (Mateo vd., 1986). Bor’un Azotobacter’de nitrojen
fiksasyonunu arttirict etkisi tizerinde durmustur (Anderson G. R, 1961). Yapilan bir
calismada ise Bor igeren bir molekiil izole edilmis ve bu molekiiliin bakteride
quorum sensing’de (haberlesmede) gorevli oldugunu saptamiglardir(Chen vd., 2002).
Bunun yami sira onemli antibiyotik tireticisi Streptomisetler tarafindan {iretilen
boromycin (Kohno vd., 1996) , tartrolon A ve B (Irschik vd., 1995) adlar1 verilen
antibiyotiklerin Bor i¢erdigi tespit edilmistir.

Literatiire de baktigimizda, Bor elementinin mikroorganizmadaki etkisi {izerine olan

caligmalar smirhidir. Bu yilizden Bor’un bakterilerdeki biyolojik islevi,
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mikrobiyolojik ve molekiiler yontemlerle arastirilmalidir. Bu arastirmalarin
yapilmasi i¢inde en uygun model organizmanin ya da organizmalarin bulunmasi
olduk¢a oOnemlidir. Bunun i¢inde model organizma se¢iminde tiirleri bilinen
mikroorganizma grubu ile Bor’lu ortamda yasayabilen yeni tiir bakterilerin teshisi ve
bu bakterilerin molekiiler mekanizmalarinin (hangi protein, gen vs.) Bor ile
iliskisinin oldugunun tayini, yapilacak bir¢ok ¢alismada son derece gerekli ve 6nemli
bir role sahip olacaktir. Bu c¢alismalar1 gergeklestirebilmek igin c¢esitli bakteri
tirlerinin Bor’a cevabi arastirilarak, bu bakterilerin sahip olduklar1 proteinler
belirlenmelidir. Bu tezde de bu sorunlara ¢6ziim olabilecek model organizmalarin

secilmesi ve bulunmasi hedeflenmistir.

[lk olarak bazi mikroorganizma tiirlerinin Bor’a olan gereksinim ve direncinin
saptanmast amac¢lanmigtir. Bu yiizden oncelikle bu bakterilerin Bor toleranslar
belirlenmistir. Bor toleranslar1 belirlendikten sonra bazi bakteri tiirlerinde de biiyiime
egrileri yapilmistir. Bora bagli biiyiime egrilerine bakilarak bakterilerin biiylime
hizlar1 belirlenmistir. Daha sonra bazi bakteri hiicreleri O D 1°e kadar yetistirilerek
ifade etmis oldugu toplam protein profilleri degerlendirilmistir. Toplam protein

profilleride SDS-PAGE ile saptanmuistir.

Bu tezin model organizma se¢imi i¢in bir bagka yaklasimi da, ¢esitli Bor bilesikleri
iceren Bursa-Kestelek Bor madeni ve cevresinden Bor toleransi yliksek bakteriler
izole ederek bunlardan Bor toleransi yiiksek ¢ikan izolatlarin molekiiler yonden
karakterize edilmesidir. Bor’lu toprak ve su ortamlarindan toplanan 6rneklerden izole
edilen bakterilerin bazilarinin Bor tolerans seviyeleri test edilerek, Bor toleransi
yiiksek c¢ikan bazi izolatlarda da 16SrDNA sekansi tespit edilmistir. Bu verilere
bakilarak biyoinformatik analizlerle bakteri tiirlerinin diger bakteri tiirleriyle olan
akrabalik derecesi ile ilgili bilgiler elde edilmistir. Son olarak, Bor toleransi yiiksek

cikan bazi izolatlarda da Bor’a bagli olarak biiyiime egrileri belirlenmistir.



1.1. Kaynak Ozetleri

Bor elementi (B) simgesiyle gosterilip, atom agirligi 10,81, atom numarasi 5, kiitle
numaralar1 10 ve 11 olan iki kararli izotoptan olusan metalle ametal aras1 yar1 iletken
ozelliklere sahip bir elementtir. Genellikle dogada tek basina degil, baska
elementlerle bilesikler halinde bulunur. Tabiatta yaklasik olarak 230 ¢esit Bor
minerali vardir. Oksijenle bag yapmaya yatkin olmasi sebebiyle pek ¢ok degisik Bor-
oksijen bilesimi bulunmaktadir. Bor-oksijen bilesiklerinin genel adi borat olarak

bilinir (Col ve Col, 2003).

Bor, yeryiiziinde toprak, kayalar ve suda yaygin olarak bulunan bir elementtir.
Topragin Bor igerigi genelde ortalama 10-20 ppm olmakla birlikte ABD'nin bati
bolgeleri ve Akdeniz'den Kazakistan'a kadar uzanan yorede yiiksek konsantrasyonlar
da bulunur. Deniz suyunda 0.5-9.6 ppm, tatli sularda ise 0.01 - 1.5 ppm araligindadir.
Yiiksek konsantrasyon da ve ekonomik boyutlardaki bor yataklari, Bor’un oksijen ile
baglanmis bilesikleri olarak daha ¢ok diinyada Amerika, Tiirkiye, Arjantin, Sili, Cin
ve Rusya’da bulunmaktadir. Bor rezervinin yaklasik olarak dortte {i¢ti de Tiirkiye’de
bulunmaktadir. Tiirkiye’deki bilinen Bor yataklari o6zellikle Eskisehir-Kirka,
Balikesir-Bigadi¢, Bursa-Kestelek ve Kiitahya-Emet’te bulunmaktadir. En 6nemli
ham Bor {irtinleri ise; kolemanit, tinkal ve tileksit’tir. Ayrica; borik asit, perboratlar,
pentahidratlar gibi rafine bor triinleri de iretilip, satilmaktadir. Tirkiye'de 6nemli
tinkal yataklar1 Kirka'da ve 6nemli kolemanit yataklari ise Emet ve Bigadi¢ civarinda
bulunmaktadir. Uleksit ise Bigadi¢’te iiretilmektedir (Boren, Bor Arastirma

Enstitiisii; www.boren.gov.tr).

Bor diinyada, niikleer sanayiden, uzay araglarina, giibre sanayinden, ila¢ sanayine,
kimya sanayinden, otomobil sanayine kadar bir¢ok alanda kullanilmaktadir. Bu
kullanim alanlarinin, hem ¢evreye hem de ekonomiye katkisi vardir. Bor’ un ¢evre

ve ekonomiye katkisinin yani sira canlilar {izerine olan etkisi de oldukca fazladir.

Bor’un bitki, insan ve hayvan metabolizmasi tizerine hem olumlu hem de olumsuz
etkileri mevcuttur. Bu etkiler Bor eksikligi veya fazlaligi durumunda farklilik arz

etmektedir.



1.1.1. Bor ve bitkiler

Bor’un bitkiler i¢in gerekli bir element oldugu ilk kez 1923 yilinda belirlenmistir
(Warington, 1923). Bor bitkilerin gelisebilmesi i¢in mutlak gerekli mikro besin
elementlerinden birisidir. Bitkilerde noksanlik veya toksisiteye neden olan toprak
Bor seviyeleri arasinda ¢ok az bir fark vardir. Bu nedenle bitkilerde Bor noksanligi
ve toksisite belirtileri diger mikro besin elementlerine gére daha yaygin olarak
goriilmektedir. Bor’un elverisliligi farkli toprak ve iklim faktorleri tarafindan
etkilenir. Bitkilere bor elverisliligini etkileyen baglica toprak faktorleri; pH, tuz
icerigi, organik madde, kireg, tekstiir ve degisebilir katyonlardir (Keren ve Bingham

1985; Rahmatullah vd., 1989).

Bor topraklarda degisik formlarda bulunmaktadir ve birka¢ kategoriye ayrilmistir.
Bununla birlikte toprak Bor’unun fraksiyonu ve her bir fraksiyonun bitkiye
elverisliligi ayrintilariyla incelenmemistir (Jin vd., 1987; Hou vd., 1996). Bor’un
bitkiler tarafindan alimini etkileyen en onemli toprak o6zelligi toprak pH'sidir.
Topragin gereginden fazla kireglenmesi ve pH'sindaki artis bitkilerde Bor alimim
azaltmaktadir (Bartleta ve Picarelli, 1973; Bennett ve Mathias, 1973). Bor’un bitkiler
icin optimum ve toksik diizeyleri arasindaki fark olduk¢a diisik oldugundan
bitkilerin Bor toksititesi ve etkinligini ayarlamak oldukc¢a glictiir. Bu nedenle
bitkilerde noksanlik ve toksitite belirtileri en yaygin goriilen mikro elementlerin
basinda Bor gelmektedir (Keren ve Bingham, 1985; Goldberg, 1997). Bor bitkilerde,
hiicre duvarmin olusmasi ve yapisinda, seker sentezinde, karbonhidrat ve RNA
metabolizmasinda, solunumda, Indol asetik asit (IAA) metabolizmasinda, biyolojik
membranlarin yapisal ve fonksiyonel ozellikleri iizerinde 6nemli ve belirgin
ozelliklere sahiptir (Parr ve Loughman 1983, Lukaszewski ve Blevins, 1996,
Camacho vd., 2008). Bitki birincil hiicre duvar1 yapisinda yer alan
Rhamnogalakturan (RG-II) kompleksinin yapisinda apioz sekeri bulunmaktadir ve
bor bu apioz sekerindeki furanoid halkasina baglanir (Reid vd., 2004 ; Yermiyahu
vd., 2008). Bor, seker alkol bilesikleri olan manitol ve sorbitol gibi ile giiclii
kompleksler olusturma kapasitesine sahiptir (Hu vd., 1997) .

Cesitli bitki tiirlerindeki Bor alimin farkliligi hiicre membran1 gecirgenligindeki

farkliliklardan, kok i¢inde ve kok disinda Bor kompkleksinin olusum miktar1 ve Bor
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kompleksi olusumunu belirleyen organik bilesiklerin miktarindan ve su an
tanimlanamayan bazi mekanizmalardan kaynaklandigi belirtilmistir (Rezanka ve
Sigler, 2008 ; Hu vd., 1997). Bitkilerin Bor aliminin, borik asit formunda pasif
absorbsiyon yoluyla oldugunu ve bitkiler tarafindan alinan Bor’un, hiicre
duvarlarinda ve sitoplazma igerisinde ¢ok hizli bir sekilde Bor kompleksi
olusturdugunu, asir1 miktardaki Bor’un hiicre i¢inde artarak toksik etkiye neden

oldugu bilinmektedir (Hu vd., 1997).

Bor’un bitkiler tarafindan alinim mekanizmasi tam olarak bilinmese de hem aktif
hem de pasif tasinmay1 destekler nitelikte kanitlar bildirilmektedir (Benkovic vd.,,
2005) . Bitkilerde bulunan Borl ve Bor4 membran efflux proteinleri ile Bor’u disari
pompalayarak bitki i¢in zararli konsantrasyonundan kurtulma stratejisi bilinmektedir
(Miwa vd., 2006). Bitkiler i¢in gerekli tiim elementler i¢inde B, eksiklik belirtilerine
neden olan diizeyi ile toksik etki yapan diizeyi birbirine ¢ok yakin olma 6zelligindeki
tek elementtir (Taban, 2000). Biyotik ve abiyotik stres kosullarina bagli olarak
bitkilerde ortaya ¢ikan “oksidatif stresin B eksikligi ve fazlaligi durumlarinda da

ortaya ¢iktig1 bildirilmektedir (Cakmak ve Romheld, 1997).

1.1.2. Bor ve insan saghg

Bor’un viicutta % 90-95 kadar1 birikmeden tire ile disar1 atilmaktadir. Yani viicutta
pek tutulmamaktadir. Yalnizca, kemik, tirnak ve killarla karaciger ve dalak gibi
organlarda biraz birikmektedir (Sayli, 2000). Bor’un toksik etkisinin ¢ok diisiik olup
akut etkisinin de 2-5 g borik asit dogrudan alinirsa ortaya ciktigi bilinmektedir.
Yapilan bir caligmaya goére de Bor’un kronik etkisinin ise sadece protein
metabolizmasimi etkiledigi ve idrardaki azot miktarmi arttirdigi gozlenmistir
(Moseman, 1994). Bor’un toksik etkisi yetiskinlerde bas agrisi, kusma, ishal,
heyecan veya depresyon cocuklarda ise daha ¢ok havale, koma gibi beyin zari tahribi
etkileri seklinde goriilmektedir. Parmak uclarinda goriilen pembe renk, bor ile
zehirlenmeye isaret eden karakteristik goriintislerdir (Mc Kee ve Wolf, 1963). Baz1
kaynaklarda Bor tozlarityla temas eden isgilerin sperm sayisinda diisiikliik, cinsel

hayatlarinda gerileme oldugu iddia edilmistir. Ancak tilkemizde ve diinyada yapilan



pek cok arastirmada Bor’un kisirliga yol agmadigi sonucuna varilmistir (Sayli,

2000).

Borun insan viicudu icin ¢ok yararli etkileri oldugu da tespit edilmistir. Bor’un
kalsiyum ve D vitamini olmak {izere viicut minerallerinin diizenlenmesinde rol
oynadigi, kalsiyum ve magnezyumun azalmasini énleyerek kemik yapisini korudugu
belirlenmistir. Yapilan c¢alismalarda, kalsiyum ve magnezyum eksikliginden
kaynaklanan stresi dnlemek icin giinde 1 mg Bor’un insan viicuduna yararl oldugu
goriilmiistiir (Who, 1998). Bor mineralinin kalsiyum ve D vitaminin aktivasyonun
yaninda, kemik dokusunun korunmasi ve ¢6ziinmiis tuzlarin uzaklastirilmasini
onlenmesinde, bagisiklik ve hormonal sistemin giiclendirilmesinde etkili oldugu
belirtilmektedir. Ayrica Bor minerali, kalsiyum ve D vitamini eksikliginden
kaynaklanan osteoporoz riskini onledigi, vitamin D ve steroid hormonunun aktif
sekline donlismesine yardime1 oldugu saptanmistir (Devirian ve Volpe, 2003; Naghii

ve Samman, 1993; Gaby, 1999).

Bor’un beyin kanserlerinin tedavisinde kanserli hiicrelerinin secilerek imha
edilmesinde kullanildigi  bilinmektedir. Bor bilesikleriyle yapilan kanser
caligsmalarinda prostat kanseri, meme kanseri, akciger kanseri ve l6semi hiicreleri
kullanilmistir (Barranco ve Eckhert, 2004; Barranco vd., 2009; Scorei vd., 2008).
Bor, uygulanan boélgede saglikli hiicrelere zararinin minimum diizeyde olmasi
nedeniyle tercih nedeni olmaktadir. Ozellikle Bor kullanilarak yapilan ¢alismalarda
timor hiicrelerinde mitoz miktarinda azalma tespit edilmistir. Mitoz miktar1 azalmasi
timor biytikliigiinde de gerilemeye neden oldugu goriilmiistiir. Ayrica ¢ocuklarin
o0grenme yetenek ve okul becerilerinin artmasma katkida bulundugu, sportif
performans ve atletik yapmin gelismesi i¢in tablet seklinde Bor alindigi

bilinmektedir.

1.1.3. Bor ve hayvanlar

Bor’un hayvanlara etkisini incelemek maksadiyla ¢ok sayida calisma yapilmstir.
Yapilan calismalar borun hayvanlar tizerindeki etkisinin bor miktar1 ve temas

stiresine baglt oldugunu gostermistir. Hayvanlar i¢in 6ldiirticti doz hayvan tiirline



gore 1.2-3.45 g/kg arasinda degismektedir. 2500 g/l konsantrasyonun biiylimeyi

onledigi i¢in zararl oldugu gézlenmistir.

Farelerin, tavsanlarin ve sicanlarin borik asiti agizdan almasi durumunda disiik
toksitite gozlenmektedir. G6z ve deride tahris ¢ozeltinin alkaliligine baglidir (Nielsen
vd., 1987). Agiz yoluyla kg viicut agirligina 3-4 g gibi pek yiiksek dozlar siganlarda
kisa slirede depresyon ve titremeler yaratmakta ve hayvani 6liime gotiirmektedir.
Ayrica farelerde ishal, kopeklerde kusma gibi belirtilerde gozlenmektedir
(Mastromatteo ve Sullivan, 1994).

Baliklar tizerine etkisi diisiik toksitite olarak bilinmektedir. Bazi larva, karinca ve
hamam boceklerin  6ldiiriilmesinde Bor uzun siireden beri insektisit olarak
kullanilmaktadir. Baliklarin daha yiiksek konsantrasyonlar1 tolere edebilecegi,
ornegin 5000 mg/1 borun alabalikta sadece derinin koyulagsmasina neden oldugu veya
kiictik tatli su baliklarinda higbir etki yapmadigi gozlenmistir. Deniz baliklarmin 20
°C’ de 6 saat siireyle damitik suda 18 g/1- 19g/1 veya sert suda 19-19,5 g/l Bor iyonu
ile temas1 oldiiriicti doz olarak tespit edilmistir. Inege 40 giin boyunca 16-20 g/giin
borik asit verilmesi durumunda herhangi bir etkinin olmadig1 goriilmiistiir (Epa,

1986).

1.1.4. Bor ve bakteriler

Bakteri ve Bor iliskisi agisindan en énemli bulgu Hisarcik/ Kiitahya topraklarindan
izole edilip ilk kez adlandirilan Bacillus borononiphilus’tur (Ahmed vd., 2007¢). Bu
bakteri Bor olmadan yasayamamakta ve 450 mM borik asit konsantrasyonuna kadar
tolerans gostermektedir. Bor’a direng seviyelerinin tespitinde bitkiler arasinda bir
genetik varyasyon saptanmistir (Moody, 1988). Bundan dolayi, mikroorganizmalarin
da Bor’a direngliliklerinde bir ¢esitliligin goriilmesini beklemek dogaldir ve bu
cesitliligin hangi gen ve DNA bolgelerinden kaynaklandigin1 bulmak uzun vadede
miimkiin olabilecektir. Bakterilerde bu genomik bolgelerin tespiti bitkilere gore daha
cok miimkiindiir. Ancak bunlarin yapilabilmesi i¢in bilim diinyasina Bor toleransi
yiiksek olan bakterilerin sunulmasi gerekmektedir. Iste bu tezde, bazi

mikroorganizmalarda Bor tolerans seviyesinin bulunmasi ve Bor’a bagli bakterilerin
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bliylime hizlarinin belirlenmesi ile Bursa-Kestelek madeni ve ¢evresinden yiiksek
miktarda Bor’a tolerans gosteren bakterilerin izolasyonu ve kismi karakterizasyonu

yapilarak Bor konusundaki bilimsel ¢aligmalara yardime1 olunacaktir.



2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Baz1 Mikroorganizma Tiirlerinin Bor Toleranslarinin, Biiyiime Egrilerinin
ve SDS-PAGE Profillerinin Belirlenmesi

Bu calismada, 37 farkl tiire ait mikroorganizmalar kullanilmistir. Bor toleranslarinin
belirlenmesi, biiytime egrisi ¢alismalart ve SDS-PAGE ¢alismalarin da kullanilan bu
mikroorganizmalar Cizelge 2.1.°de verilmistir. Oncelikle farkli mikroorganizma
tiirlerinin ti¢ farkli yontemle Bor toleranslar1 belirlenmistir. Bor toleransi belirlenen
mikroorganizmalarin biiylime egrisi belirlenmistir. SDS-PAGE c¢alismalari igin ise
hiicreler O D 1’e kadar yetistirilip farkli Bor konsantrasyonlarindaki toplam protein

farkliliklar1 aragtirilmastir.



Cizelge 2.1. Bu ¢calismada cesitli deneylerde kullanilan mikroorganizma tiirleri

Mikroorganizma tiirleri

Aeromonas hydrophila

Azosprillum lipoferum DSM 1061T

Bacillus firmus CECT 14T

Bacillus licheniformis CECT 491

Bacillus subtilis ATCC 6633

Candida albicans ATCC 10239

Candida utilis CCTM L 991

Cupriavidus metallidurans CH34T
Cupriavidus necator

Cupriavidus oxaliticus DSM 1105T
Escherichia coli K12

Klebsiella pneumoniae

Klebsiella sp.

Lactococcus garviae

Methylobacterium fujisawaense DSM 5686T
Methylobacterium suomiense NCIMB 13778T
Methylobacterium thiocynatum DSM 11490T
Microbacterium sp.

Micrococcus luteus NRRL B-4375

Micrococcus lysodeikticus
Pseudomonas aeruginosa ATCC 29212
Pseudomonas tolasii NCPPB 2192T
Serratia sp.

Staphylococcus arlettae B-14764
Staphylococcus aureus ATCC 6538/P
Staphylococcus carnosus B-14760
Staphylococcus cohnii subsp. cohnii B-14756
Staphylococcus epidermis B-14768
Staphylococcus gallinarum B-14763
Staphylococcus ludunensis B-14774
Staphylococcus simulans B-14753
Streptococcus iniae

Streptococcus sp.-a

Streptomyces albus CIP 104432T
Vibrio anguillarum

Xanthobacter agilis NEU 2015T

Yersinia ruckerii

2.1.1. Baz1 mikroorganizmalarin Bor toleranslarinin belirlenmesi

2.1.1.1. Bazi mikroorganizmalarin plate-plaka yontemi

Bu c¢alismada farkli borik asit konsantrasyonlari i¢eren 0, 25, 50, 75, 100, 125, 150,
200, 250, 300 ve 350 mM borik asit igeren miiller hington agar besi yeri pH=7
olacak sekilde hazirlanmistir. Besiyerlerine 6ze ile yayma yontemiyle bakteriler
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ekilmis, 30 °C’de 48 ve 72 saat inkiibasyona birakilmistir. Bakterilerin iremesi, var

(+) veya yok (-) seklinde ifade edilmistir.

2.1.1.2. Bazi mikroorganizmalarin tiip diliisyon yontemi

Kat1 besi yerinde tiremis olan mikroorganizma kolonisi, 6ze ile kazinarak, 5 ml PBS
(fosfat buffer saline) i¢inde siispanse hale getirilmistir. Mikroorganizmalarin
inokiilasyonu sirasinda tiiplerdeki yogunlugun esit olmasma dikkat edilerek Mc
Farland 3 yogunluguna getirilmistir. Buradan alinan 5 pl bakteri stispansiyonu, farkli
Bor konsantrasyonu igeren 0, 12,5, 25, 50, 75, 100, 125, 150, 175, 200 mM borik asit
iceren 5 ml isosensitest broth (Oxoid CM0473) besi yerine pH 7 olacak sekilde
inokiile edilmistir. Mikroorganizmalarin tireme durumlari, 48 saat 30 °C inkiibasyona
birakilmistir ve belli periyotlarla (giinde 5-6 kez) vortekslenerek karistirilan
stispansiyonlarda yer alan {ireme degerleri, spektrofotometrede O D 600’de

Olciilerek, kaydedilmistir.

2.1.1.3. Bazi mikroorganizmalarin Bor tolerans nokta testi

Test edilen mikroorganizmalarinin genellikle TSBA (triptik soy broth agar) veya
uygun besi yerine tek koloni ekimi yapilmistir, safliklar1 kontrol edilen
mikroorganizmalar, soguk 5 ml PBS i¢inde Mc Farland 3 yogunlugunda siispanse
edilmistir. Her bir mikroorganizma siispansiyonundan 1/1, 1/2, 1/4, 1/8 ve 1/16
olmak tizere diliisyonlar hazirlanmistir. Bu dilisyondan 6 pl alarak
mikroorganizmalarin 0, 25, 50, 75, 100, 125 ve 150 mM borik asit iceren TSBA besi
yerlerine “nokta” inokulasyonlar yapilmistir. 30 °C’de 72 saat sonra gelisimleri

fotograflanmis ve gozlemler not edilmistir.

2.1.2. Baz1 bakterilerin biiyiime egrisi calismalari

Bakterilerin -20 °C’ de saklanan gliserol stoklarindan TSBA veya MSMA (Medium
H3P DSMZ) kat1 besi yerine tek koloni ekimi yapilarak, safliklar1 kontrol edilmistir.
Bakteri hiicreleri soguk 5ml PBS i¢inde McFarland 3 yogunlugunda siispanse
edilmistir. Bakterilerin Bor tolerans degerlerine bakilarak 4 farkli borik asit
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konsantrasyonu igeren TSB besi yeri, isosensitest veya MSM besi yerlerine
inokulasyonlar yapilmistir. 30 °C 150 rpm’de c¢alkalamali inkiibatore (ZHWY-211B,
GFL veya Stuart) konulup, belirli zaman araliklarinda (UVmini—1240)
spektrofotometrede O D 600 nm’de degerler 6l¢iilmiis ve kaydedilmistir.

2.1.3. Baz1 bakterilerin SDS-PAGE ve Native-PAGE calismalan

Bu ¢alismada kullanilan mikroorganizmalardan bazilarinin Bor tolerans degerlerine
bakilarak 4 farkli borik asit konsantrasyonu igeren genellikle TSB veya MSM besi
yeri hazirlanmistir. Hiicreler O D 600 nm’de 1.0 olacak sekilde yetistirilmistir. Daha
sonra 5000 rpm’de 15 dk santrifiij yapilmis ve {ist faz (besi yeri) dokiilmiistiir. Ust
faz dokiildiikten sonra pelletler bir sonraki ¢aligmada kullanilmak tizere -20 °C’ye
kaldirilmistir. Falkon tiiplerine konulan 6rneklere pelletlerin hacmine gore 500 pl,
750 ul veya 1000 pl 10 mM Tris-Cl eklenmistir. Once o6rneklere 20 saniye
sonikasyon uygulanmistir. Buradaki amag¢ hiicre topluluklarinin ayristirilarak
yiizeyin arttirilmasidir. On sonikasyon isleminden sonra lizozim eklenmistir (10
mg/ml stok soliisyonundan, 1 mg/ml son konsantrasyon olacak sekilde). Lizozim
reaksiyonu i¢in ornekler buz tizerinde 1 saat bekletilmistir. Daha sonra, %45-50’1lik
glicte ayarlanan sonikasyon cihazinda, 5 kez, 20’ser saniye sonikasyon yapilmistir
(HD2200 Bandelin sonikator). Sonikasyondan sonra, 5 dk. 5000 rpm’de santrifiij
yapilmistir. Daha sonra ornekler Ependorf tiiplerin i¢inde, 5 dk. 12000 rpm de
santrifiij edilmistir. Supernatant saklanmistir. Her bir supernatanttaki total protein
miktar1 Bradford metodu kullanilarak tespit edilmistir. Orneklerin icerdikleri protein
miktarlarina gore poliakrilamid jelin kuyularma esit miktarda (30-40 pg) protein
yiiklenmistir. Poliakrilamid jel 150V-180 V’da Atto (Japan), Thermo veya Biorad

marka elektroforezde yiiriitiilmis, protein profilleri gdzlenmistir.
2.1.3.1. Protein konsantrasyon tayini

Protein konsantrasyon tayini Bradford metodu ile yapilmistir (Bradford, 1976).
Protein konsantrasyonu spektrofotometrik olarak 595 nm dalga boyunda elde edilen
degerler ile hesaplanmistir. Oncelikle spektrofotometre bradford assay boyasi ile

sifirlanmustir. Olgiim kiivetlerine hazirlanan protein ekstraktlarmdan 10 pl alinmis ve
12



1990 pl bradford boyasindan eklenmistir. Bu ornekler 45 dk oda kosullarinda
bekletilmis ve absorbans olgiimleri alinmistir. Standart konsantrasyon egrisi farkli
miktarlarda BSA (bovine serum albumin) igeren Orneklerin Ol¢iilmesiyle elde
edilmistir. Konsantrasyonu bilinmeyen 6rneklerin konsantrasyonu, konsantrasyonlari
bilinen 6rneklerin (BSA ile 6l¢iilen) verdigi absorbans degerleriyle karsilastirilarak
bulunmustur. Bulunan bu degerlerden faydalanilarak esit miktarda proteinin jele

yiiklenmesi amaglanmaistir.

2.2. Bursa ilindeki Bor Madeni ve Cevresinden Bakteri izolasyonu
2.2.1. Ornekleme

Ornekleme alani olarak Tiibitak 107T796 nolu proje kapsaminda Bursa-Kestelek Bor
madenine ziyaretler gerceklestirilerek Bor agisindan zengin olan toprak ve su
ornekleri toplanmistir. Bursa iline bagli Mustafa Kemal il¢esinde yer alan Kestelek
koytindeki maden ve ¢evresinden oOrnekler alimmistir (BUK o6rnekleri). Ayrica
madenin yanindan kiiciik bir cay gecmektedir. Cayin altinda bulunan Camandar koyti
basta olmak tiizere, bircok lokasyondan ornekler alimmistir. Toprak ornekleri igin;
topragin tist kismi 1-2 cm uzaklastirilmis ve 10 cm derinliginde bir ¢ukur acilmas,
cukurun yiizeyinden yukaridan asagiya dogru kazima yontemi ile 100 gr civarinda
ornek almmis ve posetlere koyulmustur. Her bir 6rnek etiketlenip laboratuara
getirilerek +4 °C’ de saklanmistir. Su ornekleri ise 50ml’lik steril falkon tiipler
icerisine alinmis ve +4 °C’ de saklanmustir. Orneklerin ve daha sonra elde edilecek
izolatlarin isimlendirilmesi Bursa Kestelek bolgesinin harfleri kullanilarak BUK
seklinde yapilmistir. Orneklerin izolasyonu “Balikesir-Bigadic Bor maden yataklar
ve ¢evresinden Bor toleransi yiiksek bakterilerin izolasyonu ve karakterizasyonu”

adli yiiksek lisans tezinde anlatildig1 gibi yapilmistir (Tanriseven, 2011).

2.2.2. izolatlarin Bor toleranslarinin belirlenmesi

Izolatlarin Bor toleransini belirlemek icin, stoktan TSBA (triptik soy broth agar) besi

yerine tek koloni ekimi yapilmistir. 48 saat sonra gelisen koloniler saflik
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kontroliinden sonra 5 ml PBS igerisinde ¢oziilmiis ve Mc Farland 3 (O D 600 nm
=0,05) yogunluguna getirilmistir. Bu bakteri soliisyonundan 250 pl alinarak 250 pl
PBS yer alan ependorf i¢cine eklenmistir. Daha sonra bu karisimin i¢inden yine 250 pl
alinmig ve 250 pl PBS i¢ine koyulmustur. Bu sekilde steril ortamda seri diliisyonlar
la 1/2, 1/4, 1/8, ve 1/16 ‘lik bakteri siispansiyonlar1 elde edilmistir. Daha sonra her
bir ependorftan, 5 farkl diliisyondan (1/1, 1/2, 1/4, 1/8 ve 1/16) alinmis ve 6 ul, 7
petrideki besi yerlerine (0, 50, 75, 100, 150, 200, 300 mM borik asit) ekilmis ve
bakteri izolatinin biiytimesi takip edilmistir. Spesifik Bor konsantrasyonu bakteri i¢in
toksik olmaya baslayinca bakteri gelismemistir. Bliylimeler 30°C’de 72 saat izlenmis
ve degerlendirilmistir. 4-5 giin inkiibatorde birakilan petrilerdeki besi yerlerinde
ireme olup olmadig1 + veya — (var veya yok) seklinde tabloya yazilarak, bakterilerin
Bor toleranslar1 tespit edilmistir. Son olarak bakteri gelisimleri fotograflanmis ve

gozlemler not edilmistir.

2.3.3. izolatlardan DNA izolasyonu ve polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)
2.3.3.1. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu; klasik fenol-kloroform metoduna (Sambrook vd., 2006)
optimizasyon yapilarak gergeklestirilmistir. DNA’st izole edilecek bakteriler
stoklarindan alinarak, TSBA besi yerine tek koloni ekimi yapilmistir. Saf olduklari
g6z ve mikroskop ile kontrol edilen kolonilerden 6ze yardimiyla bir loop alinarak
ependorf tiip icinde 50 pul su ile ¢oziilmiistiir. 13.300 rpm’de 5 dk santrifiij edilerek
pelletler elde edilmis ve siipernatanlar dokiilmiistiir. Pelletlerin {izerine 567 pl TE (Ph
8) eklenmis ve pipetaj yapilarak pelletlerin ¢oziilmesi saglanmistir. 10mg/ml
hazirlanmis lizozim ¢ozeltisinden 142 pl eklenerek tiipler alt st edilmis ve 37°C ‘de
15 dk inkiibe edilmistir. %10’ luk SDS ¢ozeltisinden 30 pl ve 20 mg/ml Proteinaz K
cozeltisinden 3 pl eklenip karistirilmis ve 37°C’de 1 saat inkiibe edilmistir. SM NaCl
‘den 100 pl ve 80 ul CTAB/NaCI’den eklenip 65°C’de 10 dk inkiibe edilmistir. Esit
hacimde kloroform: izoamil alkol (24:1) eklenip ters yliz edilmis ve kisa siireli
vortekslenmistir. 10000 rpm‘de 5 dk santrifiij edilmistir. Ust faz alinip esit hacimde
fenol: kloroform: izoamil alkol (25: 24:1) eklenip 10000rpm’de 5 dk santrifiij
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edilmistir. Daha sonra fenol asamasi tekrarlanmistir. Ust faz alinip 600ul izoprapanol
eklenmis ve DNA ¢okene dek alt {ist edilmistir. -20°C’de yaklasik 30 dk bekletilmis
ve 15000 rpm’ de 20 dk santrifiij edilmistir. Siipernatant dokiilmiis ve DNA
pelletlerine 80 pl %70’lik etanol eklenmistir. Oda kosulunda 14000 rpm’de santrifiij
edilerek DNA yikanmistir. Tupler ters cevrilerek oda kosulunda kurutulmus ve
alkoliin uzaklasmasi saglanmistir. Pellet tizerine 50ul TE eklenerek 56°C’de yarim
saat inkiibe edilmistir. 10mg/ml RNase ‘dan 5pl eklenerek 37°C de 45 dk inkiibe
edilerek RNA’lar uzaklastirilmistir. DNA izolasyon isleminin sonucunu goérebilmek

icin %0,8’lik agaroz jele 3 pl yliklenerek sonuglar gdzlemlenmistir.

2.3.3.2. PCR yontemiyle 16SrRNA geninin ¢ogaltilmasi

16SrRNA geni, her bir BUK izolatindan elde edilen genomik DNA’dan 27F (5'-
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3") ve 1492R (5'TACGGYTACCTTGTTACGAC
TT -3") evrensel primerler kullanilarak PCR yardimiyla ¢ogaltilmistir (Sambrook
vd., 2006). 2 ul kalip DNA, 5 pl 10X Taq buffer, 6 pl MgCl, (10mM), 1 pul ANTP
(10mM) , 2 ul 1492R reverse primer (10pmol), 2 ul 27F forward primeri (10pmol),
0,5 ul Tag DNA polimeraz karistmina ddH,O ile 50 pl reaksiyon olusturulmustur.
Cogalma islemi 0,2 ml tiiplede eppendorf marka PCR cihaz ile gergeklestirilmistir.
Reaksiyon dereceleri ve siireleri ise; ilk denatiirasyon basamagi 95°C’de 1 dk. bunu
takiben 35 dongii olacak sekilde 95°C’de 1 dk. denatiirasyon, 54°C’de 1 dk.
baglanma, 72°C’de 1 dk uzama seklinde son olarak bir kez 72°C ‘de 10 dk uzama
basamagiyla, 4°C’de bekletilecek sekilde programlanan PCR termal cycler
(‘eppendorf Netheler-Hinz GmbH 22331-Hamburg’) koyulmustur. Béylece istenilen
bolgenin ¢ogaltilmast gerceklestirilmistir (Katsivela vd., 1999).

Elde edilen PCR firiinlerinden 8 pl alinarak 2 pl 6X DNA loading dye kullanarak
toplamda 10 pl, % 0.8’lik hazirlanan agaroz jelde elektroforez yapilmis ve PCR

tirtinleri Etidyum bromiir ile boyanip goriintiilenmistir.
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2.3.3.3. 165rRNA geni sekans analizi calismalari

Her bir BUK izolatindan {iger adet PCR reaksiyon agaroz jelde kosulmus ve tam
olarak istenilen bolgenin piirifikasyonu icin agaroz jelden PCR iiriinleri steril jilet
yardimiyla kesilmisti. DNA’nin saflagtirilmasi i¢cin Gene JET Gel Extraction Kit
(Fermantas) kullanilmistir. Elde edilen 6rnekler 1 pl olmak tizere %0,8’lik agaroz
jele yiiklenmis ve elektroforez gerceklesmistir. Boylece bantlarin temiz sekilde
istenilen biiytikliikte oldugu kontrol edilmistir. Bu tiiplerden 20 pl alinarak DNA dizi

analizi yapan sirkete (Macrogen, Korea) gonderilmistir.

2.3.3.4. Biyoinformatik analiz

16SrRNA geni sekans sonuglari; BioEdit biyoinformatik yazilim paketleriyle analiz
edilmistir. Oncelikle gelen sonuglardaki QV>20 degerleri dikkate alinarak sekans
kalitesi degerlendirilmistir. Ayrica gelen sekanslar Bioedit programiyla acilarak
okunan dizilerin piklerine bakilarak da sekans kalitesi hakkinda fikir edinilmistir.
Piklerin karismis olmasi sekans kalitesinin diisiik oldugunu ve okumanin hatali
oldugunu gostermektedir. Iki farkli primer ile elde edilen okumalar Bioedit
programinin contig analizi (CAP) ile birlestirilmis ve tiim 16SrRNA gen sekans
dizisi elde edilmistir. Hizalanan (align edilen) niikleotid sekans sonuglar1 BlastN
programi  kullanilarak  GenBank niikleotid verileri ile karsilastirilmistir
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). Filogenetik analizler Clustal W ve
Neighbour-joining metodu kullanilarak MEGA-4 paket programi ile yapilmistir
(Tamura vd., 2007).

2.3.4. Bazi izolatlarin biiyiime egrileri

Secilen bazi izolatlarin 0 mM borik asit igeren TSBA besi yerine tek koloni ekimi
yapilmistir. 30°C°de inkiibasyona birakilmis olan petrilerden 24 saat sonunda tek
kolonilerinden alinarak cam tiiplerde hazirlanan 50 mM TSB besi yerine kiirdan ile

ekilmistir. 30°C’de ¢alkalanan tiipler 24 saat sonunda belirli yogunlukta iiremislerdir.
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Ayrica 6 adet Bor konsantrasyonu (0-50-100-150-200-300 mM borik asit) igeren 50
ml erdenler hazirlanmistir. Bu erdenlerin her bir konsantrasyonuna tiiplerdeki bakteri
kiiltiirlerinden  belirli miktarlarda inokiilasyonu yapilmustir. Inokiilasyonlarin
miktarlarini belirlemek i¢in, tiiplerdeki bakteri kiiltiirlerinden 200 pl alinmig ve 1800
ul besi yeri ile birlikte (1/10 diliisyon) spektrofotometrede (Shimadzu UVmini—
1240) O D 600 degerleri olgiilmistiir. Baslangic O D degerleri 0,05 olmasi
belirlendiginden inokiilasyonu miktar1 burada ¢ikan degerlere gore hesaplanmistir.
Inokiilasyonu yapilan erdenler 30”°C de calkalamali inkiibatére koyulmustur. ilk 2
saat Olclim alinmamis ve sonra her saatte bir Olgtimler alinarak biiylime egrileri
degerleri belirlenmistir. Bu degerlerden Microsoft Excel programiyla tablo

olusturulmus ve grafikler ¢izilmistir.
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3. ARASTIRMA BULGULARI

3.1. Baz1 Mikroorganizma Tiirlerinin Bor Toleranslarinin, Biiyiime Egrilerinin
ve SDS-PAGE Profillerinin Belirlenmesi Ile Ilgili Sonuclar

3.1.1. Baz1 bilinen mikroorganizmalarin Bor toleranslarinin saptanmasi

Bu calismada secilen bazi mikroorganizma tiirlerinin, borik asit formundaki Bor’a
tolerans seviyeleri saptanmustir. 3 farkli yaklasim kullanilmistir. Bunlar, “plate-plaka
yontemi”, “tiip diliisyon yontemi” ve “Bor tolerans nokta testi” olarak

adlandirilmistir.
3.1.1.1. Plate-plaka yontemi

Burada farkli borik asit konsantrasyonlar1 (0-350 mM borik asit) iceren kati besi
yerlerine 6ze ile yayma yontemiyle bakteriler ekilmis ve 30 °C’de inkiibasyona
brrakilmistir (Sekil 3.1.). 48 ve 72 saat sonra bakteri tiremesi, var (+) veya yok (-)
seklinde ifade edilmistir (Cizelge 3.1). Bu yontemle 16 farkli mikroorganizma tiiri
denenmistir. Bu tiirlerin  bliylk ¢ogunlugunun 25-75 mM borik asit
konsantrasyonuna direng gosterdigi goriilmiistiir. Burada iki tiirtin 100 mM borik
aside diren¢ gosterdigi bulunmustur. Klebsiella sp. turii ise 150 mM borik aside

direng gostermistir.
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Sekil 3.1. Petri-Plaka yontemi ile Bor’un bazi bakterilerin gelisimi iizerine etkisinin tespiti. Bu
calismada, 0, 25, 50, 75, 100, 125, 150, 200, 250, 300 ve 350 mM borik asit iceren miiller hington
agar besi yeri kullanilmistir. Besi yerlerinin pH’st 7.0 civarinda ayarlanmistir. Besi yerleri arasindaki
fark sadece Bor (borik asit) konsantrasyonudur. Bor igermeyen besi yerinde 2 giin gelistirilen
bakteriler, yukaridaki besi yerlerine 6ze ile ¢izgi ekim ile yayilarak ekilmistir. Daha sonra gelisme
olup olmadigi 2-3 giin izlenerek fotograflar ¢ekilmis ve tireme kaydedilmistir.
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Cizelge 3.1. Plate-plaka yontemi ile elde edilen sonuclar:

Mikroorganizma ad1

25

50

75

Borik asit konsantrasyonu (mM)

100

125

150

200

250

300

350

1.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Bacillus subtilis
ATCC 6633

Candida
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Escherichia coli

ATCC11230

Klebsiella
pneumoniae

Klebsiella sp.

Micrococcus
luteus NRRL B-
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Pseudomonas
aeruginosa
ATCC 29212
Serratia
marcescens
Staphyloccus
aureus ATCC
6538/P

Staphylococcus
arlettae

Staphylococcus
cohnii
subsp.cohnii B-
14756

Staphylococcus
epidermidis B-
14768

Staphylococcus
gallinarum B-

14763

Staphylococcus
lugdunensis B-
Staphylococcus
simulans B-
14753

Streptococcus
sp.-a

+

az

az

az

az

cok
az

*Burada + bakteri tiremesi var, - bakteri iremesi yok, az veya ¢ok az bakteri

tiremesinin tiremesinin az oldugunu gostermektedir.
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3.1.1.2. Tiip diltisyon yontemi

Bu yonteme gore kat1 besi yerinde gelistirilmis olan mikroorganizma kolonisi, 6zeyi
dolduracak sekilde almarak, 5 ml PBS (fosfat buffer saline) i¢inde siispanse
edilmistir. inokiilasyonu sirasinda tiiplerdeki bulanikligin esit olmasma dikkat
edilerek, hemen hemen esit bakteri hiicresinin alinmasi saglanmistir. Buradan alinan
5 ul bakteri siispansiyonu, farkli Bor konsantrasyonu iceren 5 ml sivi besi yerine
inokiile edilmistir. Burada sivi besi yeri olarak isosensitest broth (Oxoid CM0473)
besi yeri kullanilmigtir. 48 saat 30 °C inkiibasyonda birakilan ve belli periyotlarla
(ginde 5-6 kez) vortekslenerek karigtirilan siispansiyonlarda yer alan ireme
degerleri, spektrofotometrede O D 600’de olgiilmek suretiyle, kaydedilmistir
(Cizelge 3.2.). Ayrica mikroorganizmanin 0 mM borik asitte gosterdigi O D degeri %
100 biiyiime olarak alinip, borik asitin arttirilmasina bagl gozlemlenen inhibisyon
(ylizde inhibisyon) grafiklerde gosterilmistir (Sekil 3.2.-3.5.). Tiip diliisyon yontemi
ile elde edilen veriler Sekil 3.6. ve 3.7.°de gosterilmistir. Burada onsekiz
mikroorganizma tiirli denenmistir ve bu tiirlerin biiyik ¢ogunlugunun 25-75 mM
borik asit konsantrasyonuna diren¢ gosterdigi bulunmustur. Bir istisna hari¢
(Klebsiella pneumoniae-hastane izolat1) calisilan diger bakterilerin Bor toleranslari
50-75mM (borik asit) civarindadir Sekil 3.6. 100 mM borik asit konsantrasyonu
tizerindeki degerlerde bakteri tiremesi durmustur. Ayrica 100 mM ve {izeri borik asit
iceren besi yerlerinde Staphylococcus iiremesi gozlemlenmemistir. 50 mM ve 75

mM borik asitte O D degerleri ¢cok az goriilmiistiir Sekil 3.7.
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Cizelge 3.2. Tiip diliisyon yontemi ile elde edilen sonuclari

Borik asit konsantrasyonu (mM)

Mikroorganizma ad1 0 12,5 25 50 75 100 125 150 175 200

1. Bacillus subtilis 04 04 04 02 01 00 00 00 00 00
ATCC 6633

2. Escherichia coli L3 1,2 0,7 03 01 00 00 00 00 0,0
ATCC11230

3. Klebsiella LI 1,0 0,8 07 05 02 01 00 00 0,0
pneumoniae

4. Kilebsiella sp. 1,0 09 0,8 06 01 00 00 00 00 0,0

5. Micrococcus luteus 0,7 0,4 02 01 00 00 00 00 00 0,0
NRRL B-4375

6. Pseudomonas
aeruginosa ATCC 1,2 1,2 0,2 0,0 00 00 0,0 0,0 0,0 0,0
29212

7. Serratia L1 1,1 0,6 0,1 o1 01 00 00 00 0,0
marcescens

8. Staphyloccus
aureus ATCC 09 09 0,7 02 o1 01 00 00 00 0,0
6538/P

9. Staphylococcus 0,8 0,8 0,4 01 01 00 00 00 00 0,0
arlettae B-14764

10. Staphylococcus 0,8 07 00 00 00 00 00 00 00 0,0
carnosus B-14760

11. Staphylococcus
cohnii subsp.cohnii
B-14756 04 0,6 0,3 02 01 00 00 00 00 0,0

12. Staphylococcus 1,0 0,8 0,3 00 00 00 00 00 00 0,0
epidermidis B-

13. Staphylococcus 09 09 0,4 02 01 00 00 00 00 0,0
gallinarum B-

14. Staphylococcus
lugdunensis B- 0,6 0,5 0,3 0,1 00 00 00 00 00 0,0
14774

15. Staphylococcus 09 0,7 0,6 02 01 00 00 00 00 0,0
simulans B-14753

16. Streptococcus sp.-a 0,5 0,5 0,4 03 01 00 00 00 00 0,0

17. Streptomyces albus 04 03 02 02 01 01 01 00 00 00
CIP ATCC 104432

18. Yersinia ruckerii 0,4 0,4 0,3 0,1 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

*Cizelge icerisindeki rakamlar O D 600’de 6l¢iilen tireme degerlerini gostermektedir.
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Escherichia coli Pseudomonas aeruginosa
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Sekil 3.2. Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus ve Bacillus subtilis
tiirlerinin cesitli borik asit konsantrasyonlarindaki yiizde inhibisyon degerleri. Tiip diliisyon
yontemi ile O D 600 degerleri elde edilmistir. 0 mM borik asit iceren besi yerinden elde edilen O D
600 degeri 100 (yiiz) olarak normalize edilerek, diger borik asit konsantrasyonlarindaki O D degerleri
de buna gore ayarlanmis ve bakteri biiytimesi {izerine Bor etkisi yiizde inhibisyon olarak
gosterilmistir.
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Yersinia ruckerii Micrococcus luteus
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Sekil 3.3. Yersinia ruckerii, Micrococcus luteus, Klebsiella sp. ve Streptococcus sp. tiirlerinin
cesitli borik asit konsantrasyonlaridaki yiizde inhibisyon degerleri. Tip diliisyon yontemi ile O D
600 degerleri elde edilmistir. 0 mM borik asit i¢eren besi yerinden elde edilen O D 600 degeri 100
(ytiz) olarak normalize edilerek, diger borik asit konsantrasyonlarindaki O D degerleri de buna gore
ayarlanmig ve bakteri biiylimesi tizerine Bor etkisi yiizde inhibisyon olarak gosterilmistir.
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Klebsiella pneumoniae Serratia marcescens
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Sekil 3.4. Klebsiella pneumoniae, Serratia marcescens, Staphylococcus gallinarum ve
Staphylococcus arlettae tiirlerinin cesitli borik asit konsantrasyonlaridaki yiizde inhibisyon
degerleri. Tiip diltisyon yontemi ile O D 600 degerleri elde edilmistir. 0 mM borik asit igeren besi
yerinden elde edilen O D 600 degeri 100 (yiiz) olarak normalize edilerek, diger borik asit

konsantrasyonlarindaki O D degerleri de buna gore ayarlanmis ve bakteri biiylimesi {izerine Bor etkisi
ylizde inhibisyon olarak gosterilmistir.
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Staphylococcus simulans Staphylococcus carnosus
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Sekil 3.5. Staphylococcus simulans, Staphylococcus camosus, Staphylococcus epidermidis ve
Staphylococcus lugdunensis tiirlerinin cesitli borik asit konsantrasyonlaridaki yiizde inhibisyon
degerleri. Tiip diliisyon yontemi ile O D 600 degerleri elde edilmistir. 0 mM borik asit iceren besi
yerinden elde edilen O D 600 degeri 100 (yiiz) olarak normalize edilerek, diger borik asit

konsantrasyonlarindaki O D degerleri de buna gére ayarlanmig ve bakteri biiytimesi tizerine Bor etkisi
ylizde inhibisyon olarak gosterilmistir.
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3.1.1.3. Bor tolerans nokta testi

Bu yaklasimda 6 pl’lik bakteri siispansiyonu, ¢esitli Bor konsantrasyonu iceren besi
yerlerine nokta seklinde inokiile edilerek bakteri iiremesi gozlemlenmistir (Sekil
3.8.). Once, mikroorganizma tiirlerinin TSBA besi yerlerine tek koloni ekimi
yapilmistir. Safliklar1 kontrol edilen mikroorganizmalar, soguk PBS i¢inde Mc
Farland 3 yogunlugunda silispanse edilmistir. Her bir mikroorganizma
stispansiyonundan 1/1, 1/2, 1/4, 1/8 ve 1/16 olmak {izere diliisyonlar hazirlanmistir.
Bu diltisyonlar dan 6’sar pl alinarak 0, 25, 50, 75, 100, 125 ve 150 mM borik asit
iceren TSBA besi yerlerine ekimler yapilmistir. 30 °C’de 72 saat sonra gelisimleri
fotograflanmis ve sonucglar not edilmistir. (Sekil 3.9.’da mikroorganizmalarin
bazilarinin Bor toleranslar1 gosterilmistir. Cizelge 3.3.’te mikroorganizmanin test

edilen borik asit konsantrasyonlarda ki tireme durumlar1 6zetlenmistir).

Sekil 3.8. Bor tolerans nokta testine bir 6rnek. Baz1 tiirti bilinen bakterilerle (soldaki resim) ve yeni
izolatlarla (sagdaki resim) yapilan rutin Bor tolerans testlerinden 6rnek olarak, birer petri
gosterilmistir. 0 ile 300 mM arasinda degisen borik asit konsantrasyonuna sahip besi yerlerine, Mc
Farland 3’e ayarlanan bakteri yogunlugundan baslayarak 5 farkli diiliisyondan nokta ekimler (6 pl)
yapilmistir. Sagdaki sekilde oldugu gibi bakteri adi ve diliisyonlar (1/1, 1/2, 1/4, 1/8 ve 1/16)
isaretlenmis ve 48-72 saat sonra tiremeler kaydedilmistir ve fotograflar ¢ekilmistir.
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Xonthobacter agilis Pseudomonas tolaasi Candida utilis Bacillus subtilis :

Cupriavidus oxaliticus  Aevomonas hydrwophila  Microbacterion sp.  Micrococcus luteus

Bacillus lichenjformis  Escherichia coli Staphylococcus aureus Pseudomonas aeruginosa

sermsrmmraae

Seratia sp. Streptomyces abus Kebsiclla pnemoniae  Vibrio anguillanon

Sekil 3.9. Tiirii bilinen bazi1 mikroorganizmalarin Bor tolerans nokta test sonuclari. Deneyler
Sekil 3.8.’de anlatildig1 gibi yapilmistir. Her bir petride genellikle 5 mikroorganizmanin analizi
gerceklestirilmistir. Daha sonra bilgisayar ortaminda, her bir bakteri i¢in farkli konsantrasyondaki
iireme resimleri birlestirilerek yukaridaki sekil olusturulmustur. Ureme durumlar1 gozle
degerlendirilerek Cizelge 3.3.’te sunulmustur.
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Cizelge 3.3. Baz1 mikroorganizmalarin Bor toleranslari

0 25 50 75 100 125 150
Bakteri ada mM mM mM mM mM mM mM
(0 ppm) (270 ppm) (540 ppm) (710 ppm) (1081 ppm) (1350 ppm) (1620 ppm)
1. deromonas KoK KK AKR KK KRR RO - - - -
hydrophila
2. Bacillusﬁrmus * K K K %k >k >k k% K > >k X %k > >k >k >k X > >k K Xk - -
3. Bacillus sokokok ok kokkkk kokk kK - - - -
licheniformis
4. Bacillus subtilis kokokokok  okokokk kokkokk A AL AL KA A - -
5. Cupr.iclwidus ook ok o ook & ok ok L i i i i
oxaliticus
6. E. coli AOROKKK ROKRKK ROoRRkK ALK AA - - -
7. Klebsiella $ok KKk kokkokok kokkokok KRk KK X A - -
pneumoniae
8. Microbacterium sp. — *k ¥k - Fokkxok Kok Kok - - - -
9. Micrococcus luteus Ok K KK KOk K KOk AAALLA - - - -
10. Microc.oc.cus A ok ok Aok koK i i ) i
lysodeikticus
11.Pseud(_)m0nas ook o oK sk ok ok oK U i ) i i
aeruginosa
12. Pseud(.).monas ko ok ok ok ok oKk i i ) i i
tolaasii
13. Serratiasp_ * kK K % >k >k Xk % K > >k X %k - - - -
14. Staphylococcus ok o ok ok K o ok ok i i ) i i
aureus
15. Streptomycesa]bus * K K K > >k k% K > >k X %k > >k >k >k X > >k K Xk x AL AL A PN -
16. Vibrio anguillarium — * * * X * ok ok ok ok - - - - -
17. Xanthobacter agilis =~ * **** Ok ok ok ok - - - - -

*0 mM-0 ppm, 25 mM-270 ppm, 50 mM-540 ppm, 75 mM-710 ppm, 100 mM-1081 ppm, 125 mM-
1350 ppm, 150 mM-1620 ppm seklindedir. Yildiz isaretleri bakteri {iremesini gostermektedir, yarim
yildizlar zayif iiremeyi temsil etmektedir. 5 yildiz sagdan sola 1/16-1/8-1/4-1/2-1/1 (Mc Farland 3)
diliisyonlar da tiremeyi gostermektedir.
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Cizelge 3.3. (4™

0 25 50 75 100 125 150
Bakteri ad1 Mm mM mM mM mM mM mM
(0 ppm) (270 ppm) (540 ppm) (710 ppm) (1081 ppm) (1350 ppm) (1620 ppm)

18. Azosprillum lipoferum — **kx*x k¥ % Kok %ok - - - -
19. Candida albicans KoAokokok kKR Kok Kok ok - - - -
20. Candida utilis R - - - -
21. Cupriavidus KRR K KRR KK KKKk - - - -

metallidurans
22. Cupriavidus necator Kok ok ok AAL LA - - - - -
23. Lactococcus garviae Kokok oKk KoKk Kok * >k ok ok k * ok ok ok ok - - -
24. %Zg’iﬁ?;fﬁum KRRk kR kKK - - - - -
25. Meth)flobacterium ok o ok ok K o o i i i i i

suomiense
26. ?Zj;giloabtzzermm Kok KKK kR KKK - - - - -
27. Streptococcus iniae ok ok ok ok * ok ok ok ok ok ok ok ok ook Kok - - -
28. Yersinia ruckerii KoRokokok KoKk KOk Kok %ok - - - -

* Y1ldiz isaretleri bakteri tiremesini gostermektedir, yarim yildizlar zayif iiremeyi temsil etmektedir. 5
yildiz sagdan sola 1/16-1/8-1/4-1/2-1/1 (Macfarlant 3) dilisyonlar da tiremeyi gostermektedir.

Bor tolerans degerleri milimolar borik asit, ylizde borik asit veya ppm Bor (sadece B)
olarak verilebilmektedir (Cizelge 3.3.). Ornegin, literatiirde bitkiler icin ppm B
kullanilmaktadir. Baz1 bakteri yayinlarinda yiizde tolerans degerleri olarak
sunulmustur. Bu yiizden mM borik asit degerleri ppm B degerlerine cevrilmistir.
Buna gore; mikroorganizmanin test edilen Bor konsantrasyonlardaki iiredigi en son
konsantrasyon (ppm) g6z oniine alinirsa degerler su sekildedir: Micrococcus luteus
NRRL B-4375 (540 ppm), Escherichia coli K12 (710 ppm), Bacillus firmus CECT
14T (1081 ppm), Bacillus licheniformis CECT 491 (710 ppm), Pseudomonas tolaasii
NCPPB 2192T (270 ppm), Aeromonas hydrophila (710 ppm), Cupriavidus oxaliticus
DSM 1105T (540 ppm), Serratia sp. (540ppm), Vibrio anguillarum (270 ppm),
Xanthobacter agilis NEU 2015T (270 ppm), Methylobacterium thiocynatum DSM
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11490T (270 ppm), Methylobacterium fujisawaense DSM 5686T (270 ppm),
Methylobacterium suomiense NCIMB 13778T (270 ppm), Klebsiella pneumoniae
(1081 ppm), Micrococcus lysodeikticus (270ppm), Pseudomonas aeruginosa ATCC
29212 (540ppm) , Microbacterium sp. (NSI4) (540 ppm), Staphylococcus aureus
ATCC 6538/P (270 ppm), Bacillus subtilis ATCC 6633 (1081 ppm), Streptomyces
albus CIP 104432T (1620 ppm), Candida utilis CCTM La 991 (540 ppm) Candida
albicans ATCC 10239 (540 ppm), Yersinia ruckerii (540 ppm) Streptococcus iniae
(710 ppm), Cupriavidus metallidurans CH34T (540 ppm), Lactococcus garviae (710
ppm) ve Azosprillum lipoferum DSM 1061T (540 ppm), Cupriavidus necator H20
(270 ppm).

3.1.2. Farkh Bor (borik asit) konsantrasyonlarinda test mikroorganizmalarinin

bilyiime egrilerinin saptanmasi

Bu calismada artan Bor (borik asit) konsantrasyonuna bagli olarak bazi bakterilerin
bliylime egrileri saptanmistir. Burada amag¢ Bor’un mikroorganizma iiremesini ne
derecede inhibe (veya aktive) ettigini belirlemek olmustur. Calisilan mikroorganizma
tiirlerinin hepsinde artan Bor’a bagh olarak, biiylimenin yavasladig goriilmistiir.
Ancak bu yavaglamanin derecesi ve kullanilan Bor konsantrasyonu mikroorganizma
tirleri arasinda degiskenlik gostermistir. Bu boliimde bununla ilgili elde edilen

grafikler sunulmustur (Sekil 3.10.-3.20.).

Calismada degisik besi yerleri kullanilmis olup, bunu nedeni, Methylobacterium
tiirleri gibi bazi bakterilerin spesifik besi yerine ihtiyag duymalaridir. Isosensitest
besiyeri Bacillus firmus (CECT 14"), Bacillus licheniformis (CECT 491)
mikroorganizmalart i¢in kullanilmistir. MSM besi yeri ise Herminiimonas
arsenicoxydans (ULPAs1"), Cupriavidus metallidurans CH34", Micrococcus luteus
NRRL B-4375, Methylobacterium thiocynatum DSM 11490T, Methylobacterium
fujisawaense DSM  5686T, Methylobacterium suomiense NCIMB 13778T igin
kullanilmistir. Daha ¢ok tercih edilen TSB besiyeri ise Bacillus subtilis ATCC 6633,
Serratia sp., Vibrio anguillarum, Pseudomonas tolaasii NCPPB 2192T, Micrococcus
lysodeikticus, Pseudomonas aeruginosa ATCC 29212, Cupriavidus oxaliticus DSM
1105T, Xanthobacter agilis NEU 2015T, Azosprillum lipoferum DSM 1061T,
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Cupriavidus necator, Staphylococcus aureus ATCC 6538/P, Klebsiella pneumoniae,
Escherichia coli K12, Streptomyces albus (CIP) bakterileri i¢in kullanilmistir. Borik
asit eklenmesi nedeniyle degisen besi yeri pH’s1 1N NaOH ile biitiin denemelerde pH
7.2 civarinda sabitlenmistir. Yani besi yerleri arasindaki tek fark icerdikleri Bor
konsantrasyonlarinin ~ farkli  olmasidir.Calismada,  genellikle test  edilen
mikroorganizma tiiriiniin Bor tolerans degeri goz Oniine alinmistir. En son tredigi
borik asit konsantrasyonunda baslamak iizere, geriye dogru toplam 4 farkli bor
konsantrasyonu secilmistir. Baz1 durumlarda daha fazla konsantrasyon seg¢ilmistir.
Cizelge 3.4.te kullanilan mikroorganizma tiirleri ve test edilen borik asit
konsantrasyonlar1  goriilmektedir.Denemelerde  kullanilan  Bacillus  subtilis,
Streptomyces albus, Bacillus firmus, FE.coli K12, Klebsiella sp., Bacillus
licheniformis ve Cupriavidus metallidurans 50-75 mM araliginda degisen
konsantrasyonlardaki borik asit konsantrasyonlarinda gelisim gostermiglerdir. Bu
grup mikroorganizmalarin logaritmik fazi tamamlamalari i¢in ise 12 saat kadar bir
inkiibasyon siiresi gerekmistir. Diger grupta yer alan Herminiimonas arsenicoxydans,
Vibrio anguillarum, Pseudomonas aeruginosa, Micrococcus luteus, Micrococcus
lysodeikticus, Cupriavidus oxalaticus, Serratia sp., Pseudomonas tolaasii,
Methylobacterium  thiocyanatum gibi 30 mM gibi daha dusik bir Bor
konsantrasyonunda gelisebilen mikroorganizmalar olusturmaktadir. Borik asitin
bliylime tizerindeki etkisine bagli olarak bu grup test mikroorganizmalarinin

logaritmik faz1 tamamlamalar1 icin gereken siire 25 saate kadar uzamistir.
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Cizelge 3.4. Bu caliyjmada kullanilan mikroorganizma tiirleri ve borik asit konsantrasyonlari

Mikroorganizma tiirii Kullanilan Borik Asit (mM)

Azosprillum lipoferum DSM 1061T 0, 10, 20, 30
Bacillus firmus 0, 25,50, 100, 200
Bacillus licheniformis 0, 25, 50, 100, 200
Bacillus subtilis ATCC 6633 0, 20, 40, 60
Cupriavidus metallidurans 0, 20, 40, 60
Cupriavidus necator 0, 10, 20, 30
Cupriavidus oxaliticus DSM 1105T 0, 10, 20, 30
Escherichia coli 0, 25,50,75
Herminiimonas arsenicoxydans 0, 20, 40, 60
Klebsiella pneumoniae 0, 25,50, 75
Methylobacterium fujisawaense DSM 5686T 0, 10, 20, 30
Methylobacterium suomiense NCIMB 13778T 0, 10, 20, 30
Methylobacterium thiocynatum DSM 11490T 0, 10, 20, 30
Micrococcus luteus 0, 10, 20, 30
Micrococcus lysodeikticus 0, 10, 20, 30
Pseudomonas aeruginosa ATCC 29212 0, 10, 20, 30
Pseudomonas tolaasii NCPPB 2192T 0, 10, 20, 30
Serratia sp. 0, 10, 20, 30
Staphylococcus aureus ATCC 6538/P 0, 10, 20, 30
Streptomyces albus 0, 25,50, 75
Vibrio anguillarum 0, 10, 20, 30
Xanthobacter agilis NEU 2015T 0, 10, 20, 30
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Sekil 3.10. Serratia sp. (a) ve Vibrio angillarium (b) suslarimin artan borik asit
konsantrasyonuna bagh biiyiime egrileri. Bu deneyde farkli borik asit konsantrasyonu iceren (0,
10, 20 ve 30) TSB besi yeri kullanilmistir.
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Sekil 3.11. Pseudomonas tolasii (a) ve Micrococcus lysodeikticus (b) suslarinin artan borik asit
konsantrasyonuna bagh biiyiime egrileri. Bu deneyde farkli borik asit konsantrasyonu igeren (0, 10,
20 ve 30) TSB besi yeri kullanilmistir.
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Sekil 3.12. Pseudomonas auriginosa (a) ve Cupriavidus oxaliticus (b) suslarinin artan borik asit
konsantrasyonuna bagh biiyiime egrileri. Bu deneyde farkli borik asit konsantrasyonu igeren (0, 10,
20 ve 30) TSB besi yeri kullanilmistir.
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Sekil 3.13. Xanthobacter agilis (a) ve Azosprillum lipoferum (b) suslarinin artan borik asit
konsantrasyonuna bagh biiyiime egrileri. Bu deneyde farkli borik asit konsantrasyonu igeren (0, 10,
20 ve 30) TSB besi yeri kullanilmistir.
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Sekil 3.14. Cupriavidus necator (a) ve Staphylococcus aureus (b) suslarinin artan borik asit
konsantrasyonuna bagh biiyiime egrileri. Bu deneyde farkli borik asit konsantrasyonu igeren (0, 10,
20 ve 30) TSB besi yeri kullanilmistr.
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Sekil 3.15. Klebsiella pneumoniae (a) ve Escherichia coli (b) suslarinin artan borik asit
konsantrasyonuna bagh biiyiime egrileri. Bu deneyde farkli borik asit konsantrasyonu igeren (0, 25,
50 ve 75) TSB besi yeri kullanilmstir.
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Sekil 3.16. Methylobacterium suomiense (a) ve Methlobacterium fujisawanse (b) suslarinin artan
borik asit konsantrasyonuna bagh biiyiime egrileri. Bu deneyde farkli borik asit konsantrasyonu
igceren (0, 10, 20 ve 30) MSM besi yeri kullanilmistir.
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Sekil 3.17. Methylobacterium thiocyanatum (a) ve Micrococcus luteus (b) suslarimin artan borik
asit konsantrasyonuna bagh biiyiime egrileri. Bu deneyde farkli borik asit konsantrasyonu igeren
(0, 10, 20 ve 30) MSM besi yeri kullanilmistir.
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Sekil 3.18. Herminimonas arsenicoxydans (a) ve Bacillus firmus (b) suslarinin artan borik asit
konsantrasyonuna bagh biiyiime egrileri. Bu deneyde farkli borik asit konsantrasyonu igeren (0, 20,
40 ve 60 — 0, 25, 50, 100, 200) MSM ve isosensitest besi yeri kullanilmstir.
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Sekil 3.19. Bacillus licheniformis (a) ve Bacillus subtilis (b) suslarinin artan borik asit
konsantrasyonuna bagh biiyiime egrileri. Bu deneyde farkli borik asit konsantrasyonu igeren (0, 25,
50, 100, 200 — 0, 25, 50, 75) isosensitest ve TSB besi yeri kullanilmistir.
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Sekil 3.20. Cupriavidus metallidurans (a) ve Streptomyces albus (b) suslarinin artan borik asit
konsantrasyonuna bagh biiyiime egrileri. Bu deneyde farkli borik asit konsantrasyonu igeren (0, 20,
40, 60 ve 0, 25, 50, 75) MSM ve TSB besi yeri kullanilmistir.
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3.1.3. Bor’un bakteri biiyiimesi iizerine inhibisyon etkisinin matematiksel

olarak ifade edilmesi ve karsilastirilmasi

Asagida, elde edilen sonuglar, biiylime grafikleri, bakterinin OD’sinin ikiye
katlanmas1 i¢in gereken siire (O D 0,15 ten O D 0,30’a gegen siire; ikiye ¢cogalma
stiresi) veya l/ikiye ¢ogalma siiresi olarak ifade edilerek, artan Bor konsantrasyonun
bakteri {iremesi tizerindeki inhibisyonunun matematiksel olarak degerlendirilmesi
yapilmustir. Micrococcus luteus bakterisi ile elde edilen deneysel verilerden

baslayarak, biiylime egrilerine ait sonuclar verilmistir.

3.1.3.1. Micrococcus luteus bakterisinin Bor’a bagh biiyiime hizlarimin belirlenmesi

Bu c¢alismada, oncelikle bu bakterinin 50 mM {iizerinde borik asit igeren MSM besi
yeri ortamlarinda gelismedigi gosterilmistir. Biiytime egrisi ¢alismalarinda 0, 10, 20
ve 30 mM Borik asit iceren stvi MSM besi yerlerinde tireme hizlar1 izlenmistir. Sekil
3.21.’de bu bakterinin biiylime egrisi gosterilmistir ve gorildigl tizere borik asit
konsantrasyonu arttik¢a bakterinin biiyiime hizi azalmaktadir. 20 ve 30 mM’da
ayrica lag fazi daha uzun olarak belirlenmistir. Muhtemelen bakteri Bor’un toksik
etkisi nedeni ile hazirlanma sathasini arttirmis ve metabolik i¢ dengesini ayarlamak
tizere bazi biyomolekiilleri sentez etmektedir. Bor-bakteri iliskisini biiytime hizi
perspektifinden kantitatif olarak karsilastirmak amaciyla bu grafikten her bir Bor
konsantrasyonundaki, 0,15’ten 0,3 O Daye cogalmak icin gereken siire “ikiye
cogalma siiresi” olarak tanimlanmis ve hesaplanmistir. Buradaki strateji bakterinin
log fazindaki biiylimesinin goriildiigli grafik boliimiinde egimi (y=ax+b), oncelikle
Microsof Excel programi ile tespit edilmistir (Sekil 3.22.). Her bir egriden elde
edilen formiille bakterinin iki katina ¢ikmasi icin gereken siire, iki farklt O D degeri
vererek (0,15 ve 0,3 O D) hesaplanmistir. 1 O D degeri ve 2 x O D degerindeki
zamanlar (saat) X1 ve X2 olarak belirtildikten sonra X2-X1 ikiye ¢cogalma siiresini
vermektedir (Cizelge 3.5.-3.6.). Borik asitin biiylimeyi inhibe etmesini gdstermek
amaciyla 1/cogalma siireleri spesifik Borik asit konsantrasyonuna plotlanarak Bor-

bakteri biiytime iligkisi yorumlanmistir (Sekil 3.23.).
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Sekil 3.21. Micrococcus luteus bakterisinin Borik asite bagh biiyiime egrisi
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Sekil 3.22. Micrococcus luteus bakterisi icin logaritmik fazda biiyiime formiillerinin tespiti
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Cizelge 3.5. ikiye cogalma siirelerinin hesaplanmasi

Borik
Asit X1 X2 X2-X1 Formiil
(mM)
0 0,54 1,61 1,07 Y=0,1407x+0,0737
10 1,75 3,78 2,03 Y=0,0783x+0,0209
20 2,63 5,25 2,63 y=0,0571x
30 425 8,50 4,25 y=0,0353x

Cizelge 3.6. ikiye cogalma siirelerinin matematiksel ifadesi

]?:sr:':( Ikiye Cogalma siiresi (saat) 1/ Tkiye (i:ag;l)ma stiresi
(mM)

0 1,07 0,94

10 2,03 0,49

20 2,63 0,38

30 4,25 0.24
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Sekil 3.23. Micrococcus luteus bakterisinin farkl borik asit konsantrasyonlarinda biiyiime
hizlarinin gosterilmesi. Bor’un biiylime {izerine inhibisyonunu gorsel olarak ifade etmek amacryla
1/ikiye ¢ogalma siiresi ile zaman grafiklenmistir.
3.1.3.2. Esherichia coli, Bacillus firmus, B. licheniformis, Streptomyces albus,

Herminimonas arsenicoxydans ve Cupriavidus metallidurans tiirlerinin Bor’a bagl

biiytime hizlar:

Bundan sonra sonuglar1 verilecek mikroorganizma tiirlerinde yukarida anlatilan ayni
strateji izlenerek hesaplamalar yapilmigtir. Borik asit konsantrasyonu arttirildikca
mikroorganizmanin Uremesi azalmistir. Belli bir konsantrasyon {iizerinde ise
mikroorganizma yasamamistir. Sekil 3.23.’te mikroorganizma tiirtintiin farkli borik
asit konsantrasyonlarin da ki, 1/cogalma siireleri gosterilmistir. Asagida sonucu
verilen, c¢alisilan mikroorganizmalardan hi¢biri 100 mM borik asit iceren besi
yerinde tireyememistir. Daha 6nceki ¢alismalardan elde edilen bulgular bakterilerin
biiyiik c¢ogunlugunun 100 mM ve {izeri borik asit konsantrasyonun da

yasayamadigini gostermistir.

M. luteus, C. metallidurans ve H. arsenioxydans bakterilerinin MSM besi yerinde
bliylime hizlariin borik asit arttikga azalmasi ¢izelge 3.7.’de gosterilmistir. MSM
besiyerinde H. arsenioxydans i gelismesi yavastir. 40 mM borik asit i¢ceren besi

yerinde ise gelisme gozlemlenmemistir.
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Arsenige tolerans gosteren H. arsenioxydans in Bor’a direncinin ¢ok diisiik olmasi,
bakterilerde Bor ve arsenik resistant mekanizmalarinin farkli yollarla kazanildigina
isaret edebilir. C. metallidurans MSM besiyerinde iiremis olmasina ragmen, 60 mM
borik asit igeren besi yerinde gelisememistir. Cevrede ¢ok yaygin olarak bulunan M.
luteus ise Bor olmadan iyi tirerken, 40 mM borik asitli ortamda iireyememistir

(Cizelge 3.7., Sekil 3.24.).

Cizelge 3.7. Herminiimonas arsenicoxydans ve Cupriavidus metallidurans farkh borik asit
konsantrasyonlari iceren MSM besi yerlerinde bilyiime hizlar: (1/ikiye cogalma siiresi)

Bakteri ad1 Kullanilan Borik Asit Kons.(mM)
0 20 40 60
Herminiimonas 0,087 0,027 0 0
arsenicoxydans

Cupriavidus metallidurans 0,72 0,48 0,15 0,07
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Sekil 3.24. MSM besiyerinde biiyiime hizinin Borik asit tarafindan diisiiriilmesi. Test edilen borik asit
konsantrasyonlari sekil tizerinde goriilmektedir. Deneylerde MSM besi yeri kullanilmistir.
3.1.3.3. Bazi mikroorganizmalarin borik asit iceren TSB besi yerlerinde iireme hizlarinin

degerlendirilmesi

Mikroorganizmalarin gelistirilmesi i¢in bir¢cok farkli besi yeri kullanilabilir. Siklikla tercih
edilen besi yerlerinden bir tanesi TSB’dir. Asagida secilen 14 farkli mikroorganizmanin borik
asit iceren TSB besi yerinde iiremeleri degerlendirilmistir (Cizelge 3.8. ve 3.9.) ve bu

mikroorganizmalarin tireme hizlar1 Sekil 3.25. ve 3.26.’da gosterilmistir.

Cizelge 3.8.’de farkli mikroorganizma tiirtintin 0, 10, 20 ve 30 mM borik asit iceren besi
yerinde 1/ikiye ¢ogalma siireleri verilmistir. Hepsinde de borik asit arttikga bakteri tireme
hizinin azaldig1 goriilmustiir. Test edilen mikroorganizmalarda Azospirillum lipoferum
tirtiniin Bor’a en az direng gosterdigi gorilmektedir. Pseudomonas tolasii ve Vibrio
anguillarum ise bu grup i¢inde daha fazla dire¢ gosteren bakterilerdir. Sekil 3.25.’te bu grupta
test edilen bakterilerin borik asit tarafindan inhibisyon durumlar1 grafik halinde

karsilastirilarak gosterilmistir.
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Cizelge 3.8. Bazi bakterilerin farkl borik asit konsantrasyonu (0, 10, 20 ve 30 mM) iceren TSB
besi yerlerinde iireme hizlar: (1/ikiye cogalma siiresi)

Kullanilan Borik Asit Kons.(mM)

Mikroorganizma ad1

0 10 20 30
Staphylococcus aureus 2,57 1,49 0,76 0,55
Vibrio anguillarium 2,05 1,83 1,30 0,48
Xanthobacter agilis 1,87 0,67 0,62 0,32

Azosprillum lipoferum 0,73 0,04 - -
Cupriavidus necator 1,48 0,59 0,27 0,18
Micrococcus lysodeikticus 1,09 0,64 0,12 0,04
Cupriavidus oxaliticus 1,76 0,83 0,03 0,02
Pseudomonas aeruginosa 1,80 1,56 0,53 0,18
Pseudomonas tolasii 1,68 1,40 1,30 0,66

Serratia sp. 2,27 1,61 A A

-“: mikroorganizmanin bu ortamda biiyiime hiz1 tespit edilmemistir.
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Sekil 3.25. Cesitli mikroorganizmalarin 0, 10, 20 ve 30 mM borik asit iceren TSB besi yerlerinde
gelisme hizlari. Cizelge 3.8.’den elde edilen degerler (1/ikiye cogalma stireleri) grafikte
gosterilmistir. Borik asit arttikca mikroorganizmanin boliinmesi yavaslamaktadir. 4./ipo, Azosprillum
lipoferum; C. nec, Cupriavidus necator; C.oxa, Cupriavidus oxaliticus; M. lyso, Micrococcus
lysodeikticus; P.aer, Pseudomonas aeruginosa, P.tol, Pseudomonas tolasii; Ser, Serratia sp.; S.aur,
Staphylococcus aureus; Vib, Vibrio anguillarium; ve X.agil, Xanthobacter agilis.
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Cizelge 3.9. Bazi bakterilerin farkl borik asit konsantrasyonu (0, 25, 50 ve 75 mM) iceren TSB
besi yerlerinde bityiime hizlar: (1/ikiye cogalma siiresi)

Kullanilan Borik Asit Kons.(mM)

Mikroorganizma ad1

0 25 50 75
Bacillus subtilis 2,17 0,77 A 0,05
Streptomyces albus 1,32 1,36 1,37 1,28
Klebsiella pneumoniae 2,56 1,50 0,76 0,58
Escherichia coli 2,15 1,19 0,65 0,43

-“: mikroorganizmanin bu ortamda biiyiime hiz1 tespit edilmemistir.
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Sekil 3.26. Cesitli mikroorganizmalarin 0, 25, 50 ve 75 mM borik asit iceren TSB besi yerlerinde
gelisme hizlari. Cizelge 3.9.’da elde edilen degerler (1/ikiye ¢ogalma siireleri) grafikte gosterilmistir.
Ug mikroorganizma igin test edilen konsantrasyonlar da, borik asit arttikga mikroorganizmanin
boliinmesi yavaglamaktadir. Streptomyces albus’ta ise kullanilan konsantrasyonlar da ¢ogalma siiresi
tizerine etki az olmustur. B.sub, Bacillus subtilis; S. alb, Streptomyces albus, K.pne, Klebsiella
pneumoniae ve E.coli, Escherichia coli.

Secilen diger bir grup mikroorganizma, 0, 25, 50 ve 75 mM borik asit igeren TSB
besi yerinde analiz edilmistir. Biiyiime hizlar1 degerlendirildigi zaman Stretomyces
albus, Bor’a goreceli olarak daha tolerant bir mikroorganizma olarak goze
carpmaktadir (Cizelge 3.9. ve Sekil 3.26.). Ciinkii bu mikroorganizmanin 0 ve 75
mM borik asit i¢eren besi yerlerindeki tireme hizinda degisim yok denecek kadar

azdir. Diger {i¢ bakteri i¢in Klebsiella pneumoniae’nin, E. coli ve Bacillus subtilis’e

gore daha fazla direng gosterdigi goriilmektedir.
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3.1.3.4. Bazi Methylobacterium tiirlerinin borik asit iceren MSM besi yerlerinde

tireme hizlarmin degerlendirilmesi

Metylobacterium tiirleri besi yeri olarak TSB’yi tercih etmemektedir. Burada
tiremeleri yok denecek kadar azdir. Bu yiizden bu bakteriler icin MSM besi yeri
kullanilmistir. Bor’lu ortamda tireme hizlar1 calisilan {i¢ tiirden, Methylobacterium
suomiense daha az tolerans gostermistir. Ug bakteri i¢in degerler ve karsilastirmali

grafikler Cizelge 3.10. ve Sekil 3.27.’de verilmistir.

Cizelge 3.10. Baz1 Methylobacterium tiirlerinin farklh borik asit konsantrasyonu (0, 10, 20 ve 30
mM) iceren MSM besi yerlerinde biiyiime hizlar1 (1/ikiye ¢ogalma siiresi)

Kullanilan Borik Asit Kons.(mM)

Mikroorganizma ad1

0 10 20 30

Methylobacterium suomiense 0,32 0,25 0,02 A
Methylobacteium fujisawaense 0,18 0,18 0,14 0,10
Methylobacterium thiocynatum 0,32 0,26 0,24 0,05

-“: mikroorganizmanin bu ortamda biiyiime hizi tespit edilmemistir.
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Sekil 3.27. Baz1 Methylobacterium tiirlerinde 0, 10, 20 ve 30 mM borik asit iceren MSM besi
yerlerinde gelisme hizlari. Cizelge 3.10.’dan elde edilen degerler (1/ikiye ¢ogalma siireleri) grafikte
gosterilmistir. M.suo, Methylobacterium suomiense; M.fuj, Methylobacteium fujisawaense ve M.thio,

Methylobacterium thiocynatum.
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3.1.4. Farklh Bor/Borikasit konsantrasyonlarini iceren besi yeri ortamlarinda
verilen  mikroorganizmalarin SDS-PAGE  protein  profillerinin

cikarilmasi

Onceki bulgular test edilen mikroorganizmalarin Bor tolerans seviyelerinde
farkliliklar oldugunu gostermistir. Bu durumda bakteri hiicresi Bor elementinin
artan dozlar ile bas edebilmek i¢in yeni proteinler sentezleyebilir. Bu durum
kadmiyum gibi baz1 agir metallere direng gosterebilen bakterilerde goriilmiistiir.
Agir metal ortaminda yetistirilen bakteri, bazi proteinleri sentezlerken diger bazi
proteinler degradasyona ugramistir. Bu tiir protein degisiklikleri 1D-SDS-PAGE

ile gbzlemlenebilmistir.

Calismanin bu kisminda bir¢cok bakterinin protein ekstraklarinin SDS-PAGE
profilleri belirlenmistir. Bakteri genellikle 4 farkli Bor konsantrasyonunda (mM)
O D 1 civaria kadar yetistirilmistir. Bunun olmadigr durumlar metin iginde
belirtilmistir. Calismada, Methylobacterium ve Vibrio tiirlerinde par¢alanmada
problemler yasanmustir. 18 bakteri tiiriniin farkli Bor konsantrasyonlarinda
yetistirilmis hiicrelerinden elde edilen hiicreden arindirilmis ekstraktlarin SDS-
PAGE profilleri verilmektedir (Sekil 3.28.-3.36.). Bu bakteriler sunlardir:
Escherichia coli, Bacillus licheniformis, Bacillus subtilis, Serratia sp.,
Lactococcus garviae, Cupriavidus metallidurans, C. necator, C. oxalaticus,
Pseudomonas aeruginosa, P. tolaasii, Aeromonas hydrophila, Streptomyces
albus, Methylobacterium thiocyanatum, M. suomiense, Vibrio anguillarum,
Micrococcus lysodeikticus, Xanhobacter agilis ve Klebsiella pneumoniae. Bu
bakteri tiirlerinden Escherichia coli ve Klebsiella pneumoniae tiirlerinde Bor
konsantrasyonu arttiginda farkli protein bandi goriilmistiir. Escherichia coli
bakterisi 0, 20 ve 40 mM borik asit iceren TSB besi yerlerinde yetistirilmistir. 20
ve 40 mM borik asit iceren TSB besi yeri ortaminda yaklasik 50 kDA civarinda
farkli bir protein bandi goriilmustiir (Sekil 3.29.).
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A B C

Sekil 3.28. E. coli bakterisinin farkli borik asit konsantrasyonlarindaki SDS-PAGE profilleri. Ug
farkli protein miktar1 (A-30, B-50 ve C-80 pg olmak tizere) yiiklenerek SDS-PAGE optimizasyonu
yapilmistir. Ekstraktlar materyal metotta belirtildigi gibi hazirlanmistir. Bakteri 0, 20, 40 ve 60 mM

borik asit iceren TSB besi yerlerinde yetistirilmistir. Bu deneyde sirasiyla elde edilen O D 600
degerleri; 1.29,2.21, 1.92 ve 1.40’tur. Ornekler Thermo Midi Jel’de, 180 Volt’da kosulmustur.
Komassi (coamassie) boyama sonrasi dijital kamera ile fotograflar ¢ekilmistir. Kullanilan ayirici jel
%12°dir.
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Sekil 3.29. E. coli bakterisinin farkh borik asit konsantrasyonlarinda ifade edilen bir protein
bandinin goriilmesi. Her kuyucuga 30 pg total protein yiiklenmistir. Ekstraktlar materyal metotta
belirtildigi gibi hazirlanmstir. Bakteri 0, 20 ve 40 mM borik asit iceren TSB besi yerlerinde
yetistirilmistir. Bu deneyde sirasiyla elde edilen O D 600 degerleri; 1.29, 2.21 ve 1.92°dir. Ornekler
Thermo Mini Jel’de, 180 Volt’da kosulmustur. Komassi (coamassie) boyama sonrasi dijital kamera ile
fotograflar ¢ekilmistir. Kullanilan ayiric1 jel %12°dir. M, protein markir1 gosterilmistir. Ok ile farkli
ifade edilen bir protein band1 gosterilmektedir.
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Sekil 3.30. Bacillus licheniformis ve Bacillus subtilis bakterilerinin farkl borik asit
konsantrasyonlarinda SDS-PAGE profilleri. Her kuyucuga 40 ng total protein yiiklenmistir.
Bakteriler sekilde gosterilen (0, 25, 50, 75 veya 0, 20, 40, 60) mM borik asit iceren TSB besi
yerlerinde yetistirilmistir. O. D. 600 degerleri a’daki, B. subtilis icin 1.6, 1.65, 1.38 ve 0.95;b’deki, B.
licheniformis igin ise 1.68, 1.24, 0.84 ve 1.43’tiir. Ornekler BioRad Mini Protean jelde, 180 Volt’da
kosulmustur. Komassi (coamassie) boyama sonrasi dijital kamera ile fotograflar ¢ekilmistir.
Kullanilan ayirier jel %12°dir.
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Sekil 3.31. Serratia sp. ve Lactococcus garviae bakterilerinin farkh borik asit
konsantrasyonlarinda SDS-PAGE profilleri. Her kuyucuga 40 pg total protein yiiklenmistir.
Bakteriler sekilde gosterilen (0, 10, 20, 30 veya 0, 10, 20) mM borik asit igeren TSB besi yerlerinde
yetistirilmistir. O. D. 600 degerleri a’daki, Serrattia sp. i¢in 1.87, 1.52,2.11 ve 1.45;b’deki, L.
garviae igin ise 1.29, 0.94, ve 1.13’tiir. a jeli BioRad Mini Protean jelde, 180 Volt’da, b jeli ise Atto
(Japonya) mini jelde 150 voltta kosulmustur. Komassi (coamassie) boyama sonrasi dijital kamera ile
fotograflar ¢ekilmistir. Kullanilan ayirici jel a jeli i¢in %12, b jeli iginse %16°dur.

0 10 20
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Sekil 3.32. Cupriavidus metallidurans, C. necator ve C. oxalaticus bakterilerinin farkh borik asit
konsantrasyonlarinda SDS-PAGE profilleri. Her kuyucuga 40 pg total protein yiiklenmistir.
Bakteriler sekilde gosterilen (0, 10, 20, 30 veya 0, 10, 20) mM borik asit igeren TSB besi yerlerinde
yetistirilmistir. O D 600 degerleri a’daki, C. metallidurans igin 0.84, 1.1, 0.83 ve 1.85; b’deki, C.
necator igin 0.89, 0.68, 0.95 ve 0.80; c’deki, C. oxalaticus igin ise 1.14,2.25 ve 1.00°dir. a ve b jelleri
BioRad Mini Protean jelde, 180 Volt’da, c jeli ise Atto (Japonya) mini jelde 150 voltta kosulmustur.
Komassi (coamassie) boyama sonrasi dijital kamera ile fotograflar ¢ekilmistir. Kullanilan ayirici jel a
ve b jelleri i¢in %12, c jeli iginse %16’dur.
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Sekil 3.33. Pseudomonas aeruginosa ve P. tolaasii bakterilerinin farkh borik asit
konsantrasyonlarinda SDS-PAGE profilleri. Her kuyucuga 30 pg total protein yiiklenmistir.
Bakteriler sekilde gosterilen (0, 10, 20, 30) mM borik asit igeren TSB besi yerlerinde yetistirilmistir.
O D 600 degerleri a’daki, P. aeruginosa igin 1.97, 1.88, 0.82 ve 0,9; b’deki P. folaasii igin ise 1.16,
1.12, 1,9 ve 1.22°dir. a jeli BioRad Mini Protean jelde, 180 Volt’da, b jeli ise Atto (Japonya) mini
jelde 150 voltta kosulmustur. Komassi (coamassie) boyama sonrasi dijital kamera ile fotograflar
cekilmistir. Kullanilan ayirict jel, a jeli i¢in %12, b jeli i¢inse %16°dir.
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Sekil 3.34. Aeromonas hydrophila ve Streptomyces albus mikroorganizmalarinin farkh borik asit
konsantrasyonlarinda SDS-PAGE profilleri. Soldaki jelde her kuyucuga 30 ng total protein
yiiklenmistir. Ancak b’deki bakteride pargalanma problemi oldugu i¢in, Bradford sonuglari esit

olmamis ve her kuyucuga 25 pl ekstrakt yiiklenmistir. Bakteriler sekilde gosterilen (0, 10, 20, 30 veya

0, 25, 50, 75) mM borik asit igceren TSB besi yerlerinde yetistirilmistir. O D 600 degerleri a’daki,
Aeromonas hydrophila ig¢in 1.85, 1.71, 1.51 ve 1.85;c’deki Streptomyces albus igin ise 1.45, 1.50, 1.56
ve 1.41°dir. Jeller Atto (Japonya) mini jelde 150 voltta kosulmustur. Komassi (coamassie) boyama
sonrast dijital kamera ile fotograflar ¢ekilmistir. Kullanilan ayiric1 jel %16°dir.
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Sekil 3.35. Methylobacterium thiocyanatum, M. suomiense ve Vibrio anguillarum bakterilerinin
farkl borik asit konsantrasyonlarinda SDS-PAGE profilleri. Bu bakterilerin parcalanmasinda
zorluklar olmustur. Bradford sonuglar yetersiz odugu i¢in her kuyucuga 25 pl ekstrakt yiiklenmistir.
Bakteriler sekilde gosterilen (0, 10, 20, 30) mM borik asit iceren TSB besi yeri (Vibrio tiirii i¢in) veya
MSM besi yerlerinde yetistirilmistir. O D 600 degerleri a’daki, M. thiocyanatum igin 1.02, 0.94, 0.95
ve 1.17;b’deki M. suomiense igin 1.12,0.99, 0.95 ve 1.15;c’deki Vibrio anguillarum igin ise 1.17,
1.32,0.99 ve 0.44°tiir. Jeller Atto (Japonya) mini jelde 150 voltta kosulmustur. Komassi (coamassie)
boyama sonrast dijital kamera ile fotograflar ¢ekilmistir. Kullanilan ayirici jel %16’dir.
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Sekil 3.36. Micrococcus lysodeikticus, Xanhobacter agilis ve Klebsiella pneumoniae bakterilerinin
farkl borik asit konsantrasyonlarinda SDS-PAGE profilleri. Her kuyucuga 40 pg total protein
yiiklenmistir. Bakteriler sekilde gosterilen (0, 10, 20-0, 10, 20, 30 veya 0, 25, 50, 75) mM borik asit
iceren TSB besi yerlerinde yetistirilmistir. O D 600 degerleri a’daki, M. lysodeikticus igin 1.38, 0.98
ve 0.82;b’deki, X. agilis i¢in 0.82, 0.89, 1.97 ve 1.13;c’deki, K. pneumoniae igin ise 1.39, 1.02, 2.18
ve 1.43’ttr. Jeller Atto (Japonya) mini jelde 150 voltta kogsulmustur. Komassi (coamassie) boyama
sonrast dijital kamera ile fotograflar ¢ekilmistir. Kullanilan ayirici jel %16°dir. Klebsilla tiirtinde farkli
ekspres edilen bir protein band1 ok isareti ile gosterilmistir.
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Sekil 3.37. Klebsiealla pneumoniae’de farkl ifade edilen bir protein bandinin tespit edilmesi.
Soldaki iki jelde her kuyucuga 40 ng total protein yiiklenmistir. A ve B. Native-PAGE analizi
sonuglar1. Proteinler 4-8 °C’de 130 voltta Atto (Japonya) jel aparatiyla kosulmus, daha sonra komasi
ile protein bandlar1 boyanmistir. Bakteriler sekilde gosterilen (0, 25, 50, 75) mM borik asit iceren TSB
besi yerlerinde yetistirilmistir. O D 600 degerleri soldan saga, 1. jel i¢in, 1.48, 1.13,2.27, 1.35 ve
1.21; 2. jel igin ise 1.42, 1,35, 2.25 ve 1.36’°dir. 75 mM’daki farkli ekspres edilen protein bandi bariz
bir sekilde goriilmekte olup, ok ile gosterilmistir. C. Native-PAGE analizinde elde edilen protein
bandimin SDS-PAGE analizi. Soldaki ike jelde goriilen protein bandlar1 temiz bir jilet ile kesilmistir.
Jel pargasi 1.5 mI’lik bir tiip i¢inde saf suda 4 °C’de bir gece bekletilmis ve daha sonra analiz
edilinceye kadar -20 °C’de saklanmustir. Daha sonra jel pargas1 %50°lik methanol ile 15 dakika
dehidrasyona ugratilmistir. Rehidrasyon i¢in 40 pl 2X SDS dye iginde 10 dakika beklenip, 5 dakika
kaynatilarak kuyucuga yiiklenmistir. SDS-PAGE sonucu goriilmektedir. Protein markérii olarak
Mark12 unstained Standard (Invitrogen) kullanilmstir. Bir adet 27 kDa civarinda major bir band
sekilde goriilmektedir.
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Sekil 3.38. Bacillus licheniformis ve Pseudomonas aeruginosa’dan elde edilen ekstraktlarin
Native-PAGE analizi. Her kuyucuga 40 g total protein yiiklenmistir. Bakteriler sekilde gosterilen
(0, 25, 50, 75 veya 0, 10, 20, 30) mM borik asit igeren TSB besi yerlerinde yetistirilmistir. O D 600

degerleri a’daki, B. licheniformis i¢in 1.68, 1.24, 0.84 ve 1.43;b’deki, P. aeruginosa’nin ise 1.97,
1.88, 0.82 ve 0.90’dir. Proteinler 4-8 °C’de 130 voltta Atto (Japonya) jel aparatiyla kosulmus, daha
sonra komasi ile protein bandlar1 boyanmistir. Kullanilan ayiricr jel soldaki jel i¢in %12°dir.
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3.2. Bursa ilindeki Bor Madeni Ve Cevresinden Bakteri izolasyonu
3.2.1. Bursa’da ki Kestelek Bor madeninden 6rnekleme

Ornekleme asamasi, 107T796 nolu Tiibitak projesi doneminde, iki mevsimde (bahar
ve giliz aylar1) yapilmistir. Bursa iline bagli Mustafa Kemal il¢esinde yer alan
Kestelek koyiindeki maden ve cevresinden Ornekler alinmistir (BUK ornekleri).
Burada ayrica madenin yanindan kiigiik bir cay ge¢mektedir. Cayin asagisinda

bulunan Camandar koyii basta olmak {izere, bir¢ok lokasyondan 6rnekler alinmistir
(Sekil 3.39.).

Calnlibiik
]

I X
amandar
¢ O

Bursa Kestelek
Bor Madeni

Kirmasti Cawv

Kisehoroz Yenibaleik
. .

Sekil 3.39. Bursa Kestelek Bor madeni ve cevresinden érneklemenin yapildig: alanlar
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3.2.2. izolatlarin Bor toleranslarinin saptanmasi

Bor biyolojisi ¢alismalarinda esas olan uygun model bakterileri bulabilmektir. Bu
yiizden ¢alismalarimizda oncelikle Bor toleransi yiiksek olan bakterilerin tespiti
gerekmistir. Burada kullanilan strateji, izolatlarin koloni renkleri, goriintislerinin yani
sira, Bor toleransi yliksek ¢ikan izolatlarin da tiirlerinin bilinmesi olmustur. Bunun

icinde bazi izolatlarin Bor toleransi belirlenmistir.

3.2.2.1 Kat1 besiyeri tizerinde izolatlarin Bor toleransini belirleme deneyleri

Yiiksek diizeyde Bor’a tolerans gosteren bakterilerin se¢ilmesi i¢in birka¢ yaklagim
kullanilmistir. Ancak denemelerimiz sonucu en giivenilen teknik, kat1 besi yeri
kullanarak yaptigimiz deneyler olmustur. Ayrica birkag makalede de benzer teknik

kullanildig1 i¢in asagida anlatilacak yontem secilmistir.

7 cesit Borik asit konsantrasyonu (0, 50, 75, 100, 150, 200, ve 300mM) igeren kat1
besi yerleri {lizerine, dilisyonlara ugratilmig 6-7 pl bakteri siispansiyonunu ekerek,
bakteri gelisimlerini 48 saat ve 4-5 giin izleyerek verilere kaydetmektir. Buna, “Bor
Tolerans Nokta Testi” ya da “Nokta Ekim Bor Tolerans Testi” adi verilmistir.

Bununla ilgili teknik detaylar Gere¢ ve Yontem boliimiinde verilmistir.

Asagidaki sekilde (Sekil 3.40.) tolerans deneyinde kullanilan bir petrinin resmi
ornek olarak gosterilmistir. Sekilde, diliisyonlar ve “Nokta Ekim Bor Tolerans Testi”

goriilmektedir. BUK izolatlarinin Bor toleransi verilmistir (Cizelge 3.11.).
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Sekil 3.40. Nokta ekim Bor tolerans testleri sonuclarindan bazi 6rnekler. Her resmin altinda izolat
ad1 verilmistir. Solda besi yerinin igerdigi borik asit konsantrasyonu milimolar (mM) olarak ve iistte
ise bakteri diliisyonlar1 gosterilmistir. Ureyen bakteriler somut olarak goriilmektedir.
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Cizelge 3.11. Bazi izolatlarin Bor toleranslar:

IZOLAT ADI 0 mM 50mM  75mM 100 mM I50mM  200mM 300 mM

BUK 632Y KOk ok kK kK kK KK K K K kK % K Xk K XK Kok ok ok ok KRR KK K KK kXK
BUK 50a KOk kK Rk ROk KKK K KK KX k% Xk kK X KOk ok kK K K K K K -
BUK 69b AOKOK KK KKK KK KROROKK OROKROK K ROROK K KRR OKOK -
BUK 64c dokok ok ok kKoK ok ok kokokokk  kokokokok  kokokokok kok A -
BUK 64b KKK KoK KKK KoK AOKROKK ROROK kK kKoK KOk - -
BUK 23¢ KKK K KKK K KOKKR K ROKRK KK RORK KKK - .
BUK 2ax dokok koK okokokokk  kokokokk  kokokokok  kokok A A R }
BUK 50b kokok kok kR kokk kK Kk kK % % % kK X AAAAA A A Ao _
BUK lax dokokokok kokokokok okokokokok ok ROk koK A XA - -
BUK 17a FOR Kok K kokokokk kokkokk ROk kKX - - -
BUK 21¢ Kok ok ok kokokok ok kokokok ok kokok koK - B .
BUK 24a KokKok ok kokokokk kokokokk ROk kKoK - i .
BUK 24b FOKAOK K AOKKOROK KKK KK ROK KOk XK - - )
BUK 25¢ Fokok oKk kokokok ok kokokokk kR ok ok ok _ ; }
BUK 26a dokok ok ok kokokokk kokokokk  kokokokok i R ;
BUK 18a KoKk Kok OKR KOk KOk KKK . . i .
BUK 88a kokok Kok kokOK KoKk kK K K - - - .
BUK 22b ok Rk kK kok kKK kkkAA A LA - - -
BUK 22a Kokokokok ok okokokok  kok A A A A A Ao A XA A A Ao A A A

*Y1ldiz isaretleri bakteri tiremesini gostermektedir, yarim yildizlar zayif tiremeyi temsil etmektedir. 5
yildiz sagdan sola 1/16-1/8-1/4-1/2-1/1 (McFarlant 3) dilisyonlarda tiremeyi gostermektedir.
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3.2.3. Bor toleransi yiiksek cikan izolatlarin molekiiler karakterizasyonu
3.2.3.1 Izolatlardan DNA izolasyonu ve PCR sonuglar

Calismada Bor toleransi yiiksek bulunan 10 izolatin gDNA’s1 izole edilmistir. izole
edilen gDNA’larin intact ve yaklastk 50 ng miktarda oldugu bulunmustur.
Spektrofotometrede analizleri protein veya RNA kontaminasyonu olmadigini
gostermistir (Sekil 3.41.). Calismada 16SrRNA gDNA kaliplarindan PCR ile
cogaltilmis agaroz jelde goriintiilenmistir. Elde edilen PCR iiriinlerinin beklenen
boyutlarda (1500 bp) oldugu ve nonspesifik {dirtinlerin meydana gelmedigi
gorilmustiir. (Sekil 3.42.). Jellerden kesilerek saflastirilan PCR {irtinlerinin “hizmet

alim1” ile sekansi1 belirlenmistir (Macrogen, Hollanda).

Sekil 3.41. 16SrDNA sekans analizi yapilan izolatlardan DNA izolasyon sonuclari. DNA
izolasyonu fenol-kloroform metodu ile yapilmistir. DNA &rneklerinden 3l yiiklenerek agaroz jel
elektroforezi yapilmis ve UV ile goriintiilenmistir. Sagdaki sekil U. V. resminin negatif imajidir. M
kullanilan marker olup, DNA biiyiikliikleri sekilde gosterilmistir. Elde edilen DNA saf ve kaliteli
olup, ok ile isaret edilmistir.
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Sekil 3.42. BUK izolatlarinin PCR sonugclari. 16SrRNA geninin amplifikasyonu iiriinleri % 0.8
agaroz jele 8 pl yiiklenmistir. Daha sonra PCR tekrarlanarak her izolat i¢in toplam 4 reaksiyondan
elde edilen tirtinler jelden kesilerek bir kit ile saflastirilmis ve sekansa hazir hale getirilmistir.
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3.2.3.2. 16S¥RNA gen sekans sonuglarinin biyoinformatik analizi

16STRNA geni sekans sonuglari; BioEdit ve Mega4 gibi biyoinformatik yazilim
paketleriyle analiz edilmistir. Oncelikle gelen sonuglardaki QV>20 degerleri dikkate
alinarak sekans kalitesi degerlendirilmistir. Ayrica gelen sekanslar Bioedit
programiyla ag¢ilarak okunan dizilerin piklerine bakilarak sekans kalitesi hakkinda
fikir edinilmistir. Piklerin karismis olmasi sekans kalitesinin diisiik oldugunu ve
okumanin hatali oldugunu gostermektedir. Iki farkli primer ile elde edilen okumalar
Bioedit programimin contig analizi (CAP) ile birlestirilmis ve tim 16SrRNA gen
sekans dizisi elde edilmistir. Hizalanan (align edilen) niikleotid sekans sonuglari
BlastN programi kullanilarak GenBank niikleotid verileri ile karsilastirilmistir.
[zolatlarin 16SrRNA gen dizilerine gore en ¢ok benzerlik gosterdikleri bakteri tiirleri
saptanmistir (Cizelge 3.12-3.13). Contig yapilan izolatlarla en ¢ok benzerlik
gosterdikleri bakteri tiirleri ile filogenetik agaclar olusturulmustur (Sekil 3.43.—
3.46.). Ayrica izolatlarin kendi icerisinde de filogenetik agaci yapilmistir (Sekil
3.47.).

Cizelge 3.12. Baz1 BUK izolatlarin BlastN analiz sonu¢larinin degerlendirilmesi

Cins Ismi En Yakin Tiir Izolat Ismi
Bacillus Bacillus firmus BUK632Y
Bacillus megaterium BUK22a
Bacillus pumilis BUKO64c
Exiguobacterium  Exiguobacterium mexicanum BUKS50b
Pseudomonas Pseudomonas plecoglossicida-putida BUK2ax
Pseudomonas plecoglossicida-putida BUKlax
Pseudomonas stutzerii BUKS50al
Pseudomonas stutzerii BUK69b
Zhihengliuella Zhihengliuella halotolerans BUK64b
Zhihenglivella halotolerans BUK23c
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Cizelge 3.13. Baz1 BUK izolatlarinin 16SrRNA gen sekansi sonuclarinin BlastN analizi sonugclari

izolat Ad En Yakin Tiir Genbank No Sorgulanan  Benzerlik
sekans (%)
BUKIax Pseudomonas putida AB513735.1 100 100
Pseudomonas plecoglossicida EU594553.1 100 100
BUK2ax Pseudomonas putida AB513735.1 100 99
Pseudomonas plecoglossicida FR668235.1 100 99
BUK22a Bacillus megaterium GU471206.1 100 100
Bacillus aryabhattai JF895478.1 100 100
BUK23c¢ Zhihengliuella halotolerans NR _043765.1 100 99
Zhihengliuella sp. FJ425902.1 100 99
BUKS50al Pseudomonas stutzeri AB682251.1 100 99
BUKS50b Exiguobacterium mexicanum JF505980.1 100 100
Exiguobacterium aurantiacum EU282460.1 100 99
BUK64b Zhihengliuella halotolerans NR 043765,1 100 100
Zhihengliuella sp. FJ425902 100 99
BUKG64c Bacillus safensis IN092616.1 100 99
Bacillus pumilus HQ143628.1 100 99
BUK69b Pseudomonas stutzeri AJ270451.1 100 99
Pseudomonas sp. HQ588844.1 100 99
BUKG632Y  Bacillus firmus IN392015.1 100 99
Bacillus oceanisediminis JF411237.1 100 99
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gq3rIQ342507.1 Bacillus amyloliguefaciens
89 JN703310.1 Bacillus subtilis
99 LJstazsaos.l Bacilius tequilensis
99 ———— FN397508.1 Bacillus lickeniformis
H241829.1 Baciliales bacierium TE4
54 100 JH092616.1 Baciilus safensis
79 —HQ143628.1 Bacillus pumilus
TQ3428771 Bacillus cibi
EUT931559.1 Siemoiraphamanas maliaphilia
TEA1237.1 Bacillus oceani sediminis
99 L{BUK632Y (300 mM)
— 741 TM392015.1 Bacilius firmus

40

e JQ342901.1 Bacillus bataviensis
£6 L 70342902 1 Bacillus niacini

J342832 1 Bacilius simplex

38 100 BUE22a (150 mM)
o3| 1097

| 10342505 1 Bacillus megaterium

56 34 TQ342883. 1 Bacillus thuringiensis
49?‘— TQ342851.1 Bacillus acidicelsr

FN397525.1 Oveanchacilius casni

FN397482.1 Bacillus fordii

FN397523. 1| Lysinibaci lus fusiformis
FI0397521.1 Brevibacillus agri

—
0.01

Sekil 3.43. Bacillus tiirleri ile 2 adet izolatin (BUK632Y ve BUK22a) 16SrRNA gen sekanslarina
dayal filogenetik analizi. Filogenetik aga¢ MEGA4 programiyla Clustal W align ve Neighbour-
joining metodu ile olusturulmustur. Aga¢ dallart olusturulurken program tarafindan 10000 kez tekrar
(bootstrap) yapilmistir. Toplamda 1350 adet niikleotit karsilastirilmis ve farkliliklara gore
dallanmustir.
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BUEKS0b 200mM)
7 TEA05980.1 Exiguabacterium mexicarim

65 HW020747.1 Exiguobacterium aurantiocum
% INBS2813.1 Exiguobacterium acelylicum

100 |~DQ351341.1 Erxiguohacierium howiense

—— IMN195792.1 Exiguobacterium marinmom

IN644510.1 Exiguobacierium prafundum

82

IN602236.1 Exiguobacierium arabation
TM107748 1 Exiguabacterium arahation

100 JNT1230%.1 Exiguobacterium acetylicum

—— JN6E44520. 1 Exiguobacterium indicum

TF5059%6 1 Exigunbacterium sbiricum

TF327442 1 Exigunbacterium oxidotolerans

84
411457 1 Exiguabacierium undae

70 [ T
89 NE 0434761 Exiguobacterium antarcticum

0.005

Sekil 3.44. Exiguobacterium tiirleri ile BUK50b izolatinin 16SrRNA gen sekanslarina dayah
filogenetik analizi. Filogenetik agagc MEGA4 programiyla Clustal W align ve Neighbour-joining
metodu ile olusturulmustur. Agag dallar1 olusturulurken program tarafindan 10000 kez tekrar
(bootstrap) yapilmistir. Toplamda 1263 adet niikleotit karsilastirilmig ve farkliliklara gore
dallanmustir.
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g5 BUKZax (150 mM)
EUK]ax (150 mMM)
DQO95908. 1 Prendamanas plecaginssicida
T IEE3T014.1 Peendomonas fluarascans

JF911384.1 Prendomonas taiwanansis
—— EF178450.1 Praudomonas entomaphila

39 _|: TNB99562. 1 Peendomaonas mosseli

51 TQZ229796 1 Peeudomonas fulva
43 —— EF100617.1 Peendomaonas putida
J’j EUK69h (200 mM)

AT2T0451.1 Peendomonas stutzer
— a9 _E HOBAE111.1 Peeudomonas xanthomarina
92— HOQ696415.1 Preudamanas indolorydans

I10236624.1 Peeudomonas chlororaphis

TIQ23T671.1 Prendomanas brassicacearum
TET92068 1 Preudomonas azotoformans

IQ336981.1 Peeudamanas veranii
96
45‘— TQ336%74.1| Preudomonas poae

ATTINT4N Poeudomonas anguilliseptica

13

96

100‘

ATTITNG Feaudamanas aeruginosa

AWABIB11.1 Poeudomonas guineas
FI824120 1 Pesudamanas aryzihabitans

100

o —— DQB16277.2 Foeudomonas lindanilytica
AF238494 1 Peandomanas pseudaalcaligenas
11 GU204966.1 Fesudomanas mendocing
AT550466 1 Pseudomanas alcalaphila
FI&00733.1 Pesudomonas libricans
ABOBITET 1 Peeudamaonas alealiphila

JES13156.1 Besudomonas nitroreducens
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ABALTT0N 1 Preudamanas tavotomiensis

—
0.0035
Sekil 3.45. Pseudomonas tiirleri ile 3 adet izolatin (BUK69b, BUK1ax ve BUK2ax) 16SrRNA gen
sekanslarina dayal filogenetik analizi. Filogenetik agagc MEGA4 programiyla Clustal W align ve
Neighbour-joining metodu ile olusturulmustur. Agag dallari olusturulurken program tarafindan 10000
kez tekrar (bootstrap) yapilmistir. Toplamda 1305 adet niikleotit karsilastirilmig ve farkliliklara gore
dallanmustir.
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BUK64b (150 mM)
100‘

NE 0437631 Zlihengliuella halotolerans
53 ‘ BUK23c (150 mDM)
JQ344115.1 Arthrabacter creatinalyticus
26 o — JN3T1036.1 Arthrobacter arilaifensia
100———=1Q071518.1 Arthrobacter nicotiande
ET920716.1 Zhikenglivella aestuarii
7 TNT00085.1 Arthrobacter crystallopaieies
ET221365.1 Arthrobacter globiformis
95 — JQ342876.1 Arthrobacter ramosus
8 —— TN662537 1 Arthrobacter pascens
70 THA11436.1 Arthrobacter sulfonivorans
JN662516.1 Arthrobacter paychrolactop...
20 TH993706. 1 Arthrobacter oxydans
TN662517.1 Arthrobacier aureacens
v . JQ218454 1 Arthrobacter hutealus
51 EU730943.1 Arthrabacter agilis
58 TN662513.1 Arthrabacter flavus
—
0.005

Sekil 3.46. Zhihengliuella tiirleri ile 2 adet izolatin (BUK64b ve BUK23c) 16SrRNA gen
sekanslarina dayal filogenetik analizi. Filogenetik agag MEGA4 programiyla Clustal W align ve
Neighbour-joining metodu ile olusturulmustur. Agac dallar1 olusturulurken program tarafindan 10000
kez tekrar (bootstrap) yapilmistir. Toplamda 1319 adet niikleotit karsilastirilmis ve farkliliklara gore
dallanmustir.
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00— BUK22a

100 L BUK632Y
BUKS0b
| BUKs4h
100! BUK23¢
— BUKSSh
- BUK2ax
100! BUKlax
—
0.02

Sekil 3.47. izolatlarin kendi icerisinde (BUK22a, BUK632Y, BUK50b, BUK64b, BUK23c,
BUK69b, BUK2ax ve BUK1ax) 16SrRNA gen sekanslarina dayal filogenetik analizi. Filogenetik
agac MEGA4 programiyla CLUSTAL W align ve Neighbour-joining metodu ile olusturulmustur.
Agag dallar1 olusturulurken program tarafindan 10000 kez tekrar (bootstrap) yapilmistir. Toplamda
1205 adet niikleotit karsilastirilmis ve farkliliklara gére dallanmistir.
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3.2.4. Bor toleransi yiiksek ¢ikan baz izolatlarda biiyiime egrisi calismalar:

Bu deneylerin detaylar1 materyal ve yontem boliimiinde anlatilmistir. Elde edilen
bliyime degerlerinden Microsoft Excel programiyla tablo olusturulmus ve grafikler
cizilmistir (Sekil 3.48.-3.51.). Cizelge 3.14.te 16SrRNA sonucu en yakin tip tiir
verilerek, TSB besiyerinde kullanilan Bor konsantrasyonlari verilmistir. Bu
calismada BUK 1ax, BUK2ax, BUK50a-1, BUK22a, BUK632Y, BUK69b, BUK64b

izolalatlar1 kullanilmistir.

Cizelge 3.14. Bu ¢calismada kullanilan izolatlarin en yakin tip tiirleri ve borik asit

konsantrasyonlar:
Izolat Ad1 ve En Yakin Tiir Kullanilan Borik Asit (mM)
BUK1ax, Pseudomonas plecoglossicida 0, 50, 100 150, 200, 300
BUK2ax, Pseudomonas plecoglossicida 0, 50, 100 150, 200, 300
BUKS50a-1, Pseudomonas stutzerii 0, 50, 100 150, 200, 300
BUK22a, Bacillus megaterium 0, 50, 100 150, 200, 300
BUKG632Y, Bacillus firmus 0, 50, 100 150, 200, 300
BUKG69b, Pseudomonas stutzerii 0, 50, 100 150, 200, 300
BUKG64b, Zhihengliuella halotolerans 0, 50, 100 150, 200, 300
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3 1 BUK?2ax
2,5
2
(e
3
A 1,5 A
© —— 0mM
1 1 —8— 50mM
100mM
150mM
05 —x— 200mM
’ —8— 300mM
0 H T T 1
0 20 40 60
Zaman (saat)

(a)

BUK632Y

0 1 T T 1
0 20 40 60

Zaman (saat)

(b)
Sekil 3.48. BUK2ax (a) ve BUK632Y (b) izolatlarinin artan borik konsantrasyonuna bagh

biiyiime egrileri. Bu deneyde farkli borik asit konsantrasyonu igeren (0, 50, 100 150, 200 ve 300)
TSB besi yeri kullanilmustir.
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BUK64b

2,5 1

—o— 0mM
—8— 50mM
100mM
150mMj
——200mM|
—8— 300mM|
0 20 40 60
Zaman (saat)
(a)
37 BUK50al
2,5 1
2 4
S
215 1
@)
@]
1 —— (0mM
—8—50mM
100mM|
05 150mM|
] —*—200mM|
——300mM
0 1 ] 1 1 1 1 1
0 10 20 30 40 50 60
Zaman (saat)

(b)
Sekil 3.49. BUK64b (a) ve BUKS0a-1 (b) izolatlarimin artan borik konsantrasyonuna bagh

biiyiime egrileri. Bu deneyde farkli borik asit konsantrasyonu igeren (0, 50, 100 150, 200 ve 300)
TSB besi yeri kullanilmustir.

83



31 BUK lax

—— 0mM
—8— 50mM
100mM|
150mM|
—%— 200mM
—8— 300mM

O 0T T T 1
0 20 40 60

Zaman (saat)

(2)

BUK?22a

—o— 0mM
—8— 50mM
100mM|
150mM|
—%—200mM|
—— 300mM|

60

Zaman (saat)

(b)
Sekil 3.50. BUK1ax (a) ve BUK22a (b) izolatlarinin artan borik konsantrasyonuna bagh

biiyiime egrileri. Bu deneyde farkli borik asit konsantrasyonu igeren (0, 50, 100 150, 200 ve 300)
TSB besi yeri kullanilmustir.
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3 BUK69b

2.5
2 i
(=}
g
8 1,5 1
—— (0mM
1 —8—50mM
100mM
150mM
—%—200mM
0,5 1 ——300mM

0 10 20 30 40 50 60

Zaman (saat)

(2)

3- E. coli (DHI0b)

OD 600

—— 0mM
—8— 50mM
100mM
150mM
—*—200mM
—8— 300mM

0 20 40 60 80 100 120

Zaman (saat)

(b)

Sekil 3.51. BUK69b izolatinin (a) ve E. coli (b) bakterisinin artan borik konsantrasyonuna bagh
biiyiime egrileri. Bu deneyde farkli borik asit konsantrasyonu igeren (0, 50, 100 150, 200 ve 300)
TSB besi yeri kullanilmustir.
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4. SONUC ve TARTISMA

4.1. Borik Asitin Tiirleri Bilinen Mikroorganizma Tiirlerinin Gelisimleri
Uzerine Etkisi Ile Ilgili Sonuclar

4.1.1. Bor tolerans sonuclari

Bu c¢alismada secilen bazi mikroorganizma tiirlerinin, Bor’a tolerans seviyeleri
saptanmasinda 3 farkli yontem kullanilmistir. Bunlar, “plate-plaka yontemi”, “tlip
diliisyon yontemi” ve “Bor tolerans nokta testi” olarak adlandirilmistir. Bu
yontemlerden en ¢ok tercih edilen yontem “Bor tolerans nokta testi” olmustur.

Clinkii bize daha kesin sonuglar vermektedir.

Plate-plaka yontemine gore, arastirilan 16 mikroorganizma arasinda hastane
suslarindan Klebsiella sp. en fazla direng gosteren bakteri olarak belirlenmistir. Diger
mikroorganizmalar i¢in ise genel olarak sinir, 50-100 mM borik asittir. Bunun

tizerindeki degerlerde bakterilerin gelismedigi gozlemlenmistir.

Tip dilisyon yontemine gore, test edilen 18 adet mikroorganizma arasinda
Streptomyces albus hari¢ hepsi 100 mM borik asit iceren besi yerinde gelisme
gostermemistir. Bu mikroorganizma 100-150 mM arasinda borik aside direng
gosterebilmektedir. Ayrica test edilen 7 adet Staphylococcus tiirlerininde Bor
tolerans degerinin diisiik oldugu goriilmiistiir. Bu tiirlerin Bor’a direncinin yaklasik

olarak 50 mM oldugu goriilmustiir.

Bor tolerans nokta testi sonucglarina gore ise, mikroorganizmalarin en son gelisme
gosterdigi Bor konsantrasyonu Cizelge 3.3.’te gosterilmistir. Calisilan 28
mikroorganizma tiirlerinin biiyiik ¢ogunlugunun, 0-75 mM arasinda Bor’a tolerans
gosterdigi goriilmiistiir. Calisilan maya tiirlerinde ise Candida sp. 50 mM,
Streptomyces albus‘ta ise (100—150 mM) goriilmesi dikkat cekmistir. Bu sonuglar da
bize mikroorganizma tiirlerinin Bor’a olan direnglerinin birbirinden farkli oldugunu

gostermektedir. Bu degiskenlige neden olan hiicresel diizeydeki yapisal farkliliklar

86



ve tolerans mekanizmalariyla, rol alan biyokimyasal oyuncular, gelecekteki
calismalarda daha kapsamli olarak arastirilmali ve bu tiir deneylerde “Bor tolerans

nokta testi” kullanilmalidir.

4.1.2. Farkh Bor (Borik asit) konsantrasyonlarinda test mikroorganizmalarinin

biiyiime egrilerinin saptanmasi ile ilgili sonug¢lar

Test mikroorganizmalarinin farkli Bor konsantrasyonlarinda gelisim grafikleri ile bor
icermeyen (0 mM) sivi besiyerindeki verilere gore hesaplanan optimum biiyiime
verileri bulgular bolimiinde verilmistir. Verilerin analizlerinden 25 mM’mn
iizerindeki Bor konsantrasyonlarmmin logaritmik faza ge¢isi uzatarak biiylimeyi

sinirlandirdigi agike¢a goriilmektedir.

Veriler degerlendirildiginde, test mikroorganizmalarinin  Gram-reaksiyonu,
exopolisakkarit tiretmeleri veya kapsiil- glikokaliks gibi extraselliiler yap1 veya
membran 6zelliklerinin, Bor’a olan toleranslart ile bir baglantisinin olmadigi yorumu

yapilabilir.

4.1.2.1 Test edilen mikroorganizma tiirlerinin Bor tarafindan inhibisyonunun ikiye

cogalmas siireleri olarak ifade edilmesi

Bor’un inhibisyon etkisini gostermek i¢in, bulgular boliimiinde anlatilan yaklagimla
hesaplanan, 1/ikiye ¢ogalma siireleri verilmistir. Simdi  ¢izelge ’de, her bir bakteri
tiiri icin test edilen spesifik Borik asit konsantrasyonundaki ¢ogalma siireleri, toplu
olarak verilmektedir. Test edilen degerlerde Bor konsantrasyonu arttikca, ikiye
katlanma siiresi (saat) artmaktadir (Cizelge 5.1.-5.2). Literatiirde bu sekilde toplu bir
veri bulunmamaktadir. Bu ¢izelgedeki degerler kullanilarak farkli bakteri tiirlerinin
Bor ile iliskisi karsilastirilabilecek ve spesifik degerler gelecekteki bagka veya benzer
deneyler i¢in kullanilabilecektir. Bu c¢alismadan elde edilen verilerin, Bakteri-bor

iliskisine dair, bir referans olusumunda yararli olacag: diistiniilmektedir.
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Cizelge 4.1. Cesitli bakteri tiirlerinin farkh borik asit konsantrasyonlarinda logaritmik fazda
(ODO0,15’ten OD0,30 a) ikiye katlanma siireleri (saat)

A S R N AN LA
A AR A G A 1
0 1,36 0,46 0,68 0,46 0,57 091 0,56 0,60 044 039 049 0,76
10 2381 1,70 121 156 064 071 0,62 067 055

20 3,67 30,61 8,67 1,90 0,77 1,32 0,77

25 1,29 0,84 0,74
30 5,68 1,52 1,81 2,07

40

50 1,54 0,73
60

75 18,29 2,33 0,78

Cizelge 4.2. Cesitli bakteri tiirlerinin farkh borik asit konsantrasyonlarinda logaritmik fazda
(OD 0,15’ten OD 0,30 a) ikiye katlanma siireleri (saat)

Bor.ik M. M. B B
asit X agil FE. coli M. thi. M Iut. H ars. C. met. .
(mM) sum.  fig. firm.  liche.
0 0,53 0,46 3,11 5,54 3,13 1,07 7,39 1,60 0,57 0,67
10 1,49 397 5,66 3,80 2,03
20 1,62 53,57 7,39 4,14 2,63 16,13 2,21
25 0,84 0,66 0
30 3,11 9,87 19,74 425
40 5,36
50 1,54 2,89 0
60 12,10
75 2,33
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*Cizelge i¢indeki rakamlar saat olarak, mikroorganizma yogunlugunun lineer grafikte O D 0,15’ten O
D 0,30’ a gecme siirelerini belirtmektedir. Kisaltmalar: A. lipo, Azospirillum lipoferum; B. sub,
Bacillus subtilis; C. nec, Cupriavidus necator; K. pn, Klebsiella pneumoniae; C. oxa, Cupriavidus
oxaliticus; M. lys, Micrococcus lysodeikticus, P. aer, Pseudomonas aeruginosa, P. tol, Pseudomonas
tolasii; Ser sp, Serratia sp.; S. aur, Staphylococcus aureus; V. an, Vibrio anguillarium; S. alb,
Streptomyces albus; X. agil; Xanthobacter agilis;, M.sum, Methylobacterium suomiense;M.fuj,
Methylobacteium fujisawaense; M. thi, Methylobacterium thiocynatum; M. lut. ,Micrococcus luteus ;
H. ars, Herminiimonas arsenicoxydans; C. met, Cupriavidus metallidurans; E. coli, Escherichia
coli; B. firm,Bacillus firmus ; B. liche, Bacillus licheniformis.

4.1.3. Baz1 bakterilerin farkli Bor konsantrasyonlarinda SDS-PAGE protein

profillerinin ¢ikarilmasi ile ilgili sonuclar

Bor bir yar1 metaldir. Aynen agir metallerde oldugu gibi bir hiicresel cevap
degisikliginin SDS-PAGE ile saptanabilecegi diisiiniilmiistiir. Ciinkii 6rnegin 0 mM
borik asit i¢eren besi yerinde gelistirilen bir bakteri, 75 mM i¢inde goreceli olarak
kayda deger bir metabolik yapilanmaya gegecek ve yeni proteinler ve biyomolekiiller
sentezleyecektir. Bu hipotezi test etmek i¢in SDS-PAGE ve Native-PAGE deneyleri
yaptlmistir.  SDS-PAGE  deneyinde, E.coli  bakterilerisinde farkli  Bor
konsantrasyonlarinda 20 ve 40 mM borik asit iceren besi yerinde farkli bant
goziikmiistir. Bu bant 60 mM borik asit iceren besiyerinde gozilkmemektedir.
Bunun sebebinin de Bor’a bagli bir degisiklikten olmadigi diistiniilmektedir. Cilinkii
bakterinin yetismis oldugu O.D. degerleri farklidir. Bu farktan dolayida bu protein
sentezlenmis olabilir. Klebsiella pneumoniae bakterisi 75 mM borik asit igeren
ortamda farkli protein sentezlemistir. Bu protein Native-PAGE ile kismi olarakta
saflastirilmistir ve bu proteinin yaklasik olarak 27 kDa civarinda oldugu bulunmustur
(Sekil 3.37.). Ayrica bu proteinin tanimlanmasi i¢in ek ¢aligmalarin da yapilmasi

gerekmektedir.
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4.2. Bursa flindeki Bor Madeni ve Cevresinden Bakteri izolasyonu
4.2.1. izolatlarin Bor toleransimin belirlenmesi ile ilgili sonuclar

Oncelikle 19 adet izolatin Bor tolerans: belirlenmistir. 0 mM’dan 300 mM’a kadar
farkli Bor konsantrasyonuna sahip besi yerlerine nokta ekim yapilmistir. Bu
ekimlerde izolatlarin iireme gosterdigi en yiiksek Bor konsantrasyonlar1 tespit
edilmistir. Sonug¢ olarak 10 adet izolatin 150 mM ve iistii Bor konsantrasyonlarina
toleranst oldugu saptanmistir. Bu izolatlarin aralarindaki benzerligi bulmak icin

16SrRNA gen sekansi analizi yapilmistir.

4.2.2. izolatlarin 16SrRNA sekans analizi ve degerlendirilmesi

16StRNA gen dizisi yapilacak izolatlar segilirken Bor tolerans degerlerine
bakilmistir. Bor tolerans degerlerini goz Oniine almanin sebebi c¢alisilan
mikroorganizmalarin  biiyilk ¢ogunlugunun 100 mM Bor’a kadar direng
gostermesidir. Hatta 150 mM ve Ustiinde ki konsantrasyonlar da yasayamamaktadir.
Bu verilere bakilarak Bor toleransi yapilan izolatlardan 150 mM ve iistiinde yasayan
izolatlarin 16STRNA gen dizisi yapilmistir. Buna gore 4 farkli cins ve 7 farkh tiir
tespit edilmistir. Bunlarin listesi Bulgular boliimiinde verilmistir (Cizelge 3.12.).
Gelen sekans sonuglarindan QV>20 degerleri ve piklerinin durumu dikkate
alindiginda BUKS50al izolatinin 27F primeriyle sekans analizi yapilamamis ve bu
yiizdende contig yapilamamistir. Bundan dolay1 bu izolatin sekansi tekrarlatilmis
ancak yine degerler beklenilenden diisiik gelmistir. Bu izolat 1492R primeriyle Blast
yapilmustir ve filo genetik agac olusturmada kullanilmamistir. Ayrica BUK64c¢ izolati
da filogenetik agac olustururken sorun olusturdugundan agaca dahil edilmemistir.
16SrRNA gen dizisine gore cins tanimlamalar1 kesin olarak kabul edilse de tiir

tanimlamalar1 konusunda daha fazla veriye ihtiya¢ vardir.
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Sekans analizinden elde edilen sonuclar degerlendirildiginde; Pseudomonas,
Bacillus, Zhihengliuella ve Exiguobacterium olmak tizere 4 adet farkli cins
bulunmustur (Cizelge 3.12.). Bulunan cinsler; Pseudomonas, Bacillus, Zhihengliuella
ve Exiguobacterium cinslerine ait oldugu belirlenmistir. Elde edilen cinslere ait
izolatlarin filo genetik agaglar1 yapilmis ve tiirlere olan benzerlikleri kismen de olsa

belirlenmistir.

Izolatlardan bazilarmn yeni tiir olabilme ihtimalleri yiiksektir. Ornegin BUK632Y
izolatmin 16SrRNA dizisine gore Blast sonucu Bacillus firmus bakterisidir. Iki
bakterinin gen sekanslar1 arasinda %99 benzerlik vardir. B. firmus 14T susu ile
BUKG632Y izolatinin tolerans gosterdikleri Borik asit degeri farklidir (300 ve 100mM
borik asit). Biiyiime egrisinde farkli gelisim gostermektedirler. Bu izolatin bundan

sonraki ¢aligsmalarda yeni tiir analizi yapilmalidir.

16SrTRNA gen sekansini yaptigimiz izolatlardan bazilar1 (BUK23c ve BUKG64b)
Zhihengliuella halotolerans ¢ikmistir. Bu bakteri tuzlu topraklardan izole edilmistir;
gram pozitif, aerobik, besiyerinde hareketsiz, spor formu olusturmayan, katalaz
pozitif, oksidaz negatiftir. Optimum biiytimeleri % 10 tuz igeren besiyerinde pH 8-9
arasinda, 28-30°C ‘dir (Wen-Jun Li, 2007). Bizimde izole etmis oldugumuz ortam
tuzlu toprak gibi ekstrem kosul olan Bor’lu topraklardir. Bulmus oldugumuz bu
izolatlar 150-200 mM borik asite direng gostermektedir. Bu tip tiir ile izolatlar
karsilastirilarak (mikrobiyolojik, molekiiler ve FAME) yeni tiir analizi yapilabilir.

Benzer sekilde BUKIlax, BUK2ax, BUKS50al, BUK69b izolatlar1 Pseudomonas
bakterisine benzemektedir. Pseudomonas, gram negatif, katalaz pozitif, hafif oval
comak sekline sahip olan bu bakterinin, optimum tireme sicakligi 25-30 °C’dir.
Glikoz ve sakkarozu asit olusturarak metabolize eder, maltoz, laktoz, fruktoz ve
mannitol sekerlerini ise metabolize edemez (Gii¢, 2010). Pseudomonas bakterisinin
cogu dogada toprak ve sularda yogun olarak bulunur. Burada 6rnekleme alanlarimiz
maden ici, toplama havuzu, taban suyu kenarindan ya da madene yakin yol
kenarlarindan toprak ve su Ornekleri oldugundan dolayr Pseudomonas tiirlerini
bulmamiz gayet normaldir. Burada asil sorulmasi gereken soru ise bu izolatlar
yiikksek miktarda Bor iceren ortamda nasil yasamakta oldugudur? Bizim bulmus

oldugumuz bu izolatlar 150-200 mM borik asite diren¢ gostermektedir fakat dogada
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yasayan bakteri tiirleri yiiksek miktarda Bor’a diren¢ gosterememektedir. Bundan
dolayida bu izolatlarin yeni tiir analizi i¢in diger biyokimyasal ve molekiiler

yontemlerle birbirinden ayrilmasi gerekmektedir.

Literatiire baktigimiz zaman Toru Fujiwara ve Iftikhar Ahmed Bor tolerans1 gosteren
bazi bakteriler hakkinda yayinlar yapmislardir. Bu yayinlar incelendiginde bulunan
tiirlerin  Bacillus boroniphilus (Ahmed vd.,, 2007¢c), Chimaereicella boritolerans
(Ahmed, Yokota ve Fujiwara, 2007a), Gracilibacillus boraciitolerans (Ahmed,
Yokota ve Fujiwara, 2007b), Lysinibacillus boronitolerans (Ahmed vd.,, 2007d),
Lysinibacillus parviboronicapien (Miwa vd.,, 2009) ve Variovorax boronicumulans
(Miwa vd.,, 2008) olduklar1 goriilmektedir. Gen sekans analizini yaptigimiz
izolatlarin da, yiiksek Bor konsantrasyonuna diren¢ gostermesi yeni tiir adaylarinm

ilerleyen ¢alismalarla bize sunabilir.

4.2.3. Bazi izolatlarin biiyiime egrilerinin degerlendirilmesi

Artan Bor (borik asit) konsantrasyonuna bagli olarak bazi izolatlarin biiyiime egrileri
belirlenmistir . Burada ama¢ Bor’un mikroorganizma tiremesini ne derecede inhibe
(veya aktive) ettigini belirlemek olmustur. Normalde bu tezde calistigimiz
mikroorganizmalarda borik asit konsantrasyonu arttikga biiylimesinin yavasladigi
goriilmustiir. Burada ¢alisilan bazi izolatlarda ise Bor’a bagl olarak, biiyiimenin ¢ok
fazla yavaslamadig goriilmiistiir. Ornegin, BUK632Y, BUK2ax ve BUK64b gibi
izolatlar borik asit konsantrasyonunun artmasina ragmen biiyiimeleri ¢ok fazla
degismemistir. BUK632Y izolati 16STRNA gen sekansima goére Bacillus firmus’a
benzemektedir. Bacillus firmus’un biliylime egrisine baktigimizda 100 mM ve
iizerinde yasayamadigini ve BUKG632Y izolatinin biiylime egrisine gore farklh
gelisim gosterdigini gormekteyiz. Bu izolatin diger mikrobiyolojik ve molekiiler
yontemlerle yeni tiir analizi ¢alismalari yapilmalidir. izolatlarin biiyiime egrisi ile

ilgili deneylerde E. coli (DH10b) susu kontrol olarak kullanilmistir.

Bu calisma kapsaminda; Test edilen 37 farkli mikroorganizma tiiriinde, Borik asit
toleranslart biiyiik ¢ogunlukla 25 mM-75 mM arasinda degisiklik gostermistir.
Sadece iki bakteride tolerans degeri 100 mM borik asit olarak tespit edilmistir. Baz1
bakterilerde borik asit konsantrasyonuna bagh biiytime hizlar1 belirlenmistir. Bor’a
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bagli olarak, biiylimenin degistigi gozlenmistir. Bazi mikroorganizmalarda farkli
borik asit konsantrasyonlarinda SDS-PAGE ile protein profilleri belirlenmis ve bazi

protein bant farkliliklart gozlenmistir.

Bursa Kestelek Bor madenleri ve cevresinden toprak ve su Ornegi toplanmis ve
bunlara bakteri izolasyon teknikleri uygulanarak izolatlar elde edilmistir. Bu
izolatlardan bazilarinin Bor toleranslar1 belirlenmistir. Bor toleransi yiiksek olan, bazi
izolatlarin 16SrRNA sekans analizleri yapilmistir. En yakin tiirler; Bacillus firmus,
Bacillus  megaterium, Bacillus pumilis, Pseudomonas plecoglossicida-putida,

Pseudomonas stutzerii, Zhihengliuella halotolerans olarak belirlenmistir.

Sonug olarak bu ¢alismada, hem tiirii bilinen bakteriler {izerinde Bor tolerans ve
protein profil belirleme deneyleri yapilmig, hem de Bor tolerans: yiiksek olan yeni
bakteri izolatlar1 elde edilmistir. Bu calisma ile Bor-bakteri iliskisinin anlasilabilmesi
adina 6nemli bir boslugu doldurarak, gelecekteki ¢alismalarda kullanilacak veriler

uretilmistir.
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EK A. BUK izolatlarinin 16SrRNA Geninin Niikleotid Dizileri

BUK1ax
27F

NNNNGGNCNNNGGCTACACATGCAGTCGAGCGGATGACGGGAGCTTGCTCCTTGATTCA
GCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGACAACGTTTCGA
AAGGAACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGC
GCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCTCACCAAGGCG
ACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAG
ACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCC
ATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGG
CAGTAAGTTAATACCTTGCTGTTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTG
TGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAA
GCGCGCGTAGGTGGTTTGTTAAGTTGGATGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGC
ATCCAAAACTGGCAAGCTAGAGTACGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTG
AAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTG
ACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCC
GTAAACGATGTCAACTAGCCGTTGGAATCCTTGAGATTTTAGTGGCGCAGCTAACGCATT
AAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGCCC
GCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGCCTT
GACATGCAGAGACTTTCAGAGATGGATGNGCTTCGGGACTCTGACACNNTGCTGCATGCT
GTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTGGTAGTCCCGTACGAGCGCANCCNNTCNNNTACAG
CACGTNNGGTGGGCACTCTAGGGACTTGCNNGACAANCGNGGAAGGTGGGANNNNGTC
AGGTCATCATNNNTTTNNGGCTGGCTACACNNNNCTCAATGNCCNGNANNNNNCNNNCC
GNGTGGNCTATTCNCGAAACGNAGTNNNNTCGATCAGCNA

1492R

NNNNTNNACCGTGGTACCGTCCTCCCGAAGGTTAGACTAGCTACTTCTGGTGCAACCCAC
TCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGACATTCTG
ATTCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCACGCAGTCGAGTTGCAGACTGCGATCCGGACT
ACGATCGGTTTTGTGAGATTAGCTCCACCTCGCGGCTTGGCAACCCTCTGTACCGACCAT
TGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGCCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCATCCCCACCTT
CCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCCTTAGAGTGCCCACCATAACGTGCTGGTAACTAAG
GACAAGGGTTGCGCTCGTTACGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGAC
AGCCATGCAGCACCTGTGTCAGAGTTCCCGAAGGCACCAATCCATCTCTGGAAAGTTCTC
TGCATGTCAAGGCCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACC
GCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCG
GTCAACTTAATGCGTTAGCTGCGCCACTAAAATCTCAAGGATTCCAACGGCTAGTTGACA
TCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCT
CAGTGTCAGTATCAGTCCANGTGGTCGCCAAATTCCACCACCCTCTACCGTACTCTAGCT
TGCCAGTTTTGGATGCAGTTCCCAGTTGAGCCCCGGGGCTTTCACATCCAACTTAACAAA
CCACCTACGCGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTACGCTTGCACCCTCTGTATTACCGC
GCTGCTGGCACAGAGTAGCNGTGCTATCTGTCGGTACGTCAAACAGCANTATACTACTGC
CCTTCTCCCACTAAAGTGCTTACATCGAGACTCTNNNACACGCGGCATGCTGGATCAGGC
TTCGCCATGTCNNATNCCNCTGCTGCNNCCGTAGANNCTGGAACNNNNCTCANNNACTG
TGACTGANNATCTCTNNAACAGNNACCGGATGCTGNNNNGNNANNNNCNNNACNANNA
GCNAATCGNNNTAGGNNACTCTGTATNNNNNAN

Contiig

TGCTCCTTGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGG
GACAACGTTTCGAAAGGAACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGAC
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CTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAATGG
CTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGA
GACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAG
CCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTT
GGGAGGAAGGGCAGTAAGTTAATACCTTGCTGTTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCAC
CGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATT
ACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTTGTTAAGTTGGATGTGAAAGCCCCGGGCTCA
ACCTGGGAACTGCATCCAAAACTGGCAAGCTAGAGTACGGTAGAGGGTGGTGGAATTTC
CTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACC
TGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCT
GGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTGGAATCCTTGAGATTTTAGTGGCG
CAGCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATG
AATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAG
AACCTTACCAGGCCTTGACATGCAGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAA
CTCTGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTC
CCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACGTTATGGTGGGCACTCTAAGGA
GACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTAC
GGCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAGAGGGTTGCCAAGCCGCGAGGTG
GAGCTAATCTCACAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAA
GTCGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGAATGTCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGT
ACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCACCAGAAGTA

BUK2ax
27F

GNGGAGGAGCNGCTACACATGCAAGTCGAGCGGATGACGGGAGCTTGCTCCTTGATTCA
GCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGACAACGTTTCGA
AAGGAACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGC
GCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCTCACCAAGGCG
ACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAG
ACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCC
ATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGG
CAGTAAGTTAATACCTTGCTGTAATGCCGTAACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTG
TGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAA
GCGCGCGTAGGTGGTTTGTTAAGTTGGATGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGATCTGC
ATCCAAAACTGGCATGCTATAGTACGGTAGAGGGTGGTGGAAC

1492R

NNNNNNNATCACCTGTGGTACCGTCCTCCCGAAGGTTAGACTAGCTACTTCTGGTGCAAC
CCACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGACA
TTCTGATTCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCACGCAGTCGAGTTGCAGACTGCGATCC
GGACTACGATCGGTTTTGTGAGATTAGCTCCACCTCGCGGCTTGGCAACCCTCTGTACCG
ACCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGCCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCATCCCC
ACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCCTTAGAGTGCCCACCATAACGTGCTGGTAA
CTAAGGACAAGGGTTGCGCTCGTTACGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTG
ACGACAGCCATGCAGCACCTGTGTCAGAGTTCCCGAAGGCACCAATCCATCTCTGGAAA
GTTCTCTGCATGTCAAGGCCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCT
CCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCC
AGGCGGTCAACTTAATGCGTTAGCTGCGCCACTAAAATCTCAAGGATTCCAACGGCTAGT
TGACATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCG
CACCTCAGTGTCAGTATCAGTCCAGGTGGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTTCCTATATC
TACGCATTTCACCGCCTACACAGGAAATTCCACCACCCTCTACCGTACTCTAGCTTGCCA
GTTTTGGATGCAGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGCTTTCACATCCAACTTAACAAACCACC
TACGCGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTCTGTATTACCGCGGCT
GCTGGCACAGAGTAGCCGNGCTTNTCTGTCCGGTACGTCAAACAGCANNATACTACTGCC
CTTCNCCCACTAAAGTGCTTACATCGANACTNCTCACACACGCGCATGCTGATCAGCTNG
NCNATGGTCANATCCCACTGCNGCCTCCGTAGNNNTGGAACNNNTCTCANTTCCNNNNN

100



NNGATCATNCTNCNGAACNNNCGATCNTGNNNNTGANNNNCNACACANNNCTATCGACN
NANG

Contig

TGCTCCTTGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGG
GACAACGTTTCGAAAGGAACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGAC
CTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAATGG
CTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGA
GACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAG
CCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTT
GGGAGGAAGGGCAGTAAGTTAATACCTTGCTGTTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCAC
CGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATT
ACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTTGTTAAGTTGGATGTGAAAGCCCCGGGCTCA
ACCTGGGAACTGCATCCAAAACTGGCAAGCTAGAGTACGGTAGAGGGTGGTGGAATTTC
CTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACC
TGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCT
GGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTGGAATCCTTGAGATTTTAGTGGCG
CAGCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATG
AATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAG
AACCTTACCAGGCCTTGACATGCAGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAA
CTCTGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTC
CCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACGTTATGGTGGGCACTCTAAGGA
GACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTAC
GGCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAGAGGGTTGCCAAGCCGCGAGGTG
GAGCTAATCTCACAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAA
GTCGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGAATGTCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGT
ACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCACCAGAAGTA

BUK22a
27F

GNTNNNANNTCNGCCTATACATGCAAGTCGAGCGAACTGATTAGAAGCTTGCTTCTATGA
CGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACT
TCGGGAAACCGAAGCTAATACCGGATAGGATCTTCTCCTTCATGGGAGATGATTGAAAG
ATGGTTTCGGCTATCACTTACAGATGGGCCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAC
GGCTCACCAAGGCAACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACT
GAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAA
AGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGT
TAGGGAAGAACAAGTACAAGAGTAACTGCTCGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGC
CACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAA
TTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTC
AACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGAAAAGCGGAATTC
CACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTT
TTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCC
TGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTTAGTG
TTGCGGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAACTCAAA
AGAATTGACAGGGGCCCGCGCAGCGGTGGAGCATGTGGTTTATTTCTAATCAACGACGA
GAACCTTACCTGGTCTGGCGTCCGTCAGACACTCTAACATGTGCATTCCGCNTTCGGCGN
NNNAGTGACAGATGTGCATGGTTGTCATCAGTCCTNCCATGANATGTAGTNNAAANNCA
NGNNNGACNNNNCNTGANNNACNNNCTACNNANTCGGNCATNNNNGGAACTCNNNGNN
CAGCGNNNANNNGAGANNGNNNNGNNNNNNNNGTATGNCTGNNNATNNNNTCNNNTNN
NCNNNNNGGGAANTCNGNGCTANNNNANNGNN

1492R
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NNCNNTNNNGNNNNCCTTAGGCGGCTAGCTCCTTACGGTTACTCCACCGACTTCGGGTGT
TACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCG
GCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCAGCTTCATGTAGGCGAGTTGCAGCCTACAA
TCCGAACTGAGAATGGTTTTATGGGATTGGCTTGACCTCGCGGTCTTGCAGCCCTTTGTAC
CATCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCC
CCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCACCTTAGAGTGCCCAACTAAATGCTGGCAA
CTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGA
CGACAACCATGCACCACCTGTCACTCTGTCCCCCGAAGGGGAACGCTCTATCTCTAGAGT
TGTCAGAGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGC
TCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGTCTTGCGACCGTACTCCC
CAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTAAAGGGCGGAAACCCTCTAACACTT
AGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTT
TCGCGCCTCAGCGTCAGTTACAGACCAAAAAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCACA
TCTCTACGCATTTCACCGCTACACGTGGAATTCCGCTTTTCTCTTCTGCACTCAAGTTCCC
CAGTTTCCAATGACCCTCCACGGTTGAGCCGTGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCG
CCTGCGCGCGCTTTACGCCCAATAATTCCGGGATAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGC
GGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGNGGCTTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGTACGAAGCAGT
TACTCTCGTACTTGTTCTTCCCTTAACAACAGAAGTTTTACGACCGAAGCCTCATCACTCA
ACGCGGCGTTGCTCGTCNGACTTCGTCAATTGCCGAAGATTCCCNACTGCTGCNCCGTAN
GANNCTGGNNNGNNNCTCAGTTCCCAGTGNNNNATCACCCCTNCNAGNCGGCNATGCAA
TCNNNGCCNNTGGGNNNNNGTNCNNNNNNCAACTANGACCTANAGNNN

Contig

ACTGATTAGAAGCTTGCTTCTATGACGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCA
ACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTTCGGGAAACCGAAGCTAATACCGGATAGGATCTT
CTCCTTCATGGGAGATGATTGAAAGATGGTTTCGGCTATCACTTACAGATGGGCCCGCGG
TGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCATAGCCGACCTGA
GAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAG
TAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAG
GCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACAAGAGTAACTGCTCGTA
CCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATA
CGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTTCTTA
AGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTG
AGTGCAGAAGAGAAAAGCGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGA
GGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTTTTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCG
TGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAG
TGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGA
GTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGC
ATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAAC
TCTAGAGATAGAGCGTTCCCCTTCGGGGGACAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTC
AGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTT
GCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGG
GATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGG
TACAAAGGGCTGCAAGACCGCGAGGTCAAGCCAATCCCATAAAACCATTCTCAGTTCGG
ATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATG
CCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTA
ACACCCGAAGTCGGTGGAGTAACCG

BUK23c¢
27F

GNNNNAGNTANAGCNTTACCNTGCAGTCGAACGATGAAGCCCAGCTTGCTGGGTGGATT
AGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGAGTAACCTGCCCTCGACTCCAGGATAAGCCCGG
GAAACTGGGTCTAATACTGGATATTCAATTTCTACCGCATGGTGGTTTTTGGAAAGGATT
CTGGTCGAGGAGGGACTCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGG
CGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCC
AGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAG
CGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGTAGGGAAGAAG

102



CGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTA
ATACGTAGGGCGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTTT
GTCGCGTCTGCCGTGAAAGTCCGGGGCTTAACTCCGGATCTGCGGTGGGTACGGGCAGA
CTAGAGTGCTGTAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCA
GGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGGTCTCTGGGCAGTAACTGACGCTAGAGGAGCGA
AAGCATGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGTTGGGCA
CTAGATGTGGGGGACATTCCACGTTTTCCGCGTCGTAGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCC
TGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGGATTGACGGGGGCCCGCACAAGCG
GCGGAGCATGCGGATTAATTTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATGA
CCGGATCGGGCCTAGAACGTAGTCT

1492R

GNNNNANNNAGNNNNNNNTATCGTANAGCTCCTTCTCACAAGGAGGTTAGGCCACCAGC
TTCGGGTGTTACCAACTTTCGTGACTTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTAT
TCACCGCAGCGTTGCTGATCTGCGATTACTAGCGACTCCGACTTCATGGGGTCGAGTTGC
AGACCCCAATCCGAACTGAGACCGGCTTTTTGGGATTAGCTCCACCTCACAGTATCGCAA
CCCATTGTACCGGCCATTGTAGCATGCGTGAAGCCCAAGACATAAGGGGCATGATGATTT
GACGTCGTCCCCACCTTCCTCCGAGTTGACCCCGGCAGTCTCCTATGAGTCCCCACCATC
ACGTGCTGGCAACATAGAACGAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCAC
GACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTGAACCAGCCCCGAAGGGAAAGACTAT
TTCTAGCCCGATCCGGTCCATGTCAAGCCTTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAA
TCCGCATGCTCCGCCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTTAGCCTTGCGGC
CGTACTCCCCAGGCGGGGCACTTAATGCGTTAGCTACGACGCGGAAAACGTGGAATGTC
CCCCACATCTAGTGCCCAACGTTTACGGCATGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGC
TCCCCATGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTTACTGCCCAGAGACCTGCCTTCGCCATCGGTG
TTCCTCCTGATATCTGCGCATTTCACCGCTACACCAGGAATTCCAGTCTCCCCTACAGCAC
TCTAGTCTGCCCGTACCCACCGCAGATCCGGAGTTAAGCCCCGGACTTTCACGGCAGACG
CGACAAACCGCCTACGAGCTCTTTACGCCCAATAATTCCCGGATAACGCTTGCGCCCTAC
GTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGGCGCTTCTTCTGCAGGTACCGTCACTTT
CGCTTCTTCCCTACTGAAAGAGNTTACACCCCGAAGGCCGTCATCCCTCACGCGGCGTCG
CTGCATCAGGCTTCGCCCATTGNTGCAATATCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGANNCTGN
NNNGTTCNNAGTCCAGGTGGNNNNGTCACCTCTCANNNGNCTAACCCGTCGTNNNNNNN
ANCCATTACNTCANNNCAGCCTGANNGNNNCGCNNANNNTCCTNCTCTNNGNA

Contig

TGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGAGTAACCTGCCCTCGACTCCAGGATAAGCCCGGGA
AACTGGGTCTAATACTGGATATTCAATTTCTACCGCATGGTGGTTTTTGGAAAGGATTCT
GGTCGAGGAGGGACTCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCG
ACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAG
ACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCG
ACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGTAGGGAAGAAGCG
AAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAAT
ACGTAGGGCGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTTTGTC
GCGTCTGCCGTGAAAGTCCGGGGCTTAACTCCGGATCTGCGGTGGGTACGGGCAGACTA
GAGTGCTGTAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGA
GGAACACCGATGGCGAAGGCAGGTCTCTGGGCAGTAACTGACGCTAGAGGAGCGAAAG
CATGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGTTGGGCACTA
GATGTGGGGGACATTCCACGTTTTCCGCGTCGTAGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGG
GGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCG
GAGCATGCGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATGGACCG
GATCGGGCTAGAAATAGTCTTTCCCTTCGGGGCTGGTTCACAGGTGGTGCATGGTTGTCG
TCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTCTATG
TTGCCAGCACGTGATGGTGGGGACTCATAGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGG
TGGGGACGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTTCACGCATGCTACAATGG
CCGGTACAATGGGTTGCGATACTGTGAGGTGGAGCTAATCCCAAAAAGCCGGTCTCAGTT
CGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAG
CAACGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCAAGTCACGAAAGT
TGGTAACACCCGAAG
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BUKS0al
27F

NNNCANAANNNNGCTACACATGCAAGTCGAGCGGATGAAGAGAGCTTGCTCTCTGATTC
AGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTATTAGTGGGGGACAACGTTTCG
AAAGGAACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGGGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTG
CGCTAATAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAAGGCTCACCAAGGC
GACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCA
CACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCCGC
CGTGCCACGTGTGTGAAGAACGTCTTCGGATTGTCAAGCAATTCATTTTGGGAGGAAGGT
TCGTATGCTAAGAAACAACTATTGTGACATTTCATGGAGAATATATGCCGGCTCCTTTCC
AGCAAGCCACCAATTACTCCGTTCCATTATTCACGGTAATACGTAAGTTGCGGGCGTAAA
ACAAAATATGTGGCTTTCATGCTAGATGGCAAAGACTTAATATCCACGTGAAAACCCCAA
CAAAACCGGCGAAATTCACTTTAACTTGTGATGCTAAAATATATGATAATATACTGGAAA
TACAAAAATAAAGTTTGAATGCTAACAGATAACTATGAACTCCAGTTCTTATCTGACACC
TTTGGTCTATAAATACGCCCAGATTGGTATAGATAGATAACAATATAGAATACCTGCCTG
TTACACGCTCNAT

1492R

NNNNNNNATACTCCGTGGTACCGTCCCCCCGAAGGTTAGACTAGCTACTTCTGGAGCAAC
CCACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGTGACAT
TCTGATTCACGATTACTAGCGATTCCGACTTCACGCAGTCGAGTTGCAGACTGCGATCCG
GACTACGATCGGTTTTATGGGATTAGCTCCACCTCGCGGCTTGGCAACCCTTTGTACCGA
CCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGCCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCATCCCCA
CCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCCTTAGAGTGCCCACCTTAACGTGCTGGTAACT
AAGGACAAGGGTTGCGCTCGTTACGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGAC
GACAGCCATGCAGCACCTGTGTCAGAGTTCCCGAAGGCACCAATCCATCTCTGGAAAGTT
CTCTGCATGTCAAGGCCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCC
ACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAG
GCGGTCGACTTAATGCGTTAGCTGCGCCACTAAGATCTCAAGGATCCCAACGGCTAGTCG
ACATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCA
CCTCAGTGTCAGTATTAGCCCAGGTGGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTTCCTATATCTA
CGCATTTCACCGCTACACAGGAAATTCCACCACCCTCTGCCATACTCTAGCTCGCCAGTTT
TGGATGCAGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGCTTTCACATCCAACTTAACGAACCACCTACG
CGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTTTCGTATACCGCGCTGCTGG
CACGAAGTAGCCGNGCTTATTCTGTCCGGTACGTCAAACAGCANTATAGCTACTGCCCTT
CNCCCACTAAAGTGCTTACATCGANACTCTCACACACGCGCATGCCTGATCAAGCTTTCG
CCNNTGTCNNNTCCCACTGCTGCTCCCGTAGANNCTGGACGNGTCTCAGTCNNNNNNCTG
ATCNATCCTCTCCNNNNNNACGANCGTCNCCNGNNNNNNNNTCACGCACATNNNNTAAT
CGANCNNANNNNNNN

BUKS0b
27F

NNNNNNCGCANGCTATACATGCAGTCGAGCGCAGGAAATCGACGGAACCCTTCGGGGGG
AAGTCGACGGAATGAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTAAAGAACCTGCCCTCAGGTC
TGGGATAACCACGAGAAATCGGGGCTAATACCGGATGGGTCATCGGACCGCATGGTCCG
AGGATGAAAGGCGCTTCGGCGTCGCCTGGGGATGGCTTTGCGGTGCATTAGCTAGTTGGT
GGGGTAATGGCCCACCAAGGCGACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACA
CTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAA
TGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAACGATGAAGGCCTTCGGGTCGTAAAG
TTCTGTTGTAAGGGAAGAACAAGTGCCGCAGGCAATGGCGGCACCTTGACGGTACCTTG
CGAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGT
TGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGCCTCTTAAGTCTGATGTGAAAGC
CCCCGGCTCAACCGGGGAGGGCCATTGGAAACTGGGAGGCTTGAGTATAGGAGAGAAGA
GTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAA
GGCGACTCTTTGGCCTATAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGAT
TAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGCC
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CTTCAGTGCTGAAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGGCTG
AAACTCAAGGAGTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGC
AACGCGAGANCTTACCACTCTGACATCCCCTGACCGGTACAGAGATGTACGNCCNTCAG
GGGCAGGGTGACAGTGNGCATNNGTCGTCAGCTCGTGTCATGAGATGTNAGTAGTCCGC
ACNANCGCANCNNGTCCTANNNGCATCATTCNTTGGTCACTCTAANGAACTGCGGGNAN
NNCNNNNNNNGNNGACGTCGAGTGTCNNNNCCTATNNATTGGCTNNNNNNTCCNNNNN
NNNGNNNANGNACGCNACCNAGNNGAGGNATNNNAGAGAGNN

1492R

NNNCNNNNTNTCACCTTCGGCGGCTGGCTCCCTAAGGTTACCTCACCGACTTCGGGTGTT
ACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGACCCGGGAACGTATTCACCGCAG
TATGCTGACCTGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCATGCAGGCGAGTTGCAGCCTGCAAT
CCGAACTGAGAACGGCTTTCTGGGATTGGCTCCACCTCGCGGCTTCGCTGCCCTTTGTAC
CGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAACTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCC
CCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCCTTAGAGTGCCCAACTGAATGGTGGCAA
CTAAGGACAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTG
ACGACAACCATGCACCACCTGTCACCCCTGCCCCCGAAGGGGAAGGTACATCTCTGTACC
GGTCAGGGGGATGTCAAGAGTTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATG
CTCCACCGCTTGTGCGGGTCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGCCTTGCGACCGTACTCC
CCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTTCAGCACTGAAGGGCGGAAACCCTCCAACACC
TAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCT
TTCGCGCCTCAGCGTCAGTTATAGGCCAAAGAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCAC
ATCTCTACGCATTTCACCGCTACACGTGGAATTCCACTCTTCTCTCCTATACTCAAGCCTC
CCAGTTTCCAATGGCCCTCCCCGGTTGAGCCGGGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAGGCC
GCCTGCGCGCGCTTTACGCCCAATAATTCCGGACACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCG
GCTGCTGGCACGTAGTAGCCGTGNNTTCTCGCNNGTACCGTCANNGCCGCATGCCTGCGN
ACTGTCTNCCTACACNGACTTACGACCGGANNNCATCGTCACGCGCNTGCTCATCNACTT
TCGTCCATTGTGAGATCCCTACTGCTGCNTCCGTAGNNNCTGGNCGNGTCTCAGTCCANN
TGNCNATTCACCCNNCAGTCGNNNGACANNNTNCCNNNTGNNNNNNNNCNNACNAAGC
TNANNGNNNNNNNGA

Contig

ATCGACGGAACCCTTCGGGGGGAAGTCGACGGAATGAGCGGCGGACGGGTGAGTAACA
CGTAAAGAACCTGCCCTCAGGTCTGGGATAACCACGAGAAATCGGGGCTAATACCGGAT
GGGTCATCGGACCGCATGGTCCGAGGATGAAAGGCGCTTCGGCGTCGCCTGGGGATGGC
TTTGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCCCACCAAGGCGACGATGCATAGCCG
ACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGG
CAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAACG
ATGAAGGCCTTCGGGTCGTAAAGTTCTGTTGTAAGGGAAGAACAAGTGCCGCAGGCAAT
GGCGGCACCTTGACGGTACCTTGCGAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGC
GGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCG
GCCTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGCCATTGGAAACTGG
GAGGCTTGAGTATAGGAGAGAAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAG
ATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTTTGGCCTATAACTGACGCTGAGGCGC
GAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAG
TGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGAAGCTAACGCATTAAGCACTCCGC
CTGGGGAGTACGGTCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCG
GTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAACTCTTGACATCCCC
CTGACCGGTACAGAGATGTACCTTCCCCTTCGGGGGCAGGGGTGACAGGTGGTGCATGG
TTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGT
CCTTAGTTGCCACCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGG
AAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGAGTTGGGCTACACACGTGCTACA
ATGGACGGTACAAAGGGCAGCGAAGCCGCGAGGTGGAGCCAATCCCAGAAAGCCGTTCT
CAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCAGG
TCAGCATACTGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAG
AGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGA
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BUKG64b
27F

NNNNTNNGCNGNNNGCNTACCATGCAGTCGACGATGAAGCCCAGCTTGCTGGGTGGATT
AGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGAGTAACCTGCCCTCGACTCCAGGATAAGCCCGG
GAAACTGGGTCTAATACTGGATATTCAATTTCTACCGCATGGTGGTTTTTGGAAAGGATT
CTGGTCGAGGAGGGACTCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGG
CGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCC
AGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAG
CGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGTAGGGAAGAAG
CGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTA
ATACGTAGGGCGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTTT
GTCGCGTCTGCCGTGAAAGTCCGGGGCTTAACTCCGGATCTGCGGTGGGTACGGGCAGA
CTAGAGTGCTGTAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCA
GGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGGTCTCTGGGCAGTAACTGACGCTGAGGAGCGAA
AGCATGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGTTGGGCAC
TAGATGTGGGGGACATTCCACGTTTTCCGCGTCGTAGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCT
GGGGAGTACGGCCGCAAGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGCCCGCACAAGCGGCG
GAGCATGCGGATTAATTCGATGCAACGCGAGAACCTTACCANGCTTGACATGGACCGGA
TCGGGCTAGAATAGTCTTTCCCTTCGGGCTGGTTCACNGTGTGCATGNNTCGTCAGCTCG
TGTCNGAGATGTNGTTAAGTCGCTGCAACGATCACAACCGTCATCATGTTGCAGCACGGG
ATGNTGGGANGCNGNGNTACTGACNGNGTCGACTCGGCACGAANGTGNNGGGACAAGG
TGAATCCAGCTNACATCTCTATGTCCCGAGGNNNNNNCCNNNNTCCNACNGACCGCGTA
CAATGCGNNGCNACNNNNNGAGNANNNGNNNNNANANGATNNNANANNGATGCTCNTC
TGACGNNNATGNNNNNNTANANN

1492R

GNNNNNNGNGGNTCNTCTTCGACAGCTCCTTCCCACAAGGGGTTAGGCCACCAGCTTCG
GGTGTTACCAACTTTCGTGACTTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCAC
CGCAGCGTTGCTGATCTGCGATTACTAGCGACTCCGACTTCATGGGGTCGAGTTGCAGAC
CCCAATCCGAACTGAGACCGGCTTTTTGGGATTAGCTCCACCTCACAGTATCGCAACCCA
TTGTACCGGCCATTGTAGCATGCGTGAAGCCCAAGACATAAGGGGCATGATGATTTGAC
GTCGTCCCCACCTTCCTCCGAGTTGACCCCGGCAGTCTCCTATGAGTCCCCACCATCACGT
GCTGGCAACATAGAACGAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGAC
ACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTGAACCAGCCCCGAAGGGAAAGACTATTTC
TAGCCCGATCCGGTCCATGTCAAGCCTTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAATC
CGCATGCTCCGCCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTTAGCCTTGCGGCCG
TACTCCCCAGGCGGGGCACTTAATGCGTTAGCTACGACGCGGAAAACGTGGAATGTCCC
CCACATCTAGTGCCCAACGTTTACGGCATGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTC
CCCATGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTTACTGCCCAGAGACCTGCCTTCGCCATCGGTGTT
CCTCCTGATATCTGCGCATTTCACCGCTACACCAGGAATTCCAGTCTCCCCTACAGCACTC
TAGTCTGCCCGTACCCACCGCAGATCCGGAGTTAAGCCCCGGACTTTCACGGCAGACGCG
ACAAACCGCCTACGAGCTCTTTACGCCCAATAATTCCGGATAACGCTTGCGCCCTACGTA
TTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGGCGCTTNTCTGCNNTACCGTCACTTTCGCTT
CTTCCCTACTGAAGAGNTTACACCCGAAGNNTCATCCCTCACGCGNGTCGCTGCATCAGC
TTTCGCCCATTGNGCAATATCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGCGNGTTCTCAGT
CCANNGTNNNGNCACCCNCTCAGNNNNTACCCGNNNNCGCCCTTGGNNNNNNTNCCTNN
CNAANNNCCTGTATANNNCGCNCGAANTTACTTNCTNTNAGCAAGANANNNNCTCTTCT
TCTNNNNNN

Contig

TGCTGGGTGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGAGTAACCTGCCCTCGACTCC
AGGATAAGCCCGGGAAACTGGGTCTAATACTGGATATTCAATTTCTACCGCATGGTGGTT
TTTGGAAAGGATTCTGGTCGAGGAGGGACTCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAAT
GGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGACCGGCCACACTGGGACT
GAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAA
AGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAG
TAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCA
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GCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCT
CGTAGGCGGTTTGTCGCGTCTGCCGTGAAAGTCCGGGGCTTAACTCCGGATCTGCGGTGG
GTACGGGCAGACTAGAGTGCTGTAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATG
CGCAGATATCAGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGGTCTCTGGGCAGTAACTGACGCT
GAGGAGCGAAAGCATGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAA
CGTTGGGCACTAGATGTGGGGGACATTCCACGTTTTCCGCGTCGTAGCTAACGCATTAAG
TGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCG
CACAAGCGGCGGAGCATGCGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTT
GACATGGACCGGATCGGGCTAGAAATAGTCTTTCCCTTCGGGGCTGGTTCACAGGTGGTG
CATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACC
CTCGTTCTATGTTGCCAGCACGTGATGGTGGGGACTCATAGGAGACTGCCGGGGTCAACT
CGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTTCACGCAT
GCTACAATGGCCGGTACAATGGGTTGCGATACTGTGAGGTGGAGCTAATCCCAAAAAGC
CGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAAT
CGCAGATCAGCAACGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCAAG
TCACGAAAGTTGGTAACACCCGAAGCTGGTGGCC

BUKG64c¢
27F

GNCNNNNGNNTNNGCTATACATGCAAGTCGAGCGAACAGAAGGGAGCTTGCTCCCGGAT
GTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTC
CGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAGTTCCTTGAACCGCATGGTTCAAGGATGAAAGA
CGGTTTCGGCTGTCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGGGGTAATG
GCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTG
AGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAA
GTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTT
AGGGAAGAACAAGTGCGAGAGTAACTGCTCGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCC
ACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAAT
TATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCA
ACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCC
ACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTC
TGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCT
GGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCT
GCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAGACTGAACTCAAAGGA
ATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGA
CCCTTACCAAGTCTTGGACATCCTCTGACAACCCTAAGAGATAGGGCTTTTCCCTTTCGG
GAACNAAGTGACGGGTGGTGCATGGTTGTCGTCATCTCGTGTCCTCAGAANNTGGTTTAG
TCCCGCAACCATCCGCACCCTTGATCCTAGTTGCCAGCATTCACGTAGGTCACTCTAAGT
GACTGNCAGTGACAAGCGNGTANNANGTGNNGATGACGGGCAATGCATACTTGGCCCCT
NTGGATCTGANNTACNCACTNNNTNNNNNNNNNTNNNNNAGCTGANNAACGCNTAGGC
NNCCCNANNCCNAAGAGNNCGTNNANNNNGNNNNTCGCNNN

1492R

NNNNANTTGNTCCACCTTCGGCGGCTGGCTCCATAAAGGTTACCTCACCGACTTCGGGTG
TTGCAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCG
GCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCAGCTTCACGCAGTCGAGTTGCAAACTGCGA
TCCGAACTGAGAACAGATTTATGGGATTGGCTAAACCTTGCGGTCTTGCAGCCCTTTGTT
CTGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATC
CCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCACCTTAAAGTGCCCAACTGAATGCTGGCA
ACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTG
ACGACAACCATGCACCACCTGTCACTCTGTCCCCGAAGGGAAAGCCCTATCTCTAGGGTT
GTCAGAGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCT
CCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGTCTTGCGACCGTACTCCCC
AGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTAAGGGGCGGAAACCCCCTAACACTTA
GCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTCCCCACGCTTT
CGCTCCTCAGCGTCAGTTACAGACCAGAGAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCACAT
CTCTACGCATTTCACCGCTACACGTGGAATTCCACTCTCCTCTTCTGCACTCAAGTTTCCC
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AGTTTCCAATGACCCTCCCCGGTTGAGCCGGGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCGC
CTGCGAGCCCTTTACGCCCAATAATTCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGC
TGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGTGCGAGCAGTTACT
CTCGCACTTNNTCTTCCCTAACAACAGAGCTTNCGATCCGAAANNNATCANTCACGCGNN
TGCTCGATCAGACTTCGTCATGCGANATCCTACTGCNGCTCCGTAGNNCNGACNGNCTNA
NTCAGTTGNNCNATCACCTTCANGTCNNNNNNTCGTNNNNNNGANNNNNNACACTANCC
TATGCCNCCANNAGNNNNANCTN

Contig

GGGTGTTGCAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTC
ACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCAGCTTCACGCAGTCGAGTTGCAAA
CTGCGATCCGAACTGAGAACAGATTTATGGGATTGGCTAAACCTTGCGGTCTTGCAGCCC
TTTGTTCTGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGAC
GTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCACCTTAAAGTGCCCAACTGAATG
CTGGCAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACAC
GAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACTCTGTCCCCGAAGGGAAAGCCCTATCTCT
AGGGTTGTCAGAGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCA
CATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGTCTTGCGACCGTA
CTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTAAGGGGCGGAAACCCCCTAA
CACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTCCCCA
CGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTTACAGACCAGAGAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTC
CACATCTCTACGCATTTCACCGCTACACGTGGAATTCCACTCTCCTCTTCTGCACTCAAGT
TTCCCAGTTTCCAATGACCCTCCCCGGTTGAGCCGGGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAA
ACCGCCTGCGAGCCCTTTACGCCCAATAATTCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTAC
CGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTGCGAGC
AGTTACTCTCGCACTTGTTCTTCCCTAACAACAGAGCTTTACGATCCGAAAACCTTCATCA
CTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTC
CCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTCGGCT
ACGCATCGTCGCCTTGGTGAGCCATTACCCCACCAACTAGCTAATGCGCCGCGGGTCCAT
CTGTAAGTGACAGCCGAAACCGTCTTTCATCCTTGAACCATGCGGTTCAAGGAACTATCC
GGTATTAGCTCCGGTTTCCCGGAGTTATCCCAGTCTTACAGGCAGGTTACCCACGTGTTA
CTCACCCGTCCGCCGCTAACATCCGGGA

BUK69b
27F

NNNCTTGCGCNGCTACACATGCAGTCGAGCGGATGAAGAGAGCTTGCTCTCTGATTCAGC
GGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTATTAGTGGGGGACAACGTTTCGAAA
GGAACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGGGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGC
TAATAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAAGGCTCACCAAGGCGAC
GATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGAC
TCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCAT
GCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCA
GTAAGCTAATACCTTGCTGTTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACTTCGTG
CCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGC
GCGCGTAGGTGGTTCGTTAAGTTGGATGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCAT
CCAAAACTGGCGAGCTAGAGTATGGCAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAA
ATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGGCTAATACTGAC
ACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGT
AAACGATGTCGACTAGCCGTTGGGGTCCTTGAGATCTTAGTGGCGCAGCTAACGCATTAA
GTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGCCCG
CACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGTCTTTG
ACATGCAGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGACACANTGCTGC
ATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCACCCT
TGTCNTAGCTACAGCACGTNAGTGGGCACTCTNNGAGACTGCGTGACAAACCGAGNAGT
GGNGATGANGTCAGTCATCATGGCCCTTNCGNTTGGGCTACCTACNNGCTACAANGGNC
CGANACAAAGGATGGCNNNNNNNNGTGGANNTATTCCNNNGAACGCGAATNNANNTCC
GAGATAGCNNNCTCTGTCANCATNNNNANACGTN
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1492R

CNCNNNNANTCCTCCNTGGTACCGTCCCCCCGAAGGTTAGACTAGCTACTTCTGGAGCAA
CCCACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGTGAC
ATTCTGATTCACGATTACTAGCGATTCCGACTTCACGCAGTCGAGTTGCAGACTGCGATC
CGGACTACGATCGGTTTTATGGGATTAGCTCCACCTCGCGGCTTGGCAACCCTTTGTACC
GACCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGCCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCATCCC
CACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCCTTAGAGTGCCCACCTTAACGTGCTGGTAA
CTAAGGACAAGGGTTGCGCTCGTTACGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTG
ACGACAGCCATGCAGCACCTGTGTCAGAGTTCCCGAAGGCACCAATCCATCTCTGGAAA
GTTCTCTGCATGTCAAGGCCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCT
CCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCC
AGGCGGTCGACTTAATGCGTTAGCTGCGCCACTAAGATCTCAAGGACCCCAACGGCTAGT
CGACATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCG
CACCTCAGTGTCAGTATTAGCCCAGGTGGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTTCCTATATC
TACGCATTTCACCGCTACACAGGAAATTCCACCACCCTCTGCCATACTCTAGCTCGCCAG
TTTTGGATGCAGTTCCCAGTTGAGCCCGGGGCTTTCACATCCAACTTAACGAACCACCTA
CGCGCGCTTTACGCCCAGTAATTTCCGATTAACGCTTGCACCCTTCGTATTACCGCGGCTG
CTGGCACGAAGTTAGCCCGGTGCTTATTCTGTCCGGTAACGTCAAANAGCAAGGTATTAG
CTTACTGCCCTTTCCTCCCAACTTAAAGTGCTTTACAATCCGAAGANNTCNNACACACGN
GNATGNTGNTCAGCTTCGCCATGTCANATCCCCACNGCTGCCTCCGNAGANTCTGACGNN
NCNCAGTNCAGTGTGACTGATCATCCTCTTCAGAACANTTACGGATCGTCNCNNNGNNN
NNNTTNACCNNCCACNTANCNNAATTCCGCANNNTTAGGGCTCCNTNCTATNNN

Contig

AAGAGAGCTTGCTCTCTGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTA
TTAGTGGGGGACAACGTTTCGAAAGGAACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGGGAAA
GCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTAATAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTG
AGGTAAAGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACAC
TGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAAT
GGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGC
ACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTAAGCTAATACCTTGCTGTTTTGACGTTACCGACAG
AATAAGCACCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGTGCAAGCGTTA
ATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTCGTTAAGTTGGATGTGAAAGCC
CCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTGGCGAGCTAGAGTATGGCAGAGGGTGG
TGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAG
GCGACCACCTGGGCTAATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATT
AGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTAGCCGTTGGGGTCCTTGAGATC
TTAGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAA
ACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGC
AACGCGAAGAACCTTACCAGGCCTTGACATGCAGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTG
CCTTCGGGAACTCTGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTT
GGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACGTTAAGGTGGGC
ACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCA
TGGCCCTTACGGCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAAAGGGTTGCCAAGC
CGCGAGGTGGAGCTAATCCCATAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCG
ACTGCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGAATCAGAATGTCACGGTGAATACGTTCC
CGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCTCCAGAAGTAGCTAGT

BUK632Y
27F

CGNGCGNNNNCTATACATGCAGTCGAGCGGACGGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTCAG
CGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGA
AACCGGGGCTAATACCGGATAAYTCNTCCCCTCACATGAGGGGARGCTGAAAGATGGTT
TCGGCTATCACTTACAGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCA
CCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACA
CGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTG
ACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGGG
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AAGAACAAGTRCCGGAGTAACTGCCGGNACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGG
CTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTG
GGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTCCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCG
GGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGAAGAGTGGAATTCCACGT
GTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTTTGGT
CTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTANATACCCTGGTA
GTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGCAG
CAAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCNAGGAATT
GANGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTATTCGAAGCAACGCGAANAACCT
TAC

1492R

CNNNNNNTNTNACCTTAGGCGGCTGGCTCCAAANGGTTACCCCACCGACTTCGGGTGTTA
CAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGC
ATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGGCTTCATGCAGGCGAGTTGCAGCCTGCAATC
CGAACTGAGAATGGTTTTATGGGATTCGCTTAACCTCGCGGTCTCGCAGCCCTTTGTACC
ATCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCC
CACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCACCTTAGAGTGCCCAACTGAATGCTGGCAAC
TAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGAC
GACAACCATGCACCACCTGTCATCCTGTCCCCCGAAGGGGAACGCCCTATCTCTAGGGTT
GTCAGGAGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCT
CCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGCCTTGCGGCCGTACTCCCC
AGGCGGAGTGCTTAATGCGTTTGCTGCAGCACTAAAGGGCGGAAACCCTCTAACACTTA
GCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTT
CGCGCCTCAGCGTCAGTTACAGACCAAAGAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCACAT
CTCTACGCATTTCACCGCTACACGTGGAATTCCACTCTTCTCTTCTGCACTCAAGTTCCCC
AGTTTCCAATGACCCTCCCCGGTTGAGCCGGGGGCTTTCACATCAGACTTAAGGAACCGC
CTGCGCGCGCTTTACGCCCAATAATTCCGGACACGCTTGCCACCTACGT

Contig

CTTGCTCCCTGATGTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCTGTAAG
ACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAANTCNTCCCCTCACATGAGG
GGANGCTGAAAGATGGTTTCGGCTATCACTTACAGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGT
TGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGC
CACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCC
GCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGT
AAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTNCCGGAGTAACTGCCGGNACCTTGACGGTAC
CTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAA
GCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTCCTTAAGTCTGATGTGA
AAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAG
AAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGG
CGAAGGCGACTCTTTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA
GGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTC
CGCCCTTTAGTGCTGCAGCAAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAG
GCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATT
CGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTCCTGACAACCCTAGAGATAGG
GCGTTCCCCTTCGGGGGACAGGATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGT
GAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAG
TTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAA
TCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAAAGGGCTG
CGAGACCGCGAGGTTAAGCGAATCCCATAAAACCATTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGC
AACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAAT
ACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAA
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Ek B. BUK izolatlarinin Benzerlik Gosterdikleri En yakin Tiirler

BUKl1ax

fi C O fley/iF AZ0LAT % 20155%2050n % 20halBUK/BUK LaxNCBI % 20Blas tUckotides 20SequenceBUK 1ax%20(1351 % 20kette 17

Legend for links to other resources: | |UniGene  |GEQ | |Gene E Structure | Map Viewer | | PubChem BioAssay
Sequences producing significant alignments:

Max  Total Query E Max

score score coverage value ident

[

Accession Description

Pseudomonas putida gene for 163 ribosomal RNA, partial
sequence, strain: 1106

Pseudomonas putida gene for 16S rRNA, partial sequence,
strain: NBRC 100651 0
Pseudomonas putida strain ECAn8-1 168 ribosomal RNA
gene, partial sequence

Pseudomonas putida strain 2D68 165 ribosomal RMA gene,
JN228332.1 partial sequence >gb|JNB79851.1| Pseudomonas putida
sirain 1576 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

Pseudomonas putida strain 2D61 16S ribosomal RNA gene,

AB513735.1

]

95 2495 100% 0.0 100%

ABBE1215.1

]
o
i

2495 100% 0.0 100%

JF911376.1

]
)
i

2495 100% 0.0 100%

]
o
i

2495 100% 0.0 100%

JN228330.1 . 2495 2495 100% 0.0 100%
partial sequence
JF345177 1 Pseudomonas sp. PG5 16S ribosomal RNA gene, partial 2495 2495 100% 00 100%
T 7 sequence .
HM486417 1 Pse.udomonas putida strain SFA7 168 ribosomal RNA gene, 2495 2495 100% 00  100%
— parlial sequence o
IN253502.1 Pseudomonas sp. QR-101 163 ribosomal RNA gene, partial 2495 2495 100% 00  100%
T sequence I
IN226401.1 Pseudomonas sp. Ery-E 16S ribosomal RNA gene, parial 2495 2495 100% 00  100%
T sequence I
HM755492 1 Pseudomonas putida strain C-LS-PYD1 16S ribosomal RMA 2495 2495 100% 00  100%

gene, partial sequence

BUK2ax

i C O fle//F AZ0LAT 20 165 % 2050N 96200l BLUK/BUK 2ax NCBI 96 20BlasthLicleatide 96 20Sequence % 20BUK 22 ( 1 368% 20lett T

Legend for links to other resources:| |UniGene | GEC  Gene E Structure | | Map Viewer |  PubChem BioAssay
Sequences producing significant alignments:
Max Total Query E Max

Accession Description .
score score coverage value jdent

Pseudomonas putida gene for 16S ribosomal RNA, partial

AB513735.1 ; 2497 2497 100% 0.0 99%
sequence, strain: 1106
Pseudomonas putida gene for 165 rRMNA, partial sequence,
AB681215.1 strain: NBRC 100651 2497 2497 100% 0.0 99%
JF911376 1 Pseudomonas putida strain ECAnS-1 168 ribosomal RMNA 2497 2497 100% 00  99%

gene, partial sequence

Pseudomonas putida strain 2D68 1635 ribosomal RMNA gene,
JM228332.1 partial sequence >gb|JNE79851.1| Pseudomonas putida 2497 2497 100% 0.0 99%
strain 1576 163 ribosomal RNA gene, partial sequence
Pseudomonas putida strain 2D61 165 ribosomal RMNA gene,

JN228330.1 ) 2497 2497 100% 0.0 99%
partial sequence
JF345177 1 Pseudomonas sp. PG5 165 ribosomal RNA gene, partial 2497 2497 100% 00 99%
~ 7 sequence =
HM486417 1 Pse.udomonas putida strain SFA7 163 ribosomal RMA gene, 5497 2497 100% 00  99%
—  partial sequence —
IN253502.1 Pseudomonas sp. QR-101 165 ribosomal RNA gene, partial 5497 2497 100% 00  99%
T sequence I
IN226401.1 ::::‘J::(r:\;onas sp. Ery-E 16S ribosomal RNA gene, pariial 2497 2497 100% 00 99%

Pseudomonas putida strain C-LS-PYD1 16S ribosomal RNA

HM755492.1 i
gene, partial sequence

2497 2497 100% 0.0 99%
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BUK22a

i C O fle:/iF AZOLATI620165% 2050n% 20Nall/BUK /BUK 2 2a/NCBI% 20Blasthucieotide 36 20Sequenceds 20BUK22a(139 136 20lette ¥y

Legend for links to other resources: | | UniGene | | GEQ | | Gene E Structure | | Map Viewer | | PubChem BioAssay
Sequences producing significant alignments:

Max Total Query E Max

score score coverage value ident

JNB74761.1 Bacillus sp. 13844 168 ribosomal RNA gene, parlial sequence 2589 2569 100% 0.0 100%

Bacillus aryabhattai strain KU2 16S ribosomal RMA gene, parial
sequence

FR746086.1 Bacillus sp. PG-2010-22 partial 16S rRNA gene, isolate 22 2569 2569 100% 0.0 100%
Gl979225.1 Bacillus sp. RBB1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 2569 100% 0.0 100%

Bacillus megaterium strain Q2BG4 168 ribosomal RNA gene,
partial sequence

GQ199735.1 Bacillus sp. 210_33 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 2569 2569 100% 0.0 100%
GQ199730.1 Bacillus sp. 210_28 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 2569 2569 100% 00 100%
GQ199725.1 Bacillus sp. 210_23 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 2589 2569 100% 0.0 100%
GQ149108.1 Bacillus sp. AY1 16S ribosomal RMNA gene, partial sequence 2569 2569 100% 0.0 100%
ELB835567.1 Bacillus sp. HHNB2 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 2569 2569 100% 00 100%

Bacillus sp. RKZ11264 168 ribosomal RNA gene, partial
sequence

ELIE52859.1 Bacillus sp. ZY036 168 ribosomal RMA gene, partial sequence 2569 2569 100% 00 100%
EL596422 .1 Bacillus sp. W28 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 2569 2569 100% 00 100%
EF612725.1 Bacillus sp. TBM358 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 2569 2569 100% 0.0 100%
EF§12720.1 Bacillus sp. TBM352 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 2569 2569 100% 00 100%

Bacillus megaterium strain 095004 16S ribosomal RNA gene,
padial sequence

Accession Description

JF895478.1 2569 2569 100% 0.0 100%
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GU471206.1 2569 100% 00 100%

EU835562.1 2569 2569 100% 0.0 100%

EF522798.1 2569 2569 100% 0.0 100%
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Zhihengliuella halotolerans strain YIM 70185 163 ribosomal
RNA, pattial sequence =>gh|DQ372937.1] Zhihengliuella

Whalotolerans strain YIM 70185 16S ribosomal RNA gene, partial 2429 2429 100% 00 99%
sequence
FJ425902 1 Zhihengliuella sp. JSM 071043 163 ribosomal RNA gene, partial 2340 2340 100% 00 99%
— sequence -
JF937439 1 Zhihengliuella sp. H4(2011) 16S ribosomal RNA gene, partial 2316 2316 96% 00 99%
~—  sequence -
EU937748.1 Zhihengliuella sp. JG 03 168 ribosomal RNA gene, partial 2302 2302 100% 00 98%
~ sequence -
GU9IBBATO 1 Zhlr'!englluella sp. RS236(2010) 16S ribosomal RNA gene, 2298 2298 100% 00 98%
~ partial sequence T
GLI968460 1 Zhihengliuella sp. RS111(2010) 163 ribosomal RNA gene, 2298 2298 100% 00 93%
~  parial sequence I
GU968469 1 Zhir'!engliuella sp. RS234(2010) 16S ribosomal RNA gene, 2292 2292 100% 00 95%
~ partial sequence -
EU937749.1 Zhihengliuella sp. JG 05 16S ribosomal RNA gene, partial 2965 2265 100% 00 98%

sequence

Zhihengliuella sp. YIM 90734 strain YIM 90734 16S ribosomal
NR_044575.1 RNA, partial sequence =>gb|EU847536.1| Zhihengliuella sp. YIM 2261 2261 100% 0.0 98%
90734 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
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Pseudomonas sp. OK1_1_1b3_S5 16S ribosomal RNA gene,

JE274725.1 . 1701 1701 100% 0.0 99%
partial sequence
JF274724 1 Pse_udomonas sp. OK1_1_1b3_S4 16S ribosomal RNA gene, 1701 1701 100% 00 99%
~—  padial sequence T
JE274723 1 Pse.udomonas sp. OK1_1_1b3_S3 16S ribosomal RNA gene, 1701 1701 100% 00  99%
~— parial sequence I
JF274729 1 Pse.udomonas sp. OK1_1_1b3_S2 16S ribosomal RNA gene, 1701 1701 100% 00 99%
~ 7 panial sequence I
JF274721 1 Pse_udomonas sp. OK1_1_1b3_S1 16S ribosomal RNA gene, 1701 1701 100% 00 99%
~—  padial sequence T
JO086449 1 Unculturecll bacterium clone B18-45-B04 16S ribosomal RNA 1701 1701 100% 00  99%
—  gene, partial sequence I
Pseudomonas stutzeri gene for 165 rRNA, partial sequence,
AB682251.1 strain: NBRC 105234 1701 1701 100% 0.0 99%
INGA4606.1 Pse_udomonas stutzeri strain HD5_4C 168 ribosomal RNA gene, 1701 1701 100% 00 99%
~— parial sequence .
INBA4528 1 Pse.udomonas stutzeri strain M52_1B 168 ribosomal RNA gene, 1701 1701 100% 00  99%
~— parial sequence I
JN228290.1 Pse.udomonas stutzeri strain B10v 16S ribosomal RNA gene, 1701 1701 100% 00 99%
~— parial sequence I
BUKS0b
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JF505980 1 Exiguobacterium mexicanum strain KNUC9046 16S ribosomal 2564 2564 100% 00  100%

RNA gene, partial sequence
Exiguobacterium sp. H1632 168 ribosomal RNA gene, partial

JF346672.1 2564 2564 100% 0.0 100%
sequence
HO425304 1 Exiguobacterium sp. M7-4-1 16S ribosomal RNA gene, partial 2564 2564 100% 00  100%
—  sequence I
HM489954 1 Exiguobaclerium sp. 3-29(2010) 16S ribosomal RNA gene, 2564 2564 100% 00  100%
— partial sequence I
HMO030747 .1 E)ﬂguobac_lerlum aurantiacum strain M-4 168 ribosomal RNA 2564 2564 100% 00  100%
~ gene, partial sequence T
EU439417.1 Exiguobacterium sp. DB-27 165 ribosomal RNA gene, partial 5564 2564 100% 00  100%
=~ sequence I
EL282458.1 Exiguobacterium sp. GIC31 165 ribosomal RNA gene, partial 2564 2564 100% 00  100%
=~ sequence I
EF177690.1 Exiguobacterium sp. Y11 168 ribosomal RNA gene, partial 2560 2560 100% 00  99%
~  sequence .
FR714841.1 Exiguobacterium sp. PR 10.6 partial 16S rRNA gene, type strain 558 2558 100% 00  99%
— PR106T =
FJ460165.1 Exiguobacterium aurantiacum strain YS-7 165 ribosomal RNA 558 2558 100% 00 99%

gene, partial sequence
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Zhihengliuella halotolerans strain YIM 70185 16S ribosomal

RNA, partial sequence >gb|DQ372937.1| Zhihenglivella

halotolerans strain YIM 70185 165 ribosomal RNA gene, partial 2419 2479 100% 0.0 100%
sequence

Zhihengliuella sp. JSM 071043 16S ribosomal RNA gene,

NR_043765.1

FJ425902.1 . 2388 2388 100% 0.0 99%
partial sequence
JF937439 1 Zhihengliuella sp. H4{2011) 165 ribosomal RNA gene, partial 2350 2350 95% 00 99%
~— sequence =
GL968470.1 Zhlh.englluella sp. RS236(2010) 168 ribosomal RNA gene, 2340 2340 100% 00 98%
~ partial sequence T
ELI937748.1 Zhihengliuella sp. JG 03 16S ribosomal RNA gene, partial 2338 2338 99% 00 98%
=~ sequence =
GL968460 1 Zhil'!engliuella sp. RS111(2010) 165 ribosomal RNA gene, 2335 2335 99% 00 98%
= partial sequence I
GL968469.1 Zhihengliuella sp. RS234(2010) 16S ribosomal RNA gene, 2327 2327 99% 00 98%

partial sequence

Zhihengliuella sp. YIM 90734 strain YIM 90734 165 ribosomal
NR_044575.1 RNA, partial sequence >gb|EU847536.1| Zhihengliuella sp. YIM 2303 2303 100% 0.0 98%
90734 168 ribosomal RNA gene, partial sequence
Zhihengliuella sp. JG 05 16S ribosomal RNA gene, partial
sequence

EU937749.1 2300 2300 99% 0.0 98%

BUK64c
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JINO92616 1 Bacillus safensis strain FFL31 16S ribosomal RNA gene, partial 2492 2492 100% 00 99%
~ sequence I

HO 143628 1 Bacillus pumilus strain TZQ12 16S ribosomal RMNA gene, parial 2492 2492 100% 00 99%
—  seguence —

JNB97280.1 Bacillus sp. KC6{2011) 16S ribosomal RNA gene, patial 2486 2486 100% 00 99%
T seguence T

IN187385 1 Unculturec.l Bacillus sp. clone T22F7d4 165 ribosomal RNA 2486 2486 100% 00 99%
~  gene, partial sequence I

IN187364 1 Bacillus pumilus strain VIT4 165 ribosomal RNA gene, partial 2486 2486 100% 00 99%
~  seguence =

JING28984 1 E!:::‘Itl:czumllus strain NNN444 16S ribosomal RNA gene, parial 2486 2486 100% 00 99%

JNE60066.1 Bacillus sp. MIB4 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 2486 2486 100% 0.0 99%
JNE42680.1 Bacillus pumilus 16S ribosomal RNA gene, patial sequence 2486 2486 100% 0.0 99%
Bacillus pumilus strain FGJ424 16S ribosomal RNA gene, partial
sequence

JN578480.1 Bacillus sp. MX47 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 2486 2486 100% 0.0 99%
Bacillus safensis strain KTT-3 16S ribosomal RNA gene, parial

JNE604049.1 2486 2486 100% 0.0 99%

HQ696405.1 2486 2486 100% 0.0 99%
sequence
IN210577 1 E::Lljll::czp.AU_SRM_M 16S ribosomal RNA gene, parial 2486 2486 100% 00 99%
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Pseudomonas sp. BZ55 168 ribosomal RNA gene, partial

HQ5886844.1 2507 2507 100% 00 99%
sequence

AY570696.1 Pseudomonas sp. Da2 16S ribosomal RNA gene, partial 507 2507 100% 00 99%

T sequence I

DQ192039.1 Pseudomonas sp. 191-2 16S ribosomal RNA gene, parial 501 2501 100% 00  99%

= sequence I

AY570597 1 Uncultured bacterium clone PL-10B8 163 ribosomal RNA 501 2501 100% 00  99%

gene, partial sequence
AJ270451.1 Pseudomonas stutzeri partial 165 rRNA gene, strain 24a13 501 2501 100% 0.0 99%
G0407271.1 Pseudomcfnas stutzeri strain MZQ-JX02 16S ribosomal RNA 2495 2495 100% 00 99%
~  gene, partial sequence
EU275358.1 Pseudomo_nas stutzeri strain CONC12 165 ribosomal RNA 2495 2495 100% 00  99%
— gene, partial sequence
Pseudomonas stutzeri strain W-19 16S ribosomal RNA gene,
partial sequence

Pseudomonas sp. 5A 165 ribosomal RNA gene, partial

EU187488.1 2495 2495 100% 0.0 99%

AF411854.1 2495 2495 100% 0.0 99%
sequence
AY570580.1 Unculturec_i bacterium clone PL-10B7 16S ribosomal RNA 2495 2495 100% 00  99%
T gene, partial sequence 0
U25431 1 Pseudomonas stutzeri 16S ribosomal RNA gene, complete 2495 2495 100% 00  99%
~ sequence I
BUK632Y
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Accession Description

Bacillus firmus strain KC 16S ribosomal RNA gene, parial

sequence

AB562921.1 Bacillus sp. NCCP-133 gene for 165 rRNA, partial sequence 2477 2477 100% 0.0 99%

JQ237664.1 Bacillus sp. Hswxb 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 2466 2466 100% 00 99%

Bacillus firmus strain IARI-BK-5 16S ribosomal RNA gene, partial

sequence

JN975469.1 Bacillus sp. ABR4 16S ribosomal RNA gene, parial sequence 2460 2460 100% 00 99%

Bacillus firmus strain XA4-6 16S ribosomal RNA gene, partial

sequence

FR823403.1 Bacillus sp. ITCr14 partial 165 rRNA gene, isolate ITCr14 2460 2460 100% 0.0 99%
Bacillus sp. HJB0O06 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

HQ331105.1 >gb|JN098692.1] Uncultured Bacillus sp. clone KMNC1 163 2460 2460 100% 0.0 99%

ribosomal RNA gene, partial sequence

Bacillus firmus strain PAN MC15 168 ribosomal RNA gene,

partial sequence

Bacillus firmus strain AK39423 1685 ribosomal RNA gene, partial

JN392015.1 2483 2483 100% 00 99%

JN411318.1 2460 2460 100% 00 99%

JF496277 .1 2460 2460 100% 00 99%

HQ285922 .1 2460 2460 100% 00 99%

HO234339.1 2460 2460 100% 00 99%
sequence
GU397391.1 E::ﬂlel.l:ct;rmus strain D8 163 ribosomal RNA gene, partial 2460 2460 100% 00  99%

Bacillus firmus strain CCGE2246 16S ribosomal RNA gene,

EU867373.1 -
partial sequence

2460 2460 100% 00 99%
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Ek C. BUK izolatlar ve Benzer Tiirler ile MEGA4 Program Kullamlarak Filo
Genetik Agac¢ Olusturulmasi
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Ek D. SDS-PAGE Soliisyonlari

STACKING ve RESOLVING GEL

RESOLVING GEL STACKING GEL
Buffer 7,05 ml 1,25ml
Acry 5,625ml 0,5ml
%10 APS 375ul 125ul
%10 SDS 187,5ul 50ul
Temed 7,875ul 2,5ul
dH,O 5,5125ml 3,1ml

STACKING ve RESOLVING BUFFER

STACKING ve RESOLVING BUFFER (11t)

IM 121,4gr Tris
0,5M 60,57gr Tris (stacking jel buffer i¢in) pH:6,84
1,5M 181,71gr Tris (resolving jel buffer igin) pH:8,83

*11t’ye tamamlanir.

%40 Acrylamide: Bis Solution (29:1)

Acrylamide 29gr
N,N'-methylenebisacrylamide lgr
dH,O 75ml (final volume)

*37°C°de 1sitilabilir (kimyasallar1 ¢ozmek igin)
*solusyon 0,45pum-membran filtreden gegirilir.

*pH:7.0

%10 APS
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1gr Amonium persulfate 10ml dH,O icinde ¢oziiliir.

10X Running Buffer

Trismabase 30,2gr
Glycine 144¢r
SDS 10gr
H,0O 1000ml
pH 8,3
6X SDS Loading Buffer

Stok konsantrasyonlari

0,5M Tris:HCI pH:6,8

Solusyon i¢in hedef
konsantrasyon

%20 SDS

80mM Tris:HCI pH:6,8

%100 B-mercaptoethanol

%6 SDS

%87 Glycerol

%35 B-mercaptoethanol

Destaining Soliisyonu

%15 Glycerol

dH,O

bramphenol blue

Asetik asit metanol dH,O
10ml 25ml 65ml
*100ml i¢in
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Coomassie staining

Coomasie Perillant blue R 250 2,5gr
Glocial Asetic asid 100ml
Methanol 500ml
H,O 400ml
total volume
=1000ml

Fixing Soliisyonu

%35 Asetik asit
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EK E. Besiyerleri

Tripton Soya Broth (TSB)

65 gr/L Triple sugar iron agar, llitre distile suda ¢oziildiikten sonra, 121 °C’ de, 1.5
atmosfer basingta, 15 dakika sterilize edilmis ve aseptik kosullarda 5 ml kapakli
tiiplere paylastirilmistir.

Tripton Soya Agar (TSA)

30 gr/L Tripton soya agar, 1 litre distile suda ¢o6ziildiikten sonra, pH 7.6’ ya
ayarlanmistir ve 121 °C’de, 1.5 atmosfer basingta, 15 dakika sterilize edilmistir.
Sonug ¢ozeltisi aseptik kosullarda steril Petri kutularina dokiilmiistiir.

1/10 TSB Zengin Besiyeri

Solution A
2,9 gr Na2HPO4.2H20

2,3 gr KH2PO4.2H20

1 gr NH4CI

0,5 gr MgS04.7H20

9,275 gr borik asit (150 mM)
Solution B

3 gr TSB

0,5 gr yeast extract

0,5 gr Na-pyruvat

15 gr Agar

1 Litre distile su

* Distile su i¢erisine maddeler yukaridaki sirayla eklenmelidir.
* Solution B eklemeden 6nce Ph 6l¢iilmeli ve ph=7,2+-0,2 arasinda olmalidir.
* En son agar eklenmelidir.
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MSM Zengin Besiyeri

Glukoz 2gr
Casein hydrolysate 1,5gr
KH,PO, lgr
MnSOg4 10mg
NaCl 0,5gr
Yeast ext. 3gr

*11t dH,O ile tamamlanir.
*Broth besiyeridir. 15gr agar ilavesi ile kat1 besiyeri elde edilir (11t i¢in).
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EK F. Soliisyonlar

Pbs buffer

NaCl 8gr
KCI 0,2gr
Na,HPO, 1,15gr
KH2P04 0,2gl‘

IM Tris: HC1 (pH: 8)

12,1 gr Tris base (MW:121,14) — 100ml dH,O i¢ine eklenir.
0,5M EDTA (pH: 8)

186,1gr Na, EDTA.800ml H20

*pH: 8¢ getirilir (NaOH ile)

TE Buffer
IM Tris: HC1 500ul pH: 8
0,5M EDTA 10ul pH: 8

*total hacim: 50ml dH,O

Lysozym preparasyonu

0,1gr lysozym 10ml dH,O igerisinde ¢oziliir (10mg/ml).
2ml Pbs’li pelletlere 200ul 10mg/ml lysozym eklenir.
TAE (Tris-Acetate-EDTA) buffer

50X TAE Buffer

121 g Tris ve 50mL 0.5M EDTA pH 8.0 saf su igerisinde ¢oziiliip ve 28.6mL asetik
asid eklenerek pH 8 e ayarlanmistir. Son hacim 500 ml ye tamamlanarak otoklavda
steril edilmistir.
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1XTE (10mM Tris, ImM EDTA, pH: 8) cozeltisi

0,24 g Tris ve 0,074 g EDTA saf su igerisinde ¢oziliip ve pH 8 e ayarlanmistir . Son
hacim 200 ml ye tamamlanarak otoklavda steril edilmistir.

%10 luk SDS ¢ozeltisi

10 g SDS nin 100 ml saf su igerisinde ¢oziinmesiyle hazirlanmistir. Cozelti otoklavda
steril edildi ve agz1 iyice kapatilarak, oda sicakliginda muhafaza edilmistir.

%10 CTAB (Hexadecyl trimetil-ammonium bromide)-0,7 M NaCl ¢cozeltisi

80 ml saf su igerisinde once 4,09 g NaCl ¢oztilmiistiir. NaCl tamamen ¢6ziindiikten
sonra karisima 10 g CTAB ilave edilerek ¢6ziinmesi saglanlanmistir. Toplam hacim
100 ml ye tamamlandiktan sonra otoklavda steril edilerek, oda sicakliginda muhafaza
edilmistir.

Fenol: kloroform: izoamilalkol cozeltisi

25 ml fenol, 24 ml kloroform ve 1 ml izoamilalkol karistirilarak hazirlanmistir. -20°C
de muhafaza edilmistir.
Kloroform: izoamilalkol (24:1) cozeltisi

24 ml kloroform ve 1 ml izoamilalkol karistirilarak hazirlanmistir. -20°C de
muhafaza edilmistir.
%70 lik Etil alkol

70 ml saf etil alkoliin hacmi steril distile su ile 100 ml ye tamamlanmistir. -20 °C de
muhafaza edilmistir.
Proteinaz K

1 ml steril distile su igerisinde 20 mg proteinaz K olacak sekilde hazirlanmistir. -20
°C de muhafaza edilmistir.

Bovine serum albumin
1 ml steril distile su igerisinde 20 mg bovine serum albumin olacak sekilde

hazirlanmistir. -20°C de muhafaza edilmistir.
Fenol preparasyonu
1. Fenol oda sicakligina getirilir ve 68 °C’de eritilir.

2. Esit miktarda tampon (0,5M Tris:Cl , pH:8) eritilen fenole eklenir ve 15dk.
karigtirilir.

3. 2 faz ayrildiginda sulu kisim (iist faz) ayirici sise ile ayrilir.
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. Esit miktarda tampon fenole eklenir ve tekrar 15 dk. Karistirilir (list faz
uzaklastirilir).

. Ekstraksiyon fenolun ph’1 7,8’e ulagincaya kadar devam edilir. Fenolun pH’1
pH kagidi ile ol¢iiliir.

. Dengeye ulasan fenol kiigiik miktarda boliiniir ve 100mM Tris:Cl (pH:8)
altinda -20 °C’de saklanir.

. Ihtiya¢ duyuldugunda fenol oda sicakliginda eritilir. Hydroxyquinoline ve -
merkaptoethanol son konsantrasyon sirasiyla %0,1 ve %0,2 eklenir. Fenol

solusyona bu sekilde +4 °C’de saklanir.
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