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Ozet

Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus suslarina etkili 19 adet faj, restriksiyon fragment uzunluk
polimorfizmi (RFLP), yapisal protein sablonlari ve konak¢t spektrumlarina gore tanimlanmis ve
siniflandirdmustir. Fajlar, farkli stit Griinlerinden L. bulgaricus starter kulttrleri (Y4, V1 ve V2) ile izole
edilmistir. Konakct spektrumunun belirlenmesi icin; dogal ve ticari L. bulgaricus suslarinin L. bulgaricus
V1 ve V2 fajlartile S. thermopbilus B3 fajlarina duyarliliklar: test edilmistir. Dogal L. bulgaricus
suslarinin tamamunun, L. bulgaricus fajlarinin hepsine duyarlilik gosterdigi tespit edilmistir. Bununla birlikte
bazi dogal L. bulgaricus suslarinin, S. thermophilus fajlarina duyarli oldugu ve heterolog konake1 gorevi
¢ordigl anlasidmistr. Calisilan bu L. bulgaricus fajlarinin yapisal protein profilleri ortaya cikaridmus, fajlarin
iki veya tic major (29.0, 29.2, 26.2 kDa) ve ortak olan ti¢ minor (100.8, 65, 50 kDa) yapisal proteine sahip
olduklart tespit edilmistir. Bu fajlara ait DNA’lar EcoRl1, Pvudl, HindIll, Hhal ve BamHI restriksiyon enzimleri ile
kesime alinmistir. Olusan fragmentler dogrultusunda fajlar gruplara ayrilmistir. Kesim sonucu olusan
fragmentlerin toplamindan faj genom buytkliklerinin 29-34 kb arasinda oldugu tespit edilmistir.
Anahtar kelimeler: Lactobacillus bulgaricus, faj, konak¢t spektrumu, protein profilleri, restriksiyon
fragment uzunluk polimorfizmi

IDENTIFICATION OF Lactobacillus bulgaricus PHAGES
ACCORDING TO THEIR RESTRICTION FRAGMENT LENGTH
POLYMORPHISIM, PROTEIN PROFILES AND HOST SPECTRUM

Abstract

Restriction fragment length polymorphism (RFLP) and structural protein patterns and host spectrum
analysis were used for identification and classification of nineteen Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
phages. They were isolated from different dairy product using L. bulgaricus starter cultures (Y4, V1,
and V2). For the determination of host spectrum, natural and commercial L. bulgaricus strains to both
of L. bulgaricus V1, V2 phages and Streptococcus thermophilus B3 have been investigated. It has
been observed that natural L. bulgaricus strains have shown to be sensitive to L. bulgaricus phages.
Besides, some of natural L. bulgaricus strains show sensitivity to some S. thermophilus phages as a
heterolog hosts. We have also identified that the electrophoretic profiles of the structural proteins of
L. bulgaricus phages. They have possess two and/or three major (29.6, 29.2, 26.2 kDa) and minor
(100.8, 65, 50 kDa) structural proteins. We have classified these phages into three groups based on major
protein bands. These phage DNA’s were digested with EcoRI, Poull, Hindlll, Hhal, BamHI restriction
enzymes. The phages have been divided into groups according to fragment profiles. The genome size
that ranges from 29-32 kb was calculated according to DNA fragment sizes.

Keywords: Lactobacillus bulgaricus, phage, host spectrum, protein profiles, restriction fragment
length polymorphism
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GiRis
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus,
Streptococcus thermophilus ile birlikte yogurt
tretiminde starter kiltiir olarak kullanilmaktadir.
Bir kiltirin yogurt tGretiminde starter kultiir
olabilmesi icin bazi ¢zelliklerinin belirlenmesi
gerekir. Bu ozellikler; bakterilerin, laktik asit ve
asetaldehit tretim seviyeleri ile proteolitik ve
antimikrobial aktiviteleridir (1). Ayrica suslarin
lizogenik karakterde olmamasi ve fajlara direncli
olmasi istenmektedir (2, 3).

Termofilik fajlar hakkindaki bilgilerimiz, laktokok
fajlari ile kiyaslandiginda sinirlidir (4-6). Termofilik
fajlar o donemlerde daha az faj ataklarina sebep
olduklarindan, S. thermophilus faji 1952-1953
yillarinda (7), L. bulgaricus faji ise 1974 yilinda
(8) izole edilebilmistir. Dolayistyla calisilmaya
gec baslanmis ve daha az bilgi toplanabilmistir (9).
Buna ek olarak, ozellikle L. bulgaricus fajlarinin
izolasyonlarinin ve plaklarinin gorilmesinin glic
oldugu bilinmektedir. Buna ragmen L. bulgaricus
fajlarinin siniflandirilmast ve tanimlanmast icin
yapilan calismalar bulunmaktadir. Bu calismalar
kapsaminda fajlar, morfolojik yapilarina, konakgi
dizgelerine, serolojik ozelliklerine, protein profilleri
ile restriksiyon kesim sablonlarina ve DNA
hibridizasyon sonuclarina gore karakterize edilmis
ve birbirleriyle karsilasturilmistir (4, 8, 10-16).
Gunlimize kadar yapilan tim calismalarda, bu
fajlar morfolojik olarak Bradley siniflamasina gore
B grubuna ve Ackermann siniflamasina gore de
Siphoviridae familyasina dahil edilmistir. Sadece
Reinbold ve arkadaslarinin izole ettigi tek
bir L. bulgaricus fajinin, Myoviridae familyasina
ait oldugu saptanmustir (8).

Faj tanimlama ve siniflama calismalar fajlarin evrimsel
gelisimlerini belirlemek icin yapilmaktadir. Ayrica
tip ve endistride kullanilabilecek faydali fajlarin
tespiti icin de siniflama yapilmaktadir (17).
Fermentasyon proseslerine gelince ise faja
direncli kiltirlerin belirlenmesi, bu kiltirden faj
diren¢ geninin duyarli suslara aktaridmasi ve
rotasyon programinin yapilabilmesi icin siniflama
ve tanimlama yapilmaktadir.

Ulkemizde faj izolasyonu, tanimlanmasi ve
siniflamasina yonelik calismalar oldukc¢a azdir.
Bu calisma ile hem bu eksikligi gidermek hem de
sit fabrikalarinin yasadigi faj problemlerinin

cozimiine yonelik alt yapt olusturmak
amaclanmaktadir. Bu kapsamda cesitli st
urtnlerinden izole edilmis, morfolojik yapilart
belirlenerek koleksiyonumuza eklenmis 19 adet
L. bulgaricus faji, konaker 6zgullikleri, restriksiyon
enzimi kesim sablonlari ile major ve minor protein

profilleri dikkate alinarak tanumlanmis ve
siniflandirilmustir.
MATERYAL ve METOT

Kimyasallar ve besiyerleri

Sodyum klortr, gliserol, izopropanol, metanol,
SDS, MRS Broth, M17 Broth ve Agar, Merck
(Darmstadt, Almanya) firmasindan temin edilmistir.
DNAaz I, RNAaz A, PEG 6000, agaroz, protein
basamaklari ve kesim enzimleri Sigma-Aldrich
Co. (St. Louis, MO, ABD) firmasindan alinmistir.
Faj DNA izolasyonu icin, Qiagen (Almanya) marka
Lamda DNA izolasyon kiti kullanilmistir.

Kiiltiirler ve fajlar

Bu calisma kapsaminda, endustriyel L. bulgaricus
Y4, V1 ve V2 suslan ile izole edilmis toplam
19 adet faj kullanilmustir. Fajlar, 43 °C’de MRS Broth
besiyerinde gelistirilmistir. Faj titreleri, cift tabaka
agar yontemiyle, MRS agar (% 1.5) ve MRS yumusak
agar (% 0.45) kullanilarak belirlenmistir. Fajlar,
Y4, V1 ve V2 L. bulgaricus suslar ile yogurt, kasar
peynir altt suyu ve bulk kiltiirden izole edilmistir.
Fajlar, konakcilarini da belirtecek sekilde
adlandirimistir, 6rnegin ®Y4-X1 gibi. Ayrica,
konakc¢t spektrumlarinin belirlenmesi icin 13
adet L. bulgaricus dogal susu ve 10 adet S.
thermophilus B3 faji kullanimistir. S6z konusu
fajlar, yine cift tabaka agar yontemiyle M17
Broth, modifiye M17 Agar ve modifiye M17
Yumusak Agar (% 0.6) kullanilarak gelistirilmis
ve titreleri belirlenmistir.

Konake1 spektrumu

Fajlarin konakct spektrumlarini belirlemek icin
pastorize stitten izole edilmis 12 adet dogal ve bir
adet ticari L. bulgaricus susu ile S. thermophilus B3
and L. bulgaricus 231, V1, V2 fajlart kullanilmustir.
Cift tabaka agar ortaminda, 107-10° pfu/ml faj
partikilt iceren 10 pl faj lizati, L. bulgaricus susu
iceren Petri kabindaki yumusak agar tzerine
damlatilarak spot test uygulanmistir. Petriler,
43°C’de 18 saat stireyle inktibasyona birakilmustir.



Fajlarin saflastirilmasi ve konsantre edilmesi

Faj saflastirilmast ve konsantrasyonu, Sambrook
ve ark. tarafindan tanimlanan yonteme gore
yapilmustir (19). Fajin konakgist ile cogaltilmasindan
sonra, elde edilen faj-konakc¢t karisimi, kultir
atiklarindan arindirmak amactyla 6000 rpm devirde
4 °C ’de 10 dakika santriftij edilmistir. Daha
sonra, bakteriyel DNA ve RNA ’'nin ortamdan
uzaklastirilmast i¢in, faj stipernatanti (st faz)
tuzerine DNAaz I ve RNAaz A eklenmistir. Bu
islemi takiben, faj lizatlart bakteriyel atiklardan
arindirmak amactyla NaCl ¢ozeltisi ile karistirilmis
ve faj peletlerinin elde edilmesi icin ortama PEG
6000 eklenmistir. Faj peletleri, faj tamponu ¢ozeltisi
icerisinde yeniden ¢coziindirilmiistir. Ortama esit
hacimde kloroform eklenerek, PEG ve bakteriyel
atiklarin uzaklastirilmasi saglanmistir. 9000 rpm
devirde 4 °C ’de 15 dakikalik bir santriftij sonrasinda,
fajt iceren st faz temiz tiplere aktarilmistir.

SDS-PAGE analizleri

Fajlara ait protein profillerini ¢ikarmak amaciyla,
kesintili SDS-PAGE sistemi kullanilmis, % 5 y1gilma
jeli ve % 12.5 ayirma jeli hazirlanmistir (19).
Saflastirtmis ve yogunlastirilmis faj peletine
40-100 pl arast SDS-PAGE ornek vyiikleme
tamponu eklenmis ve 100 °C’de 5 dakika
kaynatildiktan sonra, 35-40 pl 6rnek jele
ylklenmistir. SDS-PAGE uygulamasi, 25-30 mA
ve 125-150 V elektrik akiminda gerceklestirilmistir
[20]. Protein bantlarinin tanimlanmast ve boyanmast
icin, Bushuk ve ark. tarafindan onerilen yontem
kullanilmistir. Faj protein buyuklikleri, Biasis
Ltd. tarafindan gelistirilen EJA—09 programu ile,
205-06 kDa ve 66-6.5 kDa'luk proteinler kullanilarak
hesaplanmustir.

Faj DNA’sin1in izolasyonu ve RFLP

Faj DNA ’lart Qiagen Lamda DNA izolasyon Kkiti
ile izole edilmistir. Bunun icin 6nce faj titreleri
10°-10" pfu/ml'a kadar yukseltilmistir. Bakteriyel
DNA ve RNA ’'nin uzaklastiridmast icin faj filtratlarina
DNAaz ve RNAaz enzimleri eklenmistir. Sonrasinda,
faj partikiilleri PEG 6000 ile konsantre edilmistir.
SDS ilavesiyle, faj proteinlerinin parcalanmasi ve
DNA molekdllerinin a¢iga ¢cikmast saglanmustir.
Recine kolonlara tutunan DNA, yikama tamponuyla
kolondan ayrimis ve izopropanol ile gortintir hale
getirilmistir. Son olarak, DNA %70 ’lik etanol
cozeltisi ile yikanmis ve ortamda kalan tuzlardan
arindirdmustir. DNA pelleti, steril cift distile suda

tekrar cozilmustir. Elde edilen DNA Ornekleri,
% 0.8-1 ’lik agaroz jelde 60 Volt'ta yiritilmustiir.

RFLP analizi icin, 19 adet faj DNA’si, EcoR],
Poull, Hindlll, Hbhal ve BamHI restriksiyon
endontikleaz enzimleriyle kesimi alinmistir. Olusan
DNA fragmentleri, % 0.8-1'lik agaroz jele
yiiklenerek, Ankara Universitesi Veterinerlik
Fakiiltesi Viroloji Anabilim Dali biinyesindeki
GelLogic100 gortintiileme sistemiyle gortintiilenmistir.

SONUC VE TARTISMA

Konake1 spektrumu

Daha onceki yillarda yapilan calismalarda, fajlar
konake¢t spektrumlarina gore kendi iclerinde
siniflandirilmis hatta izole edildikleri bolgelere
gore konakci spektrumu gosterdiklerine dair
bilgiler verilmistir (22, 23). Ancak ayni konakci
spektrumuna sahip fajlarin farkli restriksiyon
profili verebilmeleri veya farkli konakgilara etkili
olanlarin ayni kesim profiline sahip olabilmeleri,
konak¢t 6zgulligtu dikkate alinarak siniflama
yapilamayacagint gostermektedir (24). Buna
ragmen fabrikalarda starter olarak kullanilacak
kultiirlerin rotasyona girebilmesi icin bu fajlarin
konaker ozgiilliikklerine gore tanimlanmasi pratikte
buytik yarar saglamaktadir. Bu nedenle pastorize
sttlerden izole edilmis olan 12 adet L. bulgaricus
yerel suslari, bir adet ticari sus (Ch-Lb12) ile
birlikte, kendi ttirtiniin fajlarina kars: test edilmistir.
Denemeye alinan 13 fajdan, yalnizca ticari starter
susu Ch-Lb12 fajlara tam direng¢ gosterirken, diger
tim yerel L. bulgaricus suslari tamamen duyarlt
bulunmustur. Dolayisiyla bu suslarin  diger
ozellikleri (laktik asit, asetaldehit tretim yetenekleri
gibi...) iyi olsa bile starter kultiir olamayacaklari
ortaya cikmistir. Ayni suslar, yogurt tiretiminde
S. thermophilus ile miks halde kullanilmaya aday
olduklarindan, S. thermophilus fajlart ile de
karsilastirilmistir. 10 adet L. bulgaricus susu,
S. thermophilus fajlarina tam direnc¢ sergilerken
diger G¢lintn liziz plaklart olusturduklart gozlenmistir.
®B3-X19, Lb1312-1 susunu; ®B3-X12, ®B3-X13
ve ®B3-X19, Lb1313-1 susunu; ®B3-X15 de
Lb1433~1 susunu tirler arast heterolog konakci
olarak kullandigi distintlmustir.

Yapisal protein profilleri

L. bulgaricus Y4 starter susu ile cesitli st
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urtinlerinden izole edilmis olan 12 adet fajin
SDS-PAGE ile protein profilleri belirlenmistir.
Fajlarin tamaminin 100.8, 50 ve 26.2 kDa’luk
yogunluklart fazla olan bantlara sahip olduklari
tespit edilmistir (Sekil 1a). Bu bantlara ek olarak
yogunluklar farkli olsa da fajlarin tamaminda 83 ve
73 kDa'luk proteinlerin de bulundugu goértlmustir.
Y4-X2, Y4-X5, Y4-X8, Y4-X9, Y4-X10, Y4-X12
fajlarmin  profillerinde ayrica bu bantlara ek
olarak 65 kDa'luk yogun ek bir bantin varligina

1 2

34 5 6 7 8 9 10 11 1213

a

1 2 3435 67T 8 85 10 11

Sekil 1. L. bulgaricus fajlarinin protein profilleri

Figure 1. Protein profiles of L. bulgaricus phages

a. Minor proteinler 1. ®Y4-X1, 2. ®Y4-X2, 3. ®Y4-X3,
4. ®Y4-X4, 5. ®Y4-X5, 6. ®Y4-X6, 7. DY4-X8, 8. ®Y4-X9,

9. ®Y4-10, 10. ®Y4-X12, 11. ®Y4L-A, 12. dY4L-Z,
13. Marker, b. L. bulgaricus V1 ve V2 fajlari major proteinler
1. ®V1-X19, 2. dV2-X21, 3. ®V2-X22, 4. ®V2-X23,
5. ®V2-X24, 6. Marker, 7. ®V2-X25, 8. ®V2-X26, 9. ®V2-X27,
10. ®V2-X28 c. L. bulgaricus Y4 fajlari major proteinler,
1. dY4-X1, 2. ®Y4-X2, 3. DY4-X3, 4. ®Y4-X4, 5.0Y4-X5,
6. dY4-X6, 7. Marker, 8. ®Y4-X7, 9. ®Y4-X8, 10. ®Y4-X9,
11. ®Y4-X10

rastlannmustir. Ancak fajlarin smiflamasinda oncelikle
major proteinlerin varligina ve buytikliklerine
bakilmaktadir. Bu calismada fajlardan bazilarinin
29.6, 29.2 ve 26.2 kDa'luk ¢ banta, bazilarinin
ise 29.6 veya 29.2 ile 26.2 kDa’luk iki adet major
proteine sahip olduklar: tespit edilmistir (Sekil 1b).
L. bulgaricus V1 ve V2 suslari ile izole edilmis
fajlarda da Y4 fajlarinda oldugu gibi yaklasik 100,
65 ve 50 kDa buyiikligiinde protein bantlart elde
edilmistir (Sekil 1a). Ayrica siiflamada esas alinan
major protein bant buytikliiklerinin benzer oldugu
saptannmustir (Sekil 1c). Dolayistyla calisilan fajlarin
tamamt sahip olduklari major proteinler dikkate
alinarak 3 sinifa ayrilmustir (Cizelge 1). Sekil 1a'da
protein profilleri verilen Y4L-A ve Y4L-Z kodlu
fajlar, restriksiyon enzimleri ile kesimlerinin ayirt
edici olmamas: nedeniyle degerlendirmeye
alinmamustir.

Mata et al (1986) tarafindan yapilan bir calismada,
L. bulgaricus lizogenik suslarindan izole edilen
mvl ve mv4 temperent fajlarinin 34 ve 18 kDa,
Lactobacillus lactis LL-H susuna 6zgul LL-H fajinin
ise 34 ve 19 kDa buytkliginde iki adet major
proteine sahip oldugu bildirilmistir. Fajlardan
sadece birinin (P52), 19 kDa’luk tek bir major
banti bulunmaktadir. Bunlardan ayri bir grup
olarak karsimiza ¢ikan ve ti¢ fajdan olusan grupta
ise major proteinlerin 31 ve 23 kDa btyiikligiinde
oldugu gortilmustir (10). Bu calismada ise calisilan
fajlarin bu gruplardan sadece 3. gruba benzerlik
gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica protein
profillerinde  gorilen minér proteinler de
karsilastirilmis ancak benzerlik bulunamamaistir.
Chow vd. (1988) tarafindan yapilan baska bir
calismada, bu arastirmalardan farkli olarak daha
kicik bantlarin (19.5 ve 12.2 kDa) major
proteinler olarak karsimiza ¢iktigi gorilmustiir (4).

Cizelge 1. Faj gruplari ve proteinlerin molekul agirliklari (kDa)
Table 1. Phage groups and molecular weights of protein (kDa)

1. GRUP 2. GRUP 3. GRUP
DdY4-X2 DY4-X3
DY4-X1 DY4-X10 DdY4-X4
DY4-X6 DdV1-X19 DY4-X5
DV2-X24 DV2-X21 DY4-X8
DV2-X25 DV2-X22 DY4-X9
DV2-X28 DV2-X26 DdY4-X12
DV2-X27 DV2-X23
29.6 29.6 29.2
26.2 29.2 26.2
26.2




Restriksiyon endoniikleaz kesim profillerine
gore siniflandirma

Endustriyel L. bulgaricus suslarina 6zgil 19 adet
faj, EcoRl, Pvull, Hindlll, BamHI, Hhal restriksiyon
endontukleaz enzimleri ile kesime alinmis, olusan
fragment dizilimlerine gore fajlar siniflandirilmustir.
Genomlar ilk olarak EcoRI enzimi ile kesime
alinmustir. Kesim sonucunda Y4-X2, Y4-X4, Y4-X5,
Y4-X6, Y4-X8 ve Y4-X10 faj DNA’lart birinci grubu,
geri kalan 13 adet faj ise ikinci grubu olusturmustur.
[lk grubu olusturan faj DNA kesim sonuclart
incelendiginde 4 temel fragment olusumu dikkat
cekmektedir. Diger grupta ise 5 fragment olusumu
gorilmektedir (Sekil 2). Sekil 2°de fajlarin tamamu
degil gruplari temsil etmesi acisindan bazi fajlarin
kesim sonuclari gorilmektedir. Poull ile kesim
sonucunda ise yine EcoRI kesiminde alinan
sonuglara ulasilmis, yani iki kesim birbirini
dogrulamistir. Bu sonuca varilmasinin nedeni
Poull'nin, ®Y4-X2, OY4-X4, DY4-X5, DY4-X6,
DY4-X8 ve ®Y4-X10 tizerinde kesim icin ihtiyact
olan tanima sekanslarinin olmayisi ve diger tim
faj genomlarinin EcoRI kesiminde oldugu gibi
birbiriyle ayni profili vermesidir (Sekil 3). HindIIl
enziminin de, Y4-X2, Y4-X4, Y4-X5, Y4-XO0,
Y4-X8 ve Y4-X10 faj genomlar tizerinde tanima
sekansinin olmadig: tespit edilmistir. Bu fajlara ek
olarak konakeilart V2 L. bulgaricus olan fajlardan
bazilarinda da (®V2-X21, ®V2-X22, ®V2-X23 ve
DdV2-X26) kesim bolgesinin olmadigi gorilmiistiir
(Sekil 4). Bunlar disinda kalan ve tek bir grup
olusturan fajlarda ise ayrim gerceklesmistir.
Y4-X1 faji ®DV2-X24, OV2-X25, OV2-X28 ile 2. grubu
olustururken, Y4-X3, Y4-X9, Y4-X12, V1-X19, V2-X27
fajlart tek baslara birer grup olusturmustur. Bu
durumda fajlar, HindIII kesimi sayesinde 7 gruba
ayrilmustir. Her bir grubu temsil eden faj genomlarinin
kesim sonuglari Sekil 4 verilmistir. Faj genomlarinin
Hhal enzimi ile muamele edilmesinden sonra
Y4-X1 fajinin digerlerinden farkli oldugu ilk
bakista dikkati cekmektedir. ®Y4-X3, ©Y4-X9 ve
®dY4-12 bir grupta, V1-X19 faji da ayri bir grupta
yer aldigi gorilmustir. Hhal enziminin de ®Y4-X2,
DY4-X4, PY4-X5, DY4-X6, DY4-X8 ve DY4-X10
genomlarinda kesim yapamadigi dikkat cekmistir.
Geri kalan diger fajlarin da ®Y4-X3'tin oldugu
grupta yer aldigi diistintilmistir. Boylece Poull
ve EcoRI kesimleri sonucunda aynt gruplarda yer
alan fajlar farkli gruplara dagilmistir. Gruplari
temsil eden bazi kesim sonuglari Sekil 5 de verilmistir.

Son olarak faj genomlart BamHI restriksiyon
endontikleaz enzimi ile reaksiyona sokulmus ancak
S. thermophilus fajlarinda oldugu gibi L. bulgaricus
faj genomlar tizerinde de kesim dizilerinin olmadig:
tespit edilmistir (25). Kullanilan enzimlerden
sadece EcoRlI ile fragment olusumu gorilen Y4-X2,
Y4-X4, Y4-X5, Y4-X06, Y4-X8 ve Y4-X10 fajlarinin
birbirinin ayn: olabilecegi distintlse de bu alti
faj, sahip olduklari major proteinler acisindan 3’e
ayrilmaktadir. Bu da birbirlerinden farkli olabilme
ihtimallerinin ¢ok ytiksek oldugunu ve dizi analizi
gibi daha detayli bir calisma yapilmasi gerektigini
gostermektedir. Ayrica bu fajlardan ®Y4-X6'nin,
HindlIll ve Hhal kesimi ile diger 18 fajdan ayrilan
Y4-X1 ile minor proteinler de dahil ayni protein
profilini verdigi gorilmustir. Bununla birlikte
HindIII kesimi ile farkli profiller gosteren fajlarin
bazilarinin (OY4-X1, ®V1-X19, ®Y4-X9) aynt
zamanda birbirlerinden farklt protein sablonlarina
sahip oldugu tespit edilmistir. Ayrica ®V1-X19 ile
OV2-X27'nin, ®Y4-X9 ile DY4-X12'nin HindIIl
kesim sablonlart birbirinden farkli olsa da ayni
protein profiline sahip olduklart goriillmustir.

Sekil 2. L. bulgaricus faj DNA'larinin EcoRI kesimi

Figure 2. Restriction of L. bulgaricus phage DNA with EcoRI
1. Marker, 2. ®Y4-X1, 3. ®Y4-X2, 4. ®Y4-X3, 5. dY4-X4,
6. DY4-X5, 7. DY4-X6, 8. DY4-X8, 9. ®Y4-X9, 10. ®Y4-X10

Tim kesim sonuclart  degerlendirildiginde
calisilan fajlarin genom buytikliklerinin literattirde
de wverildigi gibi 29-34 kb arasinda degistigi
goriilmektedir (4, 10, 13, 14, 26, 27). Tiikel vd. (2003)
de bu calismada kullanidmis olan L. bulgaricus
fajlarint EcoRI enzimi ile kesime almis ve genom
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Sekil 3. L. bulgaricus faj DNA'larinin Pvull kesimi

Figure 3. Restriction of L. bulgaricus phage DNA with Pvull
1. Marker, 2. ®Y4-X1, 3. ®Y4-X2, 4. ®Y4-X3, 5. ®Y4-X4,
6. ®Y4-X5, 7. DY4-X6, 8. DY4-X8, 9. ®Y4-X9, 10. ®Y4-X10

1 2 3 4 5 é )

8
| M

U i 12 13 14 15

Sekil 4. L. bulgaricus faj DNA'larinin Hindlll kesimi

Figure 4. Restriction of L. bulgaricus phage DNA with Hindlll
1. Marker, 2. ®Y4-X1, 3. ®Y4-X2, 4. dY4-X3, 5. dY4-X4,
6. PY4-X5, 7. ®Y4-X6, 8. PY4-X8, 9. ®Y4-X9, 10. dY4-X10,
11. ®Y4-X12, 13. ®V1-X19, 14. ©V2-X24, 15. OV2-X27.

buytkliklerinin 21 ve 72.2 kb arasinda oldugunu
belirtmistir (28). Bu calismada ise ayni fajlara ait
genomlar, sadece EcoRI enzimi ile degil, Poull ve
HindIll enzimleri ile de kesime alinmis, EcoRI ve
Poull enzimlerinin kesim yaptigt buytk grubun
hep ayni fajlardan olustugu bulunmus, genom
buyuklikleri de Poull ve HindIIl enzimleri ile
dogrulanmistir.

HindTll, Sall, EcoR1, Psfl, BamHl, HindIIl, Poull,
Hpal, Smal restriksiyon endontklez enzimleri,
Lactobacillus delbrueckii fajlart ile calisilan
enzimler olarak karsimiza ¢cikmaktadir (10, 13, 14,
26). Bu calisma kapsaminda ise BamHI enziminin
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Sekil 5. L. bulgaricus faj DNA'larinin Hhal kesimi

Figure 5. Restriction of L. bulgaricus phage DNA with Hhal
M: Marker,

1. ®Y4-X2 (kesim yapilmamis), 2. ®Y4-X1, 3. ©Y4-X2,
4. ®Y4-X3, 5. ®Y4-X4, 6. ®Y4-X5, 7. DY4-X6, 8. DY4-X8,
9. ®Y4-X9, 10. ®Y4-X10, 11. ®Y4-X12, 13. ®V1-X19

calisilan fajlar tizerinde tanima bolgesi olmadig:
sonucuna varilmistir. Ayrica EcoRI kesimi sonucu
olusan fragmentler buytkliikleri, Lahbib-Mansais
vd. (1988) tarafindan elde edilen EcoRI kesim
fragmentleri karsilastirilmis, ancak benzerlik
bulunamamustir (26). Bazi calismalarda kullanilan
fajlar birbirleri ile restriksiyon profilleri acisindan
benzerlik gosterse de (10, 26), DNA hibridizasyon
ve dizi analizleri sonucu birbirlerinden farkli
olduklart gorilmektedir (13, 14, 27).

Fragment homolojisi calisiimadan, DNA ve
amino asit dizi analizlerine girilmeden yapilan bu
siniflandirmalar bir baslangi¢c olarak kabul
edilmektedir. Ancak, ayni morfotipi gosteren ve
litik spektrumlari da ¢ok benzer olan, ayrica
protein profillerine gore de siniflandirilmast pek
mumkiin olmayan termofilik fajlarin restriksiyon
analizleri sonucu kiuctk farkliliklarinin bile



ortaya c¢ikarilmasi, onlarin zaten birbiriyle ayni
olmadiklarint gostermektedir. Bu da ortak atadan
gelseler de zamanla genomlarinda gerceklesen
nokta mutasyonlari, kopma ve eklentileri
dogrulamaktadir. Bu calisma, restriksiyon kesim
sablonlari ve yapisal proteinleri birbirinden farkls
olan bazi fajlarin tim genom dizi analizlerinin
yapildigi TUBITAK-TOVAG 110-O-035 nolu
projenin alt yapisini olusturmustur.
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