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OZET

Yiksek Lisans Tezi

MARUL’DAN iZOLE EDIiLEN MiKROORGANIZMALARIN
BIiYOKIMYASAL VE MOLEKULER YONTEMLERLE TANILANMASI,
FiTAZ VE KiTINAZ AKTiVITELERININ TAYINi

Yunus ISIK

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dali
Enzim ve Mikrobiyal Biyoteknoloji Bilim Dali

Danisman: Doc. Dr. Neslihan DIKBAS

Biyoteknoloji, giliniimiizde en popiiler ve yeniliklere agik bilimsel alanlarin baginda
gelmektedir. Molekiiler caligmalar, mikrobiyal biyoteknoloji ¢aligmalarinda ¢ok Onemli
boyutlar kazanmistir. Mikroorganizmalar siniflandirilirken morfolojik, biyokimyasal ve
molekiiler yontemler kullanilmaktadir.

Yerel marketlerden elde edilen bozulmus endiistriyel oneme sahip marul bitkilerinden
mikroorganizmalar izole edildi ve saflastirildi. Tanilamak amaciyla bakteri izolatlarinin
yag asidi metil ester profilleri belirlendi. Bu profiller dogrultusunda tanilamada MIS
yontemi kullanildi.

Hizla gelisen tan1 yontemlerinden biri olan molekiiler yontemler bakteri tanilanmasinda en
dogru sonuclar1 veren yontemdir. Bakterilerin 16S rRNA gen bolgesinin ¢ogaltilmasini
saglayan evrensel primerler kullanilarak bu genin c¢ogaltilmast ve sekanslanmasi,
filogenetik caligmalarda standard yontem olarak kulanilmaya baslanmistir. Sekans sonuglari
BLAST’lama yapilarak kimlik tespitlemesi yapildi. Sekans dizileri analizi sonucunda
Bacillus  pumilus, Bacillus suptilis, Bacillus thuringiensis, Bacilus creus,
Chryseobacteriumindoltheticum, Bacillus amyloliquefaciens, Pectobacteriume
carotovorum, Bacillus laevolacticus ve Bacillus safensis tiirleri tespit edildi. Bu tiirler
filogenetik aga¢ olusturularak akrabalik iligkilerine bakildi. Son asamada da bu bakterilerin
kitinaz ve fitaz aktivitelerine bakilarak bozucu etkileri tespit edildi.

Bu calismada, ekonomik 6neme sahip marul bitkisinin iyi tarim uygulama metodlarina
destek vermeye yonelik denemelerin ilk agsamasi olan bozucu oldugu diistiniilen bakterilerin
izolasyonlar1 ve identifikasyonlariin molekiiler olarak tanilanmasi1 c¢alismalarini
icermektedir. Tanimlanan mikroorganizmalarda bazi ekstraselliller ernzimlerin varhigi
(Fitaz ve kitinaz) kalitatif olarak incelenmistir.

2017, 61 sayfa

Anahtar Kelimeler: Marul, MIS, 16S rRNA, Karakterizasyon, Kitinaz, Fitaz



ABSTRACT

MSc Thesis

BIOCHEMICAL AND MOLECULAR IDENTIFICATION, CHITINASE AND
PHYTASE ACTIVITY DETERMINATION OF MICROORGANISMS ISOLATED
FROM LETTUCE

Yunus ISIK

Atatlirk University
Institute of Science and Technology
Department of Agricultural Biotechnology
Branch of Enzyme and Microbial Biotechnology

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Neslihan DIKBAS

Biotechnology is currently the most popular scientific area open to innovations. Molecular
studies have gained considerable importance in microbial biotechnology studies.
Morphological, biochemical and molecular methods are used for the classification of
microorganisms.

Microorganisms were isolated and purified from deteriorated lettuce plants with industrial
importance obtained from local markets. For identification, fatty acid methyl ester profiles
of bacterial isolates were determined. The MIS method was used for identification in
accordance with these profiles.

Molecular methods, one of the rapidly developing diagnostic methods is the most accirate
method used in the identification of bacteria. Amplification and sequencing of this gene
using universal primers that allow the amplification of the bacterial 16S rRNA gene region
has begun to be used as a standard method in phylogenetic studies.

Sequence results were analyzed using BLAST to carry out identification. As a result of the
sequence analysis, Bacillus pumilus, Bacillus suptilis, Bacillus thuringiensis, Bacillus
cereus, Chryseo bacterium indoltheticum, Bacillus amyloliquefaciens, Pectobacteriume
carotovorum, Bacillus laevolacticus and Bacillus safensis species were identified.
Phylogenetic tree was formed by these species and linkage relations were examined. In the
last step, destructive effects were determined based on the chitinase and phytase activity of
these bacteria.

This study involves the identification of the disruptive organisms which is the first step of
the experiment to support the good agricultural practices of the lettuce plant with economic
importance, isolation of these microorganisms and the molecular analysis of the
identifications. The presence of some extracellular enzymes (phytase and chitinase) in the
identified microorganisms has been qualitatively examined.

2017, 61 pages
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1. GIRIS

Taze meyve ve sebzeler topraga yakin olarak yetistirildikleri ve tiiketilmeden Once
yikamadan farkli bir yontemle temizlenmedikleri icin gida temelli hastalik ve

zehirlenmelere neden olan patojen bakterileri barindirmaktadirlar (Tiirk6zii 2014).

Toprak, su ve sebzelerde; oda sicakliginda iireyebilen, saprofit ve patojen olabilme

Ozelligine sahip, firsatg1 bir bakteri olan Bacillus’lar olduk¢a yogun bulunur.

Bacillus tiirii, aerob, endospor olusturan sporlu Bacillaceae ailesi igerisinde bulunurlar.
Vejetatif formlari diiz, kenarlar1 birbirine paralel, ucu yuvarlak veya kiit olarak sonlanan
0.5-1.2 um eninde 2.5-10 um boyundaki basillerdir. Tek tek veya uzun zincirler
seklinde bulunabilirler. Gram boyama sonucu Gram pozitif veya degisken, bazi tiirler
sadece taze kiiltiirlerde Gram pozitiftir. Aerobikten fakiiltatif anaerobige kadar degisen
oksijen gereksinimi gosterirler. Baz tiirler zorunlu aerobtur (Or; B. brevis, B. firmus, B.
megaterium, B. sphaericus ve B. subtilis). Katalaz testi degiskenlik gostermekle beraber
genellikle pozitiftir sadece birkag tiir negatiftir, kapsiil sadece B. anthracis tiiriinde
gorilir. B. anthracis ve B. mycoides hari¢ genellikle hareket pozitiftir, hareket iireme
ortamlarina baglidir. Fermentatif ve oksidatif 6zelligine sahip tiirleri bulunmakradir.
Endosporlar birgok zor sarta karsi (sicaklik, pH, tuzluluk) direngli yapiya sahiptir.
Silindirik, oval, yuvarlak veya bobrek seklinde olup, tiirlere gore santral, terminal veya
subterminal konumda bulunurlar. Bacillus genusunun bazi tiirleri omurgali ve

omurgasizlar igin patojeniktir (Holt 1993).

Bacillus, diger Bacillaceae cinslerinden katalaz iiretimi ve aerob endospor olusturmalari
ile ayrilmaktadir. Bacillus cinsinin tanimlanmig 51 tiirii bilinmesine ragmen taksonomik
olarak yeri tam olarak belirlenmemis gruplarda mevcuttur. Bacillus tiirleri genellikle
saprofittir, dogada yaygin olarak toprakta bulunur ve toz partikiilleri ile sulara, bitki ve
hayvan materyallerine bulasirlar. Bu cinse ait tiirlerin gogu proteaz iiretirler ve bu da

rekombinant proteinleri yikabilir (Barredo 2005).



Bacillus’larin yagsam alanlar1 ¢ogunlukla toprak oldugu halde hava, su ve yiyecek gibi
ortamlarda bulunabilirler. Bu tiir bakteriler, antibiyotik, enzim ve toksin iiretimi gibi
ozellikleri ve kolay tiretilebilmeleri gibi 6zellikleri bakimindan 6ne ¢ikmaktadir. (Ediz

ve Beyatli 2005).

Bacillus cinsine ait bakteriler seliilaz ve amilaz gibi endiistriyel degeri yiiksek c¢esitli
ekstraselliiler enzimler iiretmektedirler (Ito 1997; Ediz ve Beyatli 2005). Bacillus cinsi
tarafindan iiretilen seliilaz, amilaz, pektinaz, proteaz vb enzimler bir¢cok degisik

endiistriel alanda kullanilmaktadirlar (Aygan vd 2011).

Bu cinslerin hepsi yasamlarini zor ¢evre sartlarinda spor formda siirdiirebilir. Bazi
tiirlerin suslar1 glikoz, amonyum fosfat ve birka¢ mineral tuzlarda, diger ihtiya¢ duyulan
ek tireme faktorlerinde veya amino asit soliisyonlarinda iyi bir tireme gostermektedir,
bazilar1 yine de artan karmasik beslenme gereksinimlerine sahiptir. pH=7.0 birgok
basilin iiremesi i¢in uygun olmasina ragmen, farkli pH’larda iireyen tiirleri de vardir

(MacFaddin 2000).

Mikrobiyal kokenli enzimler gida, kagit, tekstil ve deterjan endiistrilerinde biiyiik alan
bulmaktadirlar. Endiistriyel 6nemleri nedeni ile uygun enzimleri iireten yeni bakteriyel

suslarin izolasyonuna olan talep artmaktadir (Ghorbel et al. 2009).

Mikrobiyal kaynaklar maaliyet, tutarlilik, iiretim gibi prosesler de daha az zaman
harcanmasi, islem modifikasyon ve optimizasyonunun kolayligi gibi avantajlarindan
kaynaklanan sebeplerden dolayr endiistriyel iiretimlerde kullanilmaktadir (Prakash and

Jaiswal 2010).

Endiistrinin bir¢ok safhasinda kullanilan enzimler ¢ogunlukla mikroorganizmalardan
elde edilmektedir. Bunun sebebi mikroorganizma kaynakli enzimlerin bitkisel veya
hayvan kaynakli enzimlere oranla katalitik aktivitelerinin ¢ok daha yiiksek olmasi,

istenmeyen yan firlin olusturmamalari, daha stabil ve ucuz olmalari, cok miktarda elde



edilebilmeleri gibi avantaja sahip olmalaridir. Dogada 6zellikle bazi Bacillus tiirlerinde

bu enzimler sentezlenmektedir (Giiven 2011).

Enzimler, canl hiicrelerde iiretilen spesifik proteinlerdir. Canli organizmada kimyasal
olaylar1 metabolize ederler. Her metabolik reaksiyon enzim denen katalizorler araciligi
ile kontrol edilir (Bhat 2000).

Hiicre yapist igerisinde gerceklesen bir¢ok reaksiyonun hizini ve 6zgilliigiinii kontrol
ederler. Baz1 durumlarda hiicre disinda da faaliyet gosterirler. Solunum, fotosentez,

sindirim islemleri, kas kasilmasi vb. bircok reaksiyonun gergeklesmesini saglarlar

(Ozsahin 2006).

Normal sartlarda suda c¢ozlinen enzimler, canli sistemlerde meydana gelen tim
reaksiyonlarin olugsmasini saglayan ve bunlar1 diizenleyen protein yapisindaki 6zgiil
biyokatalizérlerdir. Bir enzimin genetik yapisi, protein zincirinde bulunan aminoasit
siras1 ile belirlenir. Enzimler bu genetik yap1 dogrultusunda bir¢ok biyokimyasal
reaksiyonu Katalizleme ozelligine sahiptir. Ayni zamanda uygun sartlar saglanirsa,
enzimlerden dogal alanlar1 disinda bir¢ok alanda faydalanma olanagi olusmaktadir.
Insanoglu yasamimn ilk c¢aglarmdan beri enzimden faydalanmaktadir. Buna alkol
fermantasyonu bira ve ekmek yapimi gibi faaliyetler ilk biyoteknolojik prosesler olarak
kabul edilir (Karapimar 2002).

Enzimlerde reaksiyon hizini etkileyen faktorler vardir. Bunlar;

Sicaklik: Enzimmlerin aktivitesi belli bir sicakliga kadar artarken, bu sicaklik arttikca

reaksiyon hizi azalir ve enzim denatiire olabilir.

pH: Enzimlerin en yiiksek aktivite gosterdikleri pH degerine, aktivite i¢in gerekli

optimum pH denir. Bu degerin {istiinde ve altinda aktivite azalir.



Enzim konsantrasyonu: Enzimatik bir reaksiyonda ortamda fazla miktarda substrat

olmas1 durumunda reaksiyon hizi enzim konsantrasyonu ile dogru orantilidir.

Substrat konsantrasyonu: Reaksiyon ortamindaki enzim konsantrasyonun sabit kalmasi
ve diger sartlarin sabit kalmasi halinde substrat konsantrasyonu ile reaksiyon hizi

arasindaki iliski hiperbolik bir iliski gosterir (Giirdol ve Ademoglu 2010).

Enzimler substratlari ile birgok yerde zayif etkilesime girer enzim substrat
kompleksinde kovalent olmayan etkilesimler, kovalent etkilesimlere gore daha zayif
olan baglardir. Baglanmanin 06zgiil olmasini1 aktif bolgede bulunan atomlarin
diizenlenmesi saglar. Enzimler katalizledikleri biyokimyasal reaksiyonlarin aktivasyon
enerjilerini diistirtirler ve boylece tepkimede daha az enerji harcanmasini saglarlar (Berk

et al. 2014).

Enzim aktivitesinin ¢ok 6nemli bir 6zelligi enzimin subsrata 6zgiil olusudur, yani bir
enzim sadece bir subsrata etki eder. Ancak bu 6zgiilliigiin derecesi degisebilir. Birgok
enzim tamamen kesin bir spesifite gosterir ve sadece bir subsratin belirli bir bolgesine
etki eder. Restriksiyon enzimleri DNA’y1 ¢ok spesifik niikleotid dizisinden kesebilir.
Ancak bazi enzimler ise genis bir Ozgiirlik gosterirler ve benzer yapidaki bircok
maddeye etki edebilirler. Enzimler hiicre igindeki DNA’nin yonetiminde sentezlenirler
(Unal 2012).

Canlilarin simiflandirilmasinda morfolojik ve filogenetik yontemler uygulanmaktadir.
Carl Woese ve ekibi mikroorganizmalarin filogenetik yakinlig: ile ilgili bilgi edinmek
ve onlarin dogal smiflandirilmasini saglamak amaciyla rRNA’ya ait dizi bilgisini
kullanmaya 1970 ortalarinda baslamiglardir. Ribozomlar protein sentezinde rol alan,
ileri derecede korunmus ve esansiyel organeller olup, filogenetik belirtecler olarak bazi
avantajlara sahiptirler. Ribozomun iskeletini olusturan ribozomal niikleik asitler biitiin
canli hiicrelerde bulunur. Cogalan bakteri hiicrelerinde 10* -10° kopya halinde 5S,
16S ve 23S rRNA bulunmaktadir. DNA'min direkt hedeflenmesinde oldugu gibi,

rRNA’larinda problarla direkt hedeflenmesi yeterli sayida hedef bulunmasi sebebi ile



niikleik asitleri ¢ogaltmak i¢in ek uygulamalar yapilmasi gerekliligini ortadan kaldirir.
Hedef, her biri ayr1 bir florasan molekiil ile isaretlenir oligoniikleotid problar kullanarak
belirlenir. Sinyal yogunlugunun gerekenin altinda oldugu durumlarda farkli bolgeleri
hedef alan birden fazla probun ayni anda kullanilmasi avantaj saglayabilir. 16S ve 23S
rRNA molekiilleri filogenetik kokenlerini yansitan degiskenler dizi motiflerini
olusturmustur. Dizi degiskeni farkli taksonomik diizeylerde prob tasarimini miimkiin
kilar ve degisik derecelerde korunmus RNA bolgelerini hedefleyen problarin
kullanilmas: ile bakterilerin filogenetik ayrimi mimkiin olmaktadir (Persing et al.

2006).

Canlilar morfolojik ve filogenetik olarak siniflandirilmaktadirlar. Morfolojik olarak
arkeae ve bacteria birbirlerine daha yakin 6zelliklere sahip iken 6karyotlar daha farkli
morfolojik yapidadir. Filogenetik olarak ise arkelar ve okaryotlar birbirine daha yakin
olup bakterilerin filogenetik yapisi daha farklidir. Bunun nedeni siniflandirma
yapilirken protein sentezi, lipid yapisi, hiicre duvari, gérev alan enzimler gibi faktoreler
g6z oOniinde bulundurulmustur. Mikrobiyal taksonomi iki baslik altinda incelenir
(Martinko 2010).

1. Klasik taksonomi: Klasik bakteriyal taksonomide pek ¢ok fenotipik karakter
degerlendirilir ve elde edilen veriler, organizmalar1 tiirden domaine kadar olan
taksonomik adimlarda smiflandirmak i¢in kullanilir. Bu amagla kullanilan kriterler
morfolojik, beslenme, fizyoloji ve habitattir.

G-C Orani: Genomik DNA’daki G-C orani taksonomik sonuglari yorumlarken
kullanilan bir parametredir. Bu oran DNA’nin erime sicaklifinin ol¢imi ve

kromatografik yontemler gibi ¢esitli yontemler ile belirlenir.

2. Kemotaksonomi: Hiicredeki bir veya daha fazla yapi tasinin molekiiler analizini

igerir. Kemotaksonomi kendi igerisinde 4 farkl sekilde yapilabilir. Bunlar;



a. DNA:DNA hibridisazyonu: Iki farkli organizmanin DNA’sinda ¢ok sayida benzer
niikleotid dizilerin olmas1 muhtemelen pek ¢ok benzer genler bulundurduklari manasina
gelmektedir. Bu iki DNA dizisi birbirleri ile hibridize edildiginde, gen dizilerinde biiyiik
benzerlik beklenir. Genomik hibridisazyon iki DNA arasindaki dizi benzerliginin
derecesini olger ve rRNA dizilemesinin ayrim yapamadigl kosullarda pek ¢ok yakin
iliskiye sahip organizmalarin ayirt edilmesinde kullanilir.

b. Ribotiplendirme: rRNA temelli filogenetik agidan bakteriyal siniflandirmada
kullanan bir tekniktir. Burada karsilastirmali dizi analizi yontemindeki gibi dizileme
yapilmaz bunun yerine DNA’nin restriksiyon enzimleri ile kesilmesi sonucu olusan
kendine 6zgii deseni dlger ve bu parcalar ayrilip bir rRNA probu ile incelenir.

. Cok lokuslu dizi tiplendirilmesi: Bu yontemde tek bir gen yerine 6-7 adet yasamsal
faaliyetleri kodlayan genlere ait dizilerin pargalari ile ayni organizmanin farkli
suslarindaki 6zdes gen gruplarini karsilagtirir.

d. Yag asidi analizleriFAME-MIS): Bu yontemde hiicrelerin  stoplazmik
mebranlarindaki ve dis mebranlarinda bulunan lipidlerdeki yag asidi tiplerinin ve
oranlarinin karakterize edilerek siniflandirma yapilmasidir. Prokaryotlarda yag asidi
icerikleri oldukcga farklilik gosterir. Bu degisiklikler; yag asidinin zincir uzunlugu, cift
bag sayisi, halka yapisi, dallanmig zincirler veya hidroksil gruplari bulunup

bulunmamasina gore farkliliklar igerir (Martinko 2010).

En ¢ok kabul edilen siniflandirma sistemi filogenetiktir. Bu  sistem
mikroorganizmalarin ~ farkli  6zelligi paylasan gruplar halinde diizenler ve
mikroorganizmalarin  biyolojik 6zelliklerini yansitir. Canlhilarin  evrim  sekilleri
cogunlukla bir aile agaci seklinde cizilir govde daha basit ilkel olan atasal ¢izgileri,
ondan ¢ikan dallanmalarda daha ileri, ozgiirlesmis gruplart gosterir. Yani daha eski
gruplar altta, yeni olan gruplar ise tepelerde yer alirlar. Hayatin ilk filogenetik agaclari
bitkiler ve hayvanlar olarak iki alem tizerinde yapilandirilmistir. Ancak son yilardaki
caligmalar bu iki alemin ¢ok yetersiz oldugunu gostermistir. Her iki gruba da girmeyen,
daha basit, tek hiicreli organizmalar igin iicilincii bir alem olan protista alemi

olusturuldu. Daha sonra protista alemi igerisinde farklar oldugu ortaya kondu. Bakteri



ve mantarlar ayr1 alemler olarak ortaya kondu. Boylelikle canlilar Monera, Protista,

Mantarlar, Bitkiler ve Hayvanlar olmak tizere 5 aleme ayrilmistir (Ustagelebi 1999).

Hiicrede bulunan temel niikleik asitler DNA ve RNA’dir. Bu iki molekiil kalitsal
bilginin nesilden nesile aktarilmasini saglar ve protein molekiillerine doniistiiriilmesinde
rol oynarlar. Biyolojik sistemler, yasamlarin1 devam ettirebilmeleri i¢in kendilerine ait
yapilarini olusturmak, yenilemek ve bunun igin gerekli enerjiyi degisik metabolik
yollardan kazanip gerektiginde kullanmaktadirlar. Organizma i¢in hayati 6nemi olan bu
islemlerin yiiriitiilmesi i¢in gerekli bilgi niikleik asitlerde saklanmaktadir. Bir insan
hiicresi 46 kromozoma sahiptir. Bu 46 kromozomda bulunan DNA'daki bazlar yan yana
yazilacak olursa 820.000 sayfay1 doldurur. Bir tiiriin devami bu 6zgiil bilginin kusaktan
kusaga ayni aktarilabilmesi sonucu saglanir. DNA deoksiriboz sekeri, piirin ve
pirimidin bazlar1 ve fosfat grubundan olusur. DNA c¢ift zincirli olup kendini
semikonservatif olarak esler. DNA ¢ift zincirini hidrojen baglar1 bir arada tutar. Bu
baglarin kopmasi ile DNA denatiire olur (Ensari 2002).

DNA genetik bilgiyi depolayan niikleik asittir. Bu bilgi RNA molekiillerine
transkripsiyon ile niikleusta aktarilir ve alinan sifreye gore translasyon ile stoplazmada
proteinler sentezlenir bu olaya santral dogma denir. Niikleotitler hiicredeki kimyasal
enerjiyl depo eder ve tasirlar, diger gruplar ile birleserek koenzimleri olustururlar,
hiicrede spesifik sinyal molekiilleridir. DNA’nin yapist 1953’te Whatson ve Crick
tarifinda agiklanmistir. Bu modele gére DNA bir merkez etrafinda saga doniik olarak
biikiilmiis ¢ift sarmal meydana getiren ve birbirine paralel olmayan iki tamamlayici

poliniikleotid dizisinden olusur (Unal 2012).

PCR (polimeraz zincir reaksiyonu), Kary Mullis tarafindan gelistirilen bu yontem ile
canli hiicreye ihtiyac duymadan total genomik DNA’dan, spesifik DNA dizilerinin
cogaltilmas1 yontemidir. Bu yontem hizli ve kesin sonucglar verdigi igin tercih
edilmektedir. PCR 3 asamadan olusmaktadir. Bunlar, DNA zincirlerin ayrilmasi
asamasi olan denatiirasyon, DNA zincirine primerlerin baglanmasi ve uzama

asamalaridir (Ensari 2002).



Yillar igerisinde bir¢ok alternatif yontem gelistirilmesine ragmen PCR ve PCR’dan
tiretilen teknikler en c¢ok kullanilan niikleik asit amplifikasyon yontemleridir. PCR,
DNA polimerazin DNA sarmalin1 kopyalayabilme yetenegine dayanir. Bu enzim uzun
DNA sarmalima bagl olan kisa bir primer dizisinin 3> ucunda uzamay: baslatir. iki
primer hedef DNA’nin tamamlayict sarmalina baglandigi zaman, iki primer baglanma
alani arasindaki sekans PCR’1mn her dongiistinde katlanarak amplifike edilir. Her dongii
denatiirasyon, baglanma ve uzama olmak iizere 3 adimdan olusur. Her déngiide PCR

tirtinleri teorik olarak iki katina ¢ikar (Persing et al. 2006).

Niikleik asit izolasyon yonteminin se¢imi, hedef molekiiliiniin dogasina bagldir.
Niikleik asit hedefleri arasinda RNA veya DNA, plazmitler veya PCR firiinleri
bulunabilir. Tanimlanmis hedefler siklikla tanisal dizi analizinden 6nce PCR ile in vitro

olarak gogaltilirlar (Persing et al. 2006).

Bu calismada, ekonomik dneme sahip marul bitkisinin iyi tarim uygulama metodlarina
destek vermeye yonelik denemelerin ilk asamasi olan bozucu oldugu diisiiniilen
bakterilerin izolasyonlar1 ve identifikasyonlarinin molekiiler olarak tanilanmasi
calismalarin1  icermektedir. Tanimlanan mikroorganizmalarda baz1 ekstraselliiler

ernzimlerin varlig1 (Fitaz ve kitinaz) kalitatif olarak incelenmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

Shimizu (1992), B. subitilis N-77 susundan ckstraseliilar fitaz enzimini
saflagtirmiglardir. Saflastirilan enzimin, jel filtrasyonunda molekiiler biiyiikligiinti 36
kDa, SDS-PAGE’de ise 38 kDa olarak tespit etmislerdir. Enzimin izoelektrik noktasinin
pl 6.25 oldugunu ve aktivitesi i¢in Ca?* gerektigini belirtmislerdir. Arastiricilar, fitazin
fitata bagli aktivite gosterdigini ve maksimum aktivitenin pH 6.0-6.5 ve 60°C’de

oldugunu tespit etmislerdir.

Kerovuo et al. (1998) calismalarinda B. subtilis VTT E-68013 bakterisinden fitaz
enzimini saflastirmis ve Kkarakterize etmislerdir. Saflagtirllan enzim maksimum
aktivitesini pH 7.0 ve 55°C’de ortaya koymustur. Enzimin aktivitesi ve stabilitesi i¢in
kalsiyum gerekli iken EDTA aktivitesini kisa siirede kaybettirmektedir. B. subtilis VTT
E68013’in genomik kiitiiphanesinden fitaz genini (phyC) klonlamislardir. Arastiricilar
fitaz enziminin pH ve sicaklik profili nedeni ile yem katki maddesi olarak

kullanilabilecegini belirtmislerdir.

Bhushan and Hoondal (1999) Bacillus sp. BG-11°den saflastirdiklari, termostabil
kitinaz aktivitesinin %90’nin1 Aromex, Captafol, Captan, Chlorothalonil, Dinocap,
Metalaxyl, Sulphur, Triadimefon, gibi fungusit, Acephate, Chloropyriphos,
Cypermethrin, Diclovorus, Dimethoate, Methomyl, Malathion, Methylparathion ve
Monocrotophos gibi insektisitli ortamda litrede 100 pg enzim konsantrasyonunda
aktivitesinin varhigi tespit etmislerdir. Allosamidin kitinazi IC50 ve 48 uM da inhibe
ettigini belirtmislerdir.

Lo et al. (2001) Bacillus’tan Escherichia coli’ye a-amilaz genini aktarmislar ve enzim
sentezini gerceklestirmislerdir. Molekiiler agirligi 65 kDa olan enzim optimum pH 9.0
ve 60°C’de ¢alismaktadir. Enzimin aktivitesi Fe?*, Co?* ve Mn?* ile artarken, Hg?*

ve Cu?* ortaminda inhibe oldugunu bildirmistir..
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Yuli et al. (2004) Endonezyanin Tompaso sicak su kaynagindan kitinaz iireten bir
bakteri izole etmislerdir. 16S rRNA sekans analizine gore; bu Gr (+), spor iireten, gubuk
sekilli, bakteri Bacillus sp. 13.26 olarak adlandirilmistir. Bakteri %5’lik kitin igeren
besiyerinde 72 saat 55°C’de {iretildiginde ekstraselliiler kitinaz {iretmistir. Enzimi
NH4SO,4 (amonyum siilfat) yontemi ile saflastirmislar ve saf enzim molekiiler agirlig
SDS-PAGE’de 60 kDa saptamigtir. Optimum sicaklik 60°C ve optimum pH 7.8 olarak
bulmustur. 70°C’de 5 saat On inkiibasyondan sonra kitinaz aktivitesi korumustur.
Zimogram analizleri ile de enzimin termal stabilitesi dogrulanmistir. 80°C’de 1 saatlik

inkiibasyondan sonra enzim 6nemli derecede korudugunu bildirmistir.

Kuzu (2008) yaptigi ¢aligmada Kkitinaz iireten Bacillus izolasyonu, enzimin kismi
saflastirilmast  ve karakterizasyonu’nu incelemistir. Kitinaz reticisi Bacillus
thuringiensissubsp. kurstaki HBK-51 susu kitin i¢eren dogal ortamdan izole etmis,
biyokimyasal ve morfolojik 6zelliklerin yanisira yag asiti ve 16S RNA dizi analizlerine
gore tamimlamistir. B. thuringiensis HBK-51 susunun kiiltiir siipernatantindan elde
edilen kitinaz, genis pH (3.0-11.0) ve sicaklik (30-120°C) araliginda aktivite
gostermistir  biyodegradasyonunda ve kitobioz iretimini igeren proseslerde

kullanilabilecek 6zellikte oldugunu bildirmistir.

Karagoz (2009) yaptigi ¢calismada bazi PGPR ve biyoajan bakterilerin Marulun gelisimi
ve Marul yaprak lekesi hastaligi tizerine etkilerini incelemistir. Marul gelisimi iizerine
pozitif etkilerde bulunabilecek ve marul yaprak lekesi hastaliginin biyolojik kontroliine
ortam saglayabilecek seviyede PGPR ve biyoajan bakteriler tespit edilerek sera
sartlarinda aktivitelerini arastirmistir. Calismada 40 bakteri straini segilerek, bu
strainlerin molekiiler ve klasik yontemlerle tanilar1 yapilmis. Bu testler sonucunda etkili
oldugu gozlemlenen strainler sera kosullarinda denemeye alinmistir. Calisma sonucunda
marulun gelisimi tizerine olumlu etkileri gézlemlenen ve hastalik gelisimini baskilama
yetenegine sahip izolatlar belirlemistir. Bunlar arasinda hem bitki gelisimini tesvik eden
hem de hastalik gelisimini 6nemli 6lgiide baskilayan Bacillus megaterium KBA-10"un
PGPR ve biyoajan; yine hastalik olusumunu biiyik miktarda baskilayan Pantoea

agglomerans KBA-8 ve RK-198’in biyoajan; tohum dezenfeksiyon calismalarinda
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avantajlar1 ortaya konulan Pantoea agglomerans RK-32’nin ise yine biyoajan olarak

marul bitkisinde basart ile kullanilabilecegi gézlemlemistir.

Karagdz ve Kotan (2010) Yaptiklar1 ¢alismada Diinya’nin degisik bolgelerinde marul
yaprak lekesi hastaligina sebep olan Xanthomonas axonopodis pv. vitians, tilkemizde ilk
olarak 2000 yilinda ortaya ¢ikmustir. Ulkemizde, marulda goriilen bakteriyel
hastaliklarla miicadele i¢in ruhsatlandirilmis hi¢ bir bakterisit de bulunmamaktadir. Bu
calismada, MIS tanilama sonuglarina gore Pantoea (33 izolat), Bacillus (6 izolat) ve
Paenibacillus (1 izolat) cinslerine mensup 40 c¢esit bitki gelisimini tesvik edici
rizobakteri (PGPR) ve bitki gelisimini tesvik edici endofitik (PGPE) bakterinin, hastalik
siddeti ve marulun gelisimine etkileri aragtirllmistir. Biitiin izolatlar MIS (Mikrobiyal

Tan1 Sistemi) ve BIOLOG sistemleri ile tanilamislardir.

Mikicinski et al. (2010) Mali’de Sikasso Bolgesi’'nde geleneksel yontemler kullanilarak
evlerde depolanmis patates yumrularinda asir1 derecede yumusak c¢iiriikliik olustugu
gozlenmistir. Hastalikli patates yumrularindan yapilan izolasyonlarda 17 bakteri izolati
elde edilmistir. Elde edilen izolatlar icerisinde Od23 izolatinin patojenik oldugu, ¢ubuk
sekilli, gram pozitif, endospor formunda ve sar1 pigment irettigi tespit edilmis. Bu
izolatin Sikasso’da depolanmis patates yumrularinda yumusak c¢iiriikliikk hastaligindan
sorumlu oldugu, 5-45°C arasinda gelisme gosterdigi ve optimum gelisme sicakliginin
30-35°C oldugu belirlenmistir. Yapilan morfolojik, biyokimyasal ve 16S rDNA
sonuglarina gére Od23 izolat1 B. pumilus olarak tanilamistir. Arastiricilar tarafindan
yapilan literatiir aragtirmasimna gore; Mali’nin Sikasso Bolgesi’'nde depolanmig
patateslerde B. pumilus’un neden oldugu yumusak ¢iiriikliigiin ilk kez rapor edildigi

bildirilmislerdir.

Rezaei and Taghavi (2010) yapilan bir ¢alismada; Iran'da enfekteli patates yumrular,
havug, seker pancar1 ve salgam kokleri ile marul ve lahana yapraklarindan 42 bakteri
izolat1 edilmistir. Elde edilen izolatlarin c¢ubuk seklinde, gram negatif, fakiiltatif
anaerop, oksidaz ve iireaz negatif oldugu ve patates yumrularinda yapilan patojenite

testlerinde yumusak ¢iiriikliikk olusturdugu belirlenmistir. 42 izolatin 20'si P. c. subsp.
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carotovorum, 6 st Pectobacterium carotovorum subsp. odoriferum, 4’ Pectobacterium

betavasculorum ve 12 izolat ise D. dadantii olarak tanilamiglardir.

Korpole et al. (2011), ¢6p ekosistemindeki karboksimetil seliilaz tireticisi Bacillus’larin
filogenetik yayilimi ve karakterizasyonu iizerinde ¢alismislardir. CMCaz iireten 22 sus
izole edilmis ve bu suslarin optimum tiremelerinin pH 9.0-10.0 araliginda oldugunu
aciklamiglardir. Bu suglardan maksimum CMCaz aktivitesini 50°C’de LFC15 susu

gostermistir.

Altuntas (2011) yaptig1 caligmada, bakteriyosin tireten Pediococcus sp. 13 susunun 16S
rRNA ile tanimlanmasi ve karakterizasyonunu incelemistir. Pedioccoccus acidilactici
13 susunun ve {irettigi bakteriyosinin tanimlanmasi ve karakterizasyonu arastirmistir.
Bakteriyosin iirettigi belirlenmis olan sus, Oncelikle API test kiti ile biyokimyasal
olarak, ardindan 16S rRNA dizi analizi yontemi ile molekiiler olarak tanimlamstir. Tez
calismasinin son asamasinda ise saflastirilmis bakteriyosin, iki boyutlu jel elektroforez,
tripsin enzimi ile parcalama ve MALDI-TOF ile molekiiler agirlik belirleme

basamaklardan olusan islemler basamagi ile tanilamaya ¢alismistir.

Aygiin (2012) baz1 Bacillus izolatlarinin 16S rRNA bolgelerinin molekiiler ve
biyoinformatik karakterizasyonu c¢alismasinda; Morfolojik ve biyokimyasal yontemlere
gore cins ve tiir bakimindan teshis edilmis Bacillus izolatlarinin 16S rRNA bdélgeleri
sekans analizleri ile degerlendirilmis. 16S rRNA bolgelerinin sekans sonuglari gen

bankasinin verilerine gore %99-%100 benzerlik gdsterdigini belirtmistir.

Bal (2012) yaptigi c¢alismada Askale (Erzurum) manyezit ocaklarindan cevher
zenginlestirme  potansiyeli bulunan  bakterilerin  izolasyonu ve  molekiiler
karakterizasyonu’nu incelemistir. Erzurum- Askale sinirlari igerisinde yer alan ti¢ farkli
manyezit madeni ocagindan Ornekler alinarak, cevher zenginlestirme potansiyeli olan
bakterilerin izolasyonu gergeklestirmistir. Elde edilen izolatlarin tam1 ve

karakterizasyonu konvensiyonel (morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal testler) yag
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asiti metil ester profilleri (FAME) ve molekiiler yontemlere (BOX-PCR ve 16S rRNA)

gore yapmistir.

Dadasoglu (2013) yaptig1 ¢alismada Artvin, Erzincan, Erzurum ve Igdir illerinde bazi
meyve ve sebzelerde yumusak ciiriikliige sebep olan bakterilerin izolasyonu amaciyla
calismasini  yapilmis. Klasik ve Molekiiler Yontemler ile Karakterizasyonu’nu
arastirmistir. Artvin, Erzincan, Erzurum ve Igdir il ve ilgelerinde bazi meyve ve
sebzelerde yumusak c¢iiriiklik meydana getiren bakterilerin izolasyonu, klasik ve

molekiiler yontemler araciligi ile tanilanmas1 amaglamistir.

Heshmati (2013) yaptig1 ¢alismada Erzurum da tiiketimine sunulan tavuk eti ve karkas
orneklerinde salmonella spp. varliginin klasik kiiltiir teknigi, yag asidi metil esterleri
(MIS) yontemi ile belirlenmesini incelemistir. Orneklerde, Salmonella spp. varliginin
tespitinde, klasik kiiltiir teknigi (ISO 6579 referans metodu) ve Yag asidi metil esterleri
(MIS) yontemi kullanmustir. Izolasyon sonuclarina gére bu kontaminasyon seviyesi
personel, ekipman ve kesimhane ortamimin yetersiz hijyen kosullarindan

kaynaklanabilecegini vurgulamistir.

Karagdz (2013) yaptig1 caligmada Erzurum ili patates tarlalarindan izole edilen bitki
patojeni streptomyces tiirlerinin tanis1 ve karakterizosyonu’nu incelemistir. Erzurum ili
patates iiretim alanlarinda adi uyuz hastaligina neden olan Streptomyces tiirlerinin tanisi
ve karakterizasyonu hedeflemistir. Uyuz belirtileri tagiyan patates yumrularindan
izolasyonlar yapmis ve Actinomycetes benzeri koloni yapisi sergileyen strainler kiiltiire
ortamima almistir. Bu strainler icerisinden patojenite testleri pozitif degerli olanlar
degerlendirilenler klasik (spor zinciri sekli ve rengi, toksik maddelere duyarlilik,
melanin ve ¢oziinebilir pigment {iretimi) ve molekiiler metotlarla (Polimeraz Zincir
Reaksiyonu=PCR) tanimlamistir. Mikrobiyal tani sistemi (MIS) kullanilarak izolatlarin
yag asidi metil ester profilleri belirlenmis ve patojenite bolgelerindeki hedef genlerin

varlig1 aragtirmistir.
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Sahin (2013) yaptig1 calismada yag asidi ve 16s rRNA sekans analizleri ile tanimlanan
lityum, ¢inko ve mangan direngli bakterilerin biyosorpsiyon yeteneklerinin
belirlenmesi’ni tespit etmeye ¢alismistir. Bu ¢alismanin amaci atik sularda bulunan
mangan, ¢inko ve lityum gibi agir metallerin uzaklastirilmasinda kullanilabilecek etkin
adsorpsiyon yetenegine sahip mikrobiyal suslarin izole edilmesi ve tanimlanmasidir. Bu
amacla, agir metal kirliligi gosteren ylizey sularindan mangan, ¢inko ve lityum
metallerine kars1 yiiksek direng gosteren dort sus izole edilmistir. Izole edilen bu suslar
yag asidi (FAME) analizi ve 16S rRNA sekans analizi gibi molekiiler yontemler

araciligi ile tanimlanmstir.

Karatag (2014) yaptig1 caligmada tunceli bolgesinde satisa sunulan geleneksel savak
tulum peynirlerinin Cronobacter Spp. yoniinden incelenmesi, 16s rRNA dizi analizi ile
alt tiir belirlemesi ve suslarin antibiyotik direncliliginin saptanmasini arastirmistir. Bu
calismada Tunceli ve ilgelerinde piyasada satisa sunulan (Tunceli-Merkez, Hozat,
Mazgirt, Ovacik, Pertek, Pilimiir ve Cemisgezek) toplanan 250-300’er gramlik 100
Savak tulum peyniri 6rnegi kullanmistir. Tulum peynirlerinde Cronobacter spp. analizi
yapilmis ve elde edilen izolat tiplendirilmesi i¢in 16s rRNA dizi analizi kullanilarak 100
ornegin 7’sinin C. sakazakii, 1’inin C. muytjensil ve 1’inin de C. malonaticus oldugu

belirlemistir.

Samantir (2014) yaptigi c¢alismada salgam suyundan izole edilen laktik asit
bakterilerinin  16s rRNA ile tanimlanmasi ve bazi gelisme parametrelerinin
belirlenmesi’ni incelemistir. Calismada, salgam suyundan izole edilen ve fenolik
dekarboksilaz enzimine sahip oldugu saptanan 6 adet izolat (GK1, GK3, GKS, GKI11,
GK12, GK13) 16S rRNA gen bdlgesi dizi analizi ile molekiiler olarak tanimlamistir.
Suslarin farkli NaCl konsantrasyonlarindaki, farkli pH ve sicakliklardaki geligsmeleri
incelemis ve optimum kosullardaki gelisme egrileri saptanmis olup, herbirinin

antimikrobiyel aktivite 6zellikleri arastirmistir.

Tarak¢ioglu (2016) yaptigt calismada Erzurum Ilica kaplicalarindan alinan su

orneklerinden termofilik bakterilerin izolasyonu, identifikasyonu ve Bacillus



15

thermoamylovorans St-10 izolatindan  lipaz enziminin saflagtirilmasi,
karakterizasyonunu incelemistir. Bu ¢alismada, Erzurum-Ilica kaplicalarindan alinan su
orneklerinden termofilik bakterilerin i1zolasyonu, identifikasyonu ve molekiiler
karakterizasyonu gergekletirildi. 16S rRNA sckans analizi sonucunda bu suslarin;
Bacillus licheniformis, B. thermoamylovorans, Brevibacillus brevis, B. agri, B.

borstelensis, Aeribacillus pallidus tiirlerine ait oldugu belirlemistir.

Kumar (1994) evrimsel mesafeleri tahmin etmek, filogenetik agaclar1 yeniden
olusturmak ve molekiiler veriden temel istatistiksel nicelikleri hesaplamak icin MEGA
adli bir bilgisayar programi paketi gelistirilmistir. Bu programda, niikleotid ve amino
asit dizisi verilerinden evrimsel mesafeleri tahmin etmek i¢in ¢esitli yontemler, li¢ farkli
filogenetik c¢ikarim yontemi (UPGMA, komsu birlesim(NJ) ve azami kisaltma) ve
topolojik farkliliklarin iki istatistiksel testi bulunmaktadir. Maksimum kisaltma yontemi
icin, dallanma ve sezgisel aramalarin yeni algoritmalari uygulanmaktadir. Buna ek
olarak, MEGA, niikleotid ve amino asit frekanslari, gecis / transversion Onyargilari,
kodon frekanslar1 (kodon kullanim tablolar1) ve niikleotid ve amino asit sekanslarindaki
belirli segmentlerdeki degisken sitelerin sayis1 gibi istatistiksel nicelikleri hesaplar.
Gelismis ekran {lizeri dizi verileri ve phylogenetictree editorleri, genis bir yazici
yelpazesi ile yayin kalitesinde ¢iktilar kolaylastirir. Entegre ve interaktif tasarimlar, on-
line igerige duyarli yardimlar ve bir metin dosyas: editori MEGA'yr kullanimi

kolaylastirdig: belirtmislerdir.

Bruno et al. (2000) yaptig1 ¢alismada agirlikli komsu birlestirme" veya "Komsuluk"
olarak adlandirilan, uzakliga dayali bir filogenetik agaci yeniden yapilandirma yontemi
sunmuslardir. Komsu katildig1 andan itibaren her takvimde iki takson katilir; Bununla
birlikte, katilmak i¢in bir grup takson sec¢imi igin Weighbor kriteri, mesafe
tahminlerinde olusan hatalarin daha uzun mesafelerde katlanarak daha biiyiik oldugunu
gbz dniine almustir. Olgiit, dizi gelisimi igin bir olasilik modeli altinda hesaplanan farkli
araclar ve varyanslarla korelasyonlu Gauss rasgele degiskenleri olarak modellenen
uzakliklardaki bir olasilik fonksiyonunu temsil etmistir. Miimkiin olan en fazla olasi

filogenetik yeniden yapilandirma ile karsilastirildiginda, Weighbor, niteliksel ve nicelik
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bakimindan benzer agaclar insa ederken ¢ok daha hizli oldugu vurgulanmistir. Komsu,
komsu birligi olan BIONJ ve kisaltma ile gdzlemlenen "uzun dallar1 ¢ekiyor" ve "uzun

dali dikkati dagitmak" sakincalarina nispeten bagisik goriindiigiinii bildirmistir.

Kumar et al. (2016) yaptiklar1 ¢alismada filogenomik ve phylomedicine i¢in birgok
gelismis yontem ve ara¢ iceren Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA)
yaziliminin son siiriimiinii sunmaktadirlar. Bu 6nemli yiikseltmede, MEGA, daha biiyiik
veri kiimelerini analiz etmek i¢in 64-bit bilgi islem sistemlerinde kullanilmak {izere
optimize etmistirler. Aragtirmacilar artik MEGA'da onbinlerce diziyi kesfedebilir ve
analiz edebilir. Yeni siiriim, zaman c¢izelgeleri olusturmak icin gelismis bir sihirbaz ve
gen aile agacglarindaki gen kopyalama olaylarini otomatik olarak 6ngormek i¢in yeni bir
islevsellik de sunuyor. 64 bitlik MEGA iki arayiiz halinde sunuluyor: grafik ve komut
satir. Grafiksel kullanici arabirimi (GUI), Mac OS X'te de kullanilabilen yerel bir
Microsoft Windows uygulamasidir. Komut satirinda M ega, Windows, Linux ve Mac
OS X igin yerel uygulamalar olarak mevcuttur. Bunlar, yiiksek -calistirma ve yazili

analiz imkan1 sundugunu belirtmislerdir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Kullanilan Materyal ve Kimyasallar

Erzurum’ da yerel marketlerden izolasyon igin 06zellikle bozulmakta olan marul

yapraklaridan mikrobiyal yiikiin fazla oldugu diistiniilerek drnekleme yapilmustir.

3.1.1. Kullanilan materyallar

Alet ve cihazlar:

Inkiibatér (Wisecube, KOREA)

Otoklav (Wiseclave Wac-47, KOREA)

Steril Kabin (Safefast Classic 212 359, SINGAPORE)
Calkalayici1 (Shimadzu, PHILIPPINES)

Magnetik Karistiric1 (Heidolph, GERMANY)

Derin Dondurucu (Nuaire -86 Ultralow Freezer, NU6613W37, U. S. A))
Hassas Terazi (Shimadzu, JAPAN)

Buzdolab1 (Argelik, TURKIYE)

Su Banyosu (Memmert WNB14, GERMANY)

Mikrodalga Firin (Argelik, TURKIYE)

Saf Su Cihaz1 (GFL 2004, GERMANY)

Vorteks (Wisemix Vm-10, KOREA)

Dikey Tiip Karistiric1 (GFL 3025, GERMANY)

Santrifiij (Therma Mr23 I, GERMANY)

Mikrobiyal Tanilama Sistemi (MIDI, Inc., Newark, GERMANY)
PCR (Thermo Cycler Block, GERMANY)

Elektroforez Tank1 (Yatay) (OWL B2, U.S.A.)

Elektroforez Akim Saglayici (Biometra Pack P25, GERMANY)
Jel Goriintiileme Sistemi (Biorad Gel Doc 2000, ITALY)
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3.1.2. Kullanilan ¢o6zelti ve besiyerlerinin hazirlanisi

%0,85’lik NaCl cozeltisi: 1 L saf suda 0,85 g NaCl ¢oziildii. Cozelti otoklavda steril
edildi.

Tripticase soy agar (TSA):1 L saf su igerisine40 g tripticase soy agar karisimi (Oxoid)
ilave edildi. Besiyeri otoklavda steril edilerek, 45-50°C’ye kadar sogutulduktan sonra

steril petrilere aktarildi.

Nutrient agar (NA): 1 L saf su igerisine 28 g nutrient agar (Oxoid) eklendi. Besiyeri
otoklavda steril edildikten sonra, 45-50°C’ye kadar sogutulduktan sonra steril petrilere

aktarildi.

Hiicre parcalama (saponification) ¢ozeltisi (¢cozelti 1): 150 ml metil alkol (HPLC
Grade) ve 150 ml steril saf su 1 L’lik renkli ¢ozelti sisesine ilave edildi. Daha sonra kat1
formdaki 45 g sodyum hidroksit (ACS Grade) eklenerek tamamen ¢oziiliinceye kadar
karistirtlarak kullanima hazirlandi (MIS 2005).

Metillestirme (methylation) ¢ozeltisi (¢ozelti 2): 325 ml hidroklorik asit (6 N) ve 275
ml metil alkol (HPLC Grade) 1 L’lik renkli ¢ozelti sisesinde tamamen ¢oziiliinceye
kadar karistirilarak kullanima hazirland1 (MIS 2005).

Saflastirma ¢ozeltisi (¢cozelti 3): 200 ml metil-tert-butil-eter (HPLC Grade), 200 ml
hexan (HPLC Grade) iistiine eklenerek 1 L’lik renkli ¢ozelti sisesine aktarildi tamamen

¢oziiliinceye kadar karistirilarak kullanima hazirland1 (MIS 2005).

Bazik yikama (Base Wash) cozeltisi (¢cozelti 4): 10,8 g kat1 haldeki sodyum hidroksit
(ACS Grade) 900 ml steril saf su igerisinde tamamen ¢oziiliinceye kadar karistirildiktan
sonra 1 L’lik renkli ¢ozelti sisesine aktarildi (MIS 2005).
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TE (10mM Tris, 1ImM EDTA, pH: 8) tamponu: Saf su icerisinde 0,3 g Tris-HCI ve
0,093 g EDTA ¢oziildii ve pH 8’e ayarlandi. Son hacim 250 ml’ye olunca otoklavda
steril edildi (Wilson 1997).

%10’luk SDS c¢ozeltisi: 100 ml steril saf su icerisinde 10 g SDS’nin ¢ozdiiriildii.
Sisenin agzi1 sikica kapatilarak, oda sicakliginda saklandi (Wilson 1997).

Proteinaz K: 20 mg proteinaz K 1 ml steril saf su i¢erisinde olacak sekilde hazirlandi. -
200C’de sakland1 (Wilson 1997).

5 M NaCl ¢ozeltisi: 100 ml saf su icerisinde 29,22 g NaCl’iin ¢oziilmesiyle hazirlandi.
Otoklavda steril edildi (Wilson 1997).

%10 CTAB (Hexadecyl trimetil-ammonium bromide)-0,7 M NaCl ¢ozeltisi: 80 ml
saf su icerisinde dnce 4,09 g NaCl ¢oziildii. NaCl ¢oziilmesinin akabinde karigima 10 g
CTAB eklendi. Toplam hacim 100 ml’ye tamamlandiktan sonra otoklavda steril edildi,
karisim oda sicakliginda saklandi (Wilson 1997).

% 70’lik Etil alkol: 70 ml saf etil alkoliin hacmi steril saf su ile 100 ml’ye tamamland.
-20°C’de tutuldu.

20X Dimetil siilfoksit (DMSO): %100’liik DMSO (Sigma) 2ml’lik eppendorf tiiplerine
aktarilarak, oda 1sisinda muhafaza edildi (Wilson 1997).

Primer ¢alisma konsantrasyonu: Ticari olarak liyofilize formda satin alinan primerler
katolokta yazilan prosodiir dogrultusunda ¢oziillerek ClxV1=C2xV2 denklem
kullanilarak son konsantrasyonu 50 uM olacak sekilde hazirlandi (Baris 2009).

IXTAE Tamponu: 100 ml 10XTAE’nin (Sigma) hacmi steril distile su ile 1 L’ye

tamamlanda.
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Ethidium bromiir ¢ozeltisi: 100 ml steril saf su igerisinde 1 g ethidium bromiir eklendi
magnetik karistirict kullanarak tamamen ¢oziildii. Amber sisede, oda sicakliginda
muhafaza edildi (Baris 2009)

6X yiikleme tamponu: 100 ml i¢in %100’liik gliserolden 40 ml alip, 0,1 g bromfenol
blue ile karistirildi ve hacmi 1x TAE ile 100 mlolacak sekilde hazirlandi. +4°C’de
muhafaza edildi (Baris 2009).

Substratin hazirlams1 (Kitinaz aktivitesi i¢in): 0,02 M Sodyum sitrat ¢ozeltisine
%0,05’lik kitin ilave edilerek hazirlanmistir. C6zelti igerisinde yer alan 0,02 M Sodyum
sitrat tamponu ise; 5,88 g Sodyum sitrat tartilip, distile su ile 100 mL’ye
tamamlandiktan sonra pH 6,0 olacak sekilde hazirlanmistir (Senol 2014)

Renklendirme c¢ozeltisinin hazirlams1 (Kitinaz aktivitesi icin): 0,01 M DNSA

¢ozeltisi i¢in 3,5-dinitrosalisilik asit saf su igerisinde ¢oziilerek hazirlanmistir (Senol

2014).

Substratin hazirlams1 (Fitaz aktivitesi icin): 100 mL 0,1 M asetat tamponu (pH 5,5)
icerisine 2 mM Na-fitat ilave edilerek hazirlanmistir. 0,1 M Sodyum asetat tamponu
hazirlamak i¢in 0,82 g sodyum asetat 100 mL distile suda ¢o6ziindiikten sonra HCI ile
pH 5,5’¢ ayarlanmistir. 2 mM Na-fitat ¢ozeltisi 0,132 g Na-fitat, Sodyum asetat
tamponu lizerine eklenmistir. Reaksiyonu durdurucu ¢ozeltinin hazirlanis1 Reaksiyonu
durdurmak icin %10’luk TCA (Trikloroasetik asit) kullanilmistir. 100 mL distile suda
10 g TCA ¢oziilerek hazirlanmistir (Saribuga 2013).

Renklendirme ¢ozeltisinin hazirlams1 (Fitaz aktivitesi i¢in): Cozelti A: 93,7 mL
distile su igerisine 5,73 mL siilfirik asit (%96’ lik) ilave edilerek %5,5 (v/v) siilfirik asit
cozeltisi hazirlanmistir. Cozelti B: 2,5 g amonyum molibdat, uygun oranda ¢ozelti A’ da
¢Oziinmiis ve son hacim ¢ozelti A ile 100 mL’ye tamamlanmistir. Cozelti C: 2,5 g
demir stilfat, uygun oranda distile suda ¢6ziinmiis ve son hacim distile su ile 100 mL’ye

tamamlanmstir. Icerisine 1-2 damla siilfirik asit ilave edilmistir. Renklendirme
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¢ozeltisi: Dort hacim ¢ozelti B, bir hacim ¢ozelti C ile kanstirilarak renklendirme

¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu ¢6zelti uzun siire bekletilmemelidir (Saribuga 2013).

3.2. Yontem

3.2.1. Marul'dan mikroorganizmalarin izolasyonu

Piyasadan degisik marketlerden toplanan bozulmus marul yapraklarindan
mikroorganizmalar diliisyon yontemi kullanilarak izole edilmistir. Maruldan aseptik
sartlarda yaklasik olarak her bir 6rnekten 9 gr alindi. Mikroorganizma dagilimi dengeli
olmasi igin marul 6rneklerinin degisik bolgelerinden kisimlar alindi. Bu pargalar steril
makasla kiigiik parcalara ayrildi. Pargalanan oOrnekten bir miktar alinarak %0.85'Tik

NaCl sivisi igerinde seyreltildi.

Hazirlanan dilisyon suyunun bir kismi 9'ar ml olacak sekilde deney tiiplerine konuldu
diger kismi ise 90 ml olacak sekilde erlene konuldu. ilk olarak erlendeki 90 ml dilisyon
suyuna 10 gr par¢alanmis marul 6rnegi konuldu. Bu ¢6zelti homojenize edildi. Daha
sonra 100 ml olan ¢ozeltiden 1ml alinarak 9 ml'lik birinci deney tiipiine aktarildi. Sonra
bu islemler 1.tiipten 1 ml alinarak 2. deney tiipiine, 2. deney tliplinden 1 ml alinarak 3.
deney tiipiine eklenecek sekilde devam etti boylece deney tliperindeki mikroorganizma

yogunlugu kademeli olagak sekilde seyrelilmis oldu (Sekin ve Karagoz 2004).
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1 ml
@ 1 mal 1 ml 1 ml
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102

Sekil 3.1. Bakterilerin kaynaktan diliisyon yontemi ile izolasyonu

3.2.2. MIS yontemi ile bakterilerin tanilanmasi

a. Izolatlarin yag asit profillerinin belirlenmesi: -80°C’de gliserollii besiyerinde
saklanan veya yeni izole edilmis bakteri izolatlarmin yag asidi metil ester
ekstraksiyonu, saflastirilmasi ve analizini yapmak igin cihaz ¢aligma sistemi protokolii
izlenmistir. Bilgisayar kontrollii gaz kromatografi sistemi olan Mikrobiyal Tanilama
Sistemi (MIS) kullanilarak kiiltiire alinan izolatlarin yag asit profilleri belirlenmis ve

sistemin kiitiiphanesindeki bilgilerle karsilastirarak bakteri izolatlarin tanis1 yapilmistir.

b. Bakteri izolatlarin NA’da gelistirilmesi: Stok veya yeni izole edilen bakteri
ornekleri NA agar besi yerinde ¢izgi ekim yontemi ile ekildi. 33°C’de 24 saat inkiibe

edildi. 24 saatlik bakteriler alinarak yag asidi esterlerlerinin izolasyonuna baglandi.

C. Yag asidi metil esterlerinin saflastirilmasi: Bu asamada bakterilerin yag asitlerini
saf olarak elde edebilmek i¢in 4 degisik ¢ozelti hazirlandi. Asagidaki asamalar takip
edildi.
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» Besiyerlerinde biiyiitiilen bakterilerin geng kiiltiirleri besiyerinden alinarak steril test
tiiplerine konuldu.

» Test tliplerinin her birine 1 ml ¢6zelti 1’den eklendikten sonra 5-10 saniye ¢alkaland1
ve 5 dakika siireyle 100°C‘lik su banyosunda bekletildi. Tekrar 5-10 saniye
calkalanan test tiipleri 25 dakika siireyle 100°C‘lik su banyosunda inkiibe edildi.
Bdoylece bakteri hiicreleri pargalanarak yag asitlerinin serbest kalmasi saglandi.

» Kullanilan test tiiplerine ¢ozelti 2’den 2 ml eklendi ve 5-10 saniye galkalandiktan
sonra 80°C‘de 10 dakika su banyosunda konuldu.2 dakika buz veya soguk su
icerisinde hizl1 bir sekilde sogutuldu. Bu

» uygulama ile serbest yag asitlerine ester baglart ile metil eklenmis oldu ve yag
asitlerinden yag asit metil esterleri elde edildi. Bu asamada serbest yag asitlerine
yiiksek sicakliklarda uguculuk 6zelligi kazandirir.

» Sogutulmus tiiplere ¢ozelti 3’ten 1,25 ml eklendi ve 10 dakika c¢alkalandi. Bu
basamakta tiiplerde 2 ayr1 faz olustu. Tiiplerin alt kisminda asidik, tist kisminda ise
organik sivi faz olustu. Yag asit metil esterleri organik faz bdlgesinde toplandi.
Bundan dolay1 pastor pipeti kullanarak tiiplerin alt kismindaki asidik faz atildi ve
organik fazla ¢alismaya devam edildi.

» Son olarak her tiipe ¢ozelti 4’ten 3 ml eklenerek 5 dakika calkalandi daha sonra 10
dakika oda sicakliginda tutuldu. Bu ¢ozelti bazik bir ¢ozelti oldugu igin, serbest yag
asit metil esterlerini daha saf elde etmemizi sagladi. Tiip icerisinde tekrar iki ayr1 faz
olustu. Ust fazda toplanan ve yag asit metil esterleri iceren faz pastdr pipeti ile
alinarak 2 ml gaz kromatografisi tiiplerine transfer edildi. Agizlari iyice kapatilan bu
tipler MIS cihazi tizerindeki 6rnek kismina konuldu. MIS cihaz1 caligtirilarak,
ornekler analiz edildi (MIS 2005).

3.2.3. Konvansiyonel testler

Bu biyokimyasal testler yapilan molekiiler testleri desteklemek ve cok yakin molekiiler
dizilere sahip olan suglarin farkli kimyasallara verdikleri tepkileri analiz etmek amac ile

yapilmustir.
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3.2.3.a. Katalaz testi

izole ettigimiz bakterilerin katalaz enzimi bunup bulunmadiklarin1 saptamak amaciyla
katalaz testi yapildi. Katalaz enzimi hidrojen peroksidi su ve oksijene ¢eviren enzimdir.
Bu test sirasinda eger oksijen aciga ¢ikiyorsa kabarciklar gézlemlenir. Bu testin yapilis
asamasinda lam tizerine bir 6ze bakteri koyulur ve daha sonra tizerine 1 damla %3 H;0;
damlatilir. Eger 20 sn icinde gaz c¢ikisi olursa bakteri katalaz pozitiftir, gaz c¢ikisi

olmuyor veya 20sn sonra ¢ikiyorsa katalaz negatiftir (Tarak¢ioglu 2016).

3.2.3.b. KOH testi

Bakterilerin Hiicre duvarlarindaki farkliligin ortaya konulmasi amaciyla yapilan
testlerden biridir. Bu testte lam tizerine once 1 damla steril saf su damlatilir, daha sonra
0zeyle bir miktar bakteri alinip lam {izerinde suyla karistirilir bakteri giizelce su yayilir.
Bu homojenat iizerine, %3 KOH ¢ozeltisinden bir damla damlatiir. Ozeyle
karistirildiginda eger 6ze yukari kaldirildiginda uzama goriiliirse sonu¢ Gram negatiftir

goriilmez ise sonu¢ Gram pozitiftir (Farrab and Reboli 2006).

3.2.3.c. Gram boyama

Bu testte bakterilerin hiicre duvar yapilar1 belirlemek amaciyla Gram pozitif veya Gram
negatif olduklarini belirlemek igin yapilmustir. Izole etti§imiz bakteriler nutrient agar’da
24 saat siireyle gelistirilmistir. Besiyerlerinde gelisen bakterilerden 1 6ze alinarak steril
lam {izerine konulmustur. Uzerine 1 damla su aktarilip iyice lam iizerinde yayim yapulir.
Atesten birkag defa gegirilip kurumasi saglanir. Kuruma islemi gergeklestikten sonra
kristal viyolet boyasi ile 1 dk temas edilir ve 30 saniye boyunca saf su ile yikanir daha
sonra liigol eklenerek 1 dk beklenir ve %96’lik etil alkol ile yilkama yapilir. Saf su ile
iyice yikandiktan sonra safranin boyasi ile muamele edilir. Preperat kurumasi beklenir
kuruma islemi tamamlandiktan sonra mikroskop altinda bakterilerin rengine bakilir.
Gram negatif bakteriler pembemsi renk goriimiine sahipken Gram pozitif bakteriler ise

mor renge sahiptir (Davarc1 2017).
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3.2.4. Molekiiler yontemlerle bakterilerinin tanilanmasi

3.2.4.a. Bakterilerin genomik DNA’larinin izolasyonu

Bakterilerin genomik DNA’larinda Baris (2009)’1n protokolii kullanilmstir.

» Stoktan veya yeni izole edilmis bakteriler ile niitrient agarli besi yerlerinde ¢izgi
ekim yapildi. Inkibasyonda 29°C de 24-48 saat’lik kiiltiirlerden bir 6ze dolusu drnek
toplanarak 2 ml’lik eppendorf tiiplere aktarildi.

» Tiplerdeki drneklerin tizerine 567 pl TE tamponu eklendi ve iyice homojenize edildi.
30 pul %10’luk SDS ve 3 ul proteinaz K eklendi. Alt-iist edilerek karistirilan tiip
37°C’de 1 saat bekletildi.

» 1 saatin sonra tiipe 100 ul 5M NacCl ilave edildi ve karigtirildi.

» Tiipe 80 pl 65°C CTAB/NaCl ¢ozeltisi ilave edilerek karistirlldi ve su banyosunda
65°C’de 10 dakika bekletildi.

> 780 ul Kloroform: izoamil alkol (24:1) ilave edilerek alt-iist edildi. 4°C’de 12000
rpm 5 dakika santrifiij edildi.

» Alt faza dokunulmadan st faz alinarak yeni steril eppendorf tiiplerine konuldu.
Uzerine esit hacim Fenol: Kloroform: izoamil alkol (25:24:1) ilave edilerek alt-iist
edildi. 4°C’de 12000 rpm 5 dakika santrifiij edildi.

» Alt faza dokunulmadan iist faz alinarak yeni steril eppendorf tiiplerine konuldu.
Uzerine 0,6 hacim soguk -20°C izopropanol ilave edilerek alt-iist yapilarak
karigtirlldi. 4°C’de 12000 rpm 10 dakika santrifiij edildi.

» Siipernatant hassas bir sekilde alinarak uzaklastirildi. Tipilin altinda kalan pelet
%70’1ik alkol ile dikkatlice yikand1 ve kurutuldu.

» Kuruyan DNA 100 pl TE tamponunda ¢oziilerek %0,6’lik agaroz jelinde yiiriitiildi.

» Jelde tek parga bant veren ornekler 4°C’ye konularak daha sonraki ¢aligmalar igin
stoklanda.
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3.2.4.b. 16S rRNA geninin PCR yontemi ile cogaltilmasi

Bakterilerin kimlik tanimalarinin yapilmasi igin bakteri sistematigi agisindan 6nemli
olan 16S rRNA’nin sentezlendigi gen bolgesi hedef bolge olarak belirlenmis ve evrensel

primerler kullanilarak in vitro olarak ¢ogaltilmistir.

Reaksiyonun hazirlanmasi: Her bir 6rnek igin; 7 pl 10 x PCR tamponu (100 mM Tris —
HCI, 500 mM KCI, 15 mM MgCI2, %0,01 jelatin pH: 8,3), 1,4 ul dNTP
(deoksintikleotidtrifosfatlar: dATP, dGTP, dCTP, dTTP — 10 mM), 0,7 ul 50 uM

0,7 pl 50 uM primer 27F (forward 5°- AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG -3°), 0,7 pl
50 uM primer 1492R (reverse 5’- GGT TAC CTT GTT ACG ACT T -3°), 2,8 ul
DMSO, 4,2 ul MgCl2, 0,7 ul 5 unit/ul Tag DNA polimeraz ve 51 pl steril saf su ile 68,5
ul’lik reaksiyon karigimi hazirlandi. Karisima son olarak 1,5 ul kalip DNA eklenerek

son hacim 70 pl’ye tamamlandi.

Hazirlanan ornekler, 95°C’de 2 dakika denetiirasyon, bunu takiben 35 dongii olacak
sekilde 94°C’de 1 dakika denatiirasyon, 53°C’de 1 dakika baglanma ve 72°C’de 2
dakika uzama asamalar1 ve son olarak 72°C’de 5 dakika uzama evrelerinden olusacak

sekilde tasarlanan PCR Cihazina konuldu ve hedef bolgeler ¢ogaltildi.

3.2.4.c. 16S rRNA PCR iiriinlerinin elektroforezi

Cogaltilan PCR iiriinleri bu asamada agaroz jel elektroforez yontemi kullanilarak
yiriitiildii. Amag¢ gen bolgelerinin PCR yontemi ile Cogaltilip ¢ogaltilmadigim
belirlemektir. Bu amagla 1,2 gr agaroz iizerine 120 ml 1XTAE tamponu eklendi.
Karigim mikrodalga firinda tamamen ¢oziiniinceye kadar kaynatildi. 50°C’ye kadar
sogutulan agarose jele 0,6 pl etidium bromiir eklendi. Elektroforez jel kuveti igerisine
taraklar yerlestirildikten sonra 15-20 dakika jelin donmasi beklendi . Donan jelden
taraklar ¢ikarildi ve kuvvet icerinde 1XTAE tamponu jelin seviyesini asacak seviyede
konuldu. Jeldeki ilk kuyuya, DNA markirindan [50-100-200-300-400-500-750-1000-
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1400-1500-2000-3000-4000-6000-8000-10000] (Sigma D7058) 8 ul yiiklendi. Diger
kuyulara ise her bir o6rnek i¢in 2 pl 6X yiikleme tamponu, 8 pl PCR ornekleri
karistirilarak yiiklendi.

Orneklerin yiiklendigi elektroforez jel diizenegi 90 volta ayarlanarak 75 dakika
yiriitiildi. Yiritme isleminden sonra jel, jel goriintiileme cihazinda UV 1s1k altinda
goriintiilendi ve bilgisayar ortaminda (DNR Biolmaging Systems Software) analiz
edildi (Baris 2009).

3.2.4.d. PCR sonuclarinin sekans analizinin yapilmasi

Sekans analizi yapan firmanin web sayfasindan alinan analiz sonuglar1 BioEdit ile
analiz edilerek FASTA formatina ¢evrildi. Primerler bulunup 6ncesinde ve sonrasindaki
kisimlar ¢ikarildi. Daha sonra aradaki her iki taraftan okunan kisim kontrol edilerek

diizenlendi. NCBI veri bankasindaki sekans sonuclar ile karsilastirildi.

3.2.5. Tanmilanan bakterilerin Kitinaz ve fitaz aktiviterinin belirlenmesi

3.2.5.a. Kitinaz Enzim aktivitesinin tayini

500 pL enzim ¢ozeltisi ile 500 pL substrat vorteks ile karistirildiktan sonra 30 dakika
37°C’de su banyosunda reaksiyona sokulmustur. Su banyosundan ¢ikarilan tiiplere 750
pL renklendirme ¢ozeltisi ilave edilip daha sonra 10 dakika 80°C’de su banyosunda
bekletilerek reaksiyonun durdurulmasi saglanmistir. Su banyosundan alinan 6rneklerin
lizerine 1300 pL distile saf su eklenmistir. Ornekler kér kullanilarak (500 uL substrat
+750 pL renklendirme ¢ozeltisi + 1500 pL saf su) 540 nm’de spektrofotometrede
Olglilmiistiir (Senol 2014).
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3.2.5.b. Fitaz enzim aktivitesinin tayini

Fitaz enzim aktivitesi i¢in 100 pL enzim ¢dozeltisi ile 250 pL substrat vorteks ile
karistirildiktan sonra 10 dakika 37°C’ye ayarlanmis su banyosunda reaksiyona
sokulmustur. Reaksiyonu durdurmak i¢in 500 pL %I10’luk TCA eklenmistir. Su
banyosundan ¢ikarilan tiiplere 500 pL renklendirme ¢ozeltisi eklendikten sonra 15
dakika inkiibe edilmis ve 3200 devir/dakikada 5 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij
isleminden sonra ornekler kor kullanilarak 700 nm’de spektrofotometrede Olgltim

yapilmistir (Sartbuga 2013).
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Bakteri izolatlarinin Yag Asit Analizi Sonuclari

Izolatlarin yag asiti metil ester profili (FAMES) veya MIS analizleri yapilmis, MIDI
firmasmin Sherlock TSBA6.0 ve ACTINO kiitiiphanesine gore yag asidi profilleri

Cizelge 4.1°de, tani sonuglart Cizelge 4.2°de verilmistir.



Cizelge 4.1. Bakteri izolatlarinin yag asidi profilleri

Bakteri Yag Asiti Profilleri

Izolat1

M1 11:0 | 13:0 | 15:0 15:0 15:0 15:0 15:0 16:1 16:0 17:1 | 17:1 17:0 17:0 18:1
1ISO ISO I1SO 1ISO ISO AntelSO | SO ISO | AntelSO | ISO AntelSO

M2 14:0 | 15:0 | 15:0 16:0 16:1 16:0 17:1 17:0 17:0 18:1
1ISO ISO | AntelSO | ISO ISO ISO AntelSO

M3 12:0 | 12:0 | 13:0 13:0 14:0 15:0 15:0 15:0 16:0 16:0 | 17:01SO | 17:0 17:1 17:1
I1ISO ISO AntelSO | SO ISO ISO AntelSO ISO ISO ISO

M4 12:0 | 12:0 | 13:0 14:0 15:0 15:0 16:0 16:0 17:1 17:1 | 17:01SO | 17:0 18:1 16:0
ISO ISO ISO ISO ISO ISO ISO ISO

M5 13:0 | 14:1 | 15:0 16:0 16:0 17:0 17:0 18:1 18:1 18:0 | 17:01SO | 17:0 19:0 15:0
1ISO ISO I1SO ISO AntelSO AntelSO

M6 13:0 | 14:0 | 14:0 15:0 15:0 16:0 16:0 1 16:1 16:0 16:1 | 17:0 17:0 18:1 18:0
1ISO ISO 1ISO AntelSO

M7 12:0 | 13:0 | 14:0 15:0 16:0 17:0 18:1

M8 Tamimlanamadi.

M9 11:0 | 13:0 | 13:0 14:0 15:0 15:0 15:0 16:0 16:1 16:0 | 17:01SO | 17:0 17:0 18:1
1ISO ISO | AntelSO | ISO ISO ISO AntelSO | ISO AntelSO | AntelSO

0€
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Cizelge 4.2. MIS yontemi ile bakterilerin tanilanmasi sonuglar1

Bakteri izolatlar: MIS tan1 sonuclari
M1 Bacillus pumilus
M2 Bacillus suptilis
M3 Bacillus cereus
M4 Bacillus creus
M5 Chryseobacterium indoltheticum
M6 Bacillus amyloliquefaciens
M7 Pectobacteriume carotovorum
M8 Tanilamada.
M9 Bacillus pumilus

4.2. Konvansiyonel Test Sonugclari

MIS ve 16S rRNA yontemleri ile tanilanan bakteri izolatlarinin bazi kimyasallar ile
verdikleri tepkimeler ve hiicre duvar yapilarin1 belirlemek amaci ile biyokimyasal
testlerden katalaz, KOH ve gram boyama testleri yapildi. Test sonuglar1 Cizelde 4.3’de

verilmistir.

Cizelge 4.3. Izolasyonu yapilan bakterilerin konvansiyonel test sonuglari

Bakteri izolatlar Katalaz testi KOH Gram boyama
M1

M2
M3
M4
M5
M6
M7
M8
M9

+ 4+ |+ |+ |+ ]|+

+ |+ |+ |+

=+

|+ |+ [+ |+ |+ [+
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4.3. Molekiiler Analiz Sonuclari

4.3.1. DNA izolasyon sonucu jel goriintiisii

Bakteriler besiyerlerine ekildikten sonra 24-48 saatlik kiiltiirlerden alinip DNA
izolasyonu yapildi.PCR asamasina gecmeden Once bakteri DNA’larin izolasyonun
dogru bir sekilde yapilip-yapilmadigini tespit etmek amaci ile yapildi. Jel goriintiisii iyi
sonu¢ verirse PCR asamasina gegilir. Bant olusumu olmaz veya kirlilik fazla olursa
DNA izolasyonu tekrarlanir. Bakteri izolatlarinin DNA izolasyon sonuglarmnin jel

goriintlisti Sekil 4.1°de verilmistir.

Sekil 4.1. Bakteri izolatlarinin DNA izolasyon sonuglarinin jel goriintiisii
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4.3.2. 16S rRNA PCR sonuclari

PCR iriinleri jelde yiiriitiiliirken daha once yapilan testlere gore adlandirilmis ve
sonuglar bu adlandirmaya gore goriintiilenmistir. Bu veriler sonucunda olusturulan 9
bakterinin 16S rRNA PCR sonuglar1 Sekil 4.2’de gosterilmistir. Buradaki bantlar
yaklasik olarak 1400-1500 bp uzunluktadirlar.

- ..

Sekil 4.2. 16S rRNA PCR sonucunun jel goriintiisii

4.3.3. Dizi analizi sonuclar:

PCR sonuglari, 16S rRNA gen dizisi belirlenmek ve genomik DNA kiitiiphanesiyle
karsilastirilmak amaci ile sekans sirketine génderilmis ve dizi analizi yaptirilmistir. Dizi

analizi sonucu elde edilen 16S rRNA dizileri Sekil 4.3’te belirtilmistir.
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>M-1 (Bacillus pumilus)

GCTTGCTCCCGGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAG
ACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAGTTCCTTGAACCGCATGGTTC
AAGGATGAAAGACGGTTTCGGCTGTCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTT
GGTGGGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCC
ACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCG
CAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTA
AAGCTCTGTITGTTAGGGAAGAACAAGTGCGAGAGTAACTGCTCGCACCTTGACGGTACCT
AACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGC
GTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAA
GCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGA
GAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCG
AAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGG
ATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCG
CCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACT
GAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGA
AGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAACCCTAGAGATAGGGCTT
TCCCTTCGGGGACAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATG
TTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGC
ACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCA
TGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAGAACAAAGGGCTGCGAGA
CCGCAAGGTTTAGCCAATCCCATAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCG
ACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCC
CGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGCAACACCCGAAGTCGGTGAG
GTAACCTTTA

Sekil 4.3. 16S rRNA gen bolgesinin sekans dizi sonuglari
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=M-2 (Bagillus subtilsy)

GAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTA
AGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGCTTGTTTGAACCGCATGGT
TCAAACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAG
TTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGG
CCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTC
CGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCG
TAAAGCTCTGTTGTITAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGGTACCTTGACGGTA
CCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCA
AGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTCCTTAAGTCTGATGTG
AAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGA
GGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTG
GCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAAC
AGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAAGGGGGTT
TCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCCGGGGGAGTACGGTCGCA
AGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAACATGTGGTTTAA
TTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAG
GACGTCCCCTTCGGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTICGTG
AGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGT
TGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAAT
CATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAGAACAAAGGGCAGC
GAAACCGCGAGGTTAAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAA
CTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACG
TTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGG
TGAGGTAAC

Sekil 4.3. (devam)
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>M-3 (Bacillus thuringiensis )

ATTGAGAGCTTGCTCTCAAGAAGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCT
GCCCATAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAACATTTTGAAC
CGCATGGTTCGAAATTGAAAGGCGGCTTCGGUTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCA
TTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGUAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGG
GTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGG
GAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTT
TCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCT
TGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGT
AGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGT
CTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGT
GCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAA
CACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGE
GAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTA
GAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACG
GCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTG
GTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGAAAACCCTAG
AGATAGGGCTTCTCCTTCGGGAGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGT
GTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCATCA
TTAAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACG
TCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAAAG
AGCTGCAAGACCGCGAGGTGGAGCTAATCTCATAAAACCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGG
CTGCAACTCGCCTACATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTG
AATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGA
AGTCGGTGGGGT

Sekil 4.3. (devam)
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>M-4 (Bacillus cereus)

GCTTGCTCTCAAGAAGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATAA
GACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAACATTTTGAACCGCATGGTT
CGAAATTGAAAGGCGGCTTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGUGTCGCATTAGCTAGT
TGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGC
CACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCC
GCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGT
AAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTAC
CTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAA
GCGTTATCCGGAATTATTGGGUGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTITCTTAAGTCTGATGTGA
AAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAG
GAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGTGG
CGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA
GGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTC
CGCCCTTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGLCTGGGGAGTACGGCCGCAAGG
CTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTC
GAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGAAAACCCTAGAGATAGGG
CTTCTCCTTCGGGAGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAG
ATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCATCATTAAGTTG
GGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCA
TCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAAAGAGCTGCAA
GACCGCGAGGTGGAGCTAATCTCATAAAACCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACT
CGCCTACATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTT
CCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCAC

Sekil 4.3. (devam)
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=M-5(Chiyseobacterium indoltheticum)

TCTCAAGAAGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATAAGACTG
GGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAACATTTTGAACCGCATGGTTCGAA
ATTGAAAGGCGGCTTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGT
GAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACA
CTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAA
TGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAA
CTCTGITGTTAGGGAAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAA
CCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGT
TATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGC
CCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAA
GTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAA
GGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGAT
TAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCC
CTTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGA
AACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAG
CAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGAAAACCCTAGAGATAGGGCTTCT
CCTTCGGGAGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTT
GGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCAC
TCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATG
CCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAAAGAGCTGCAAGACCG
CGAGGTGGAGCTAATCTCATAAAACCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCT
ACATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGG
GCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACAC

Sekil 4.3. (devam)
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>M-6 (Bacillus amvloliquefaciens)

GCTCCCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTG
GGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGGTTGTCTGAACCGCATGGTTCAGAC
ATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTG
AGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACAC
TGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAAT
GGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGC
TCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCCGTTCAAATAGGGCGGCACCTTGACGGTACCTAAC
CAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTT
GTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCC
CCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAG
TGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAG
GCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATT
AGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCC
CTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAA
ACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGC
AACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGTCCC
CTTCGGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTG
GGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACT
CTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGC
CCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAGAACAAAGGGCAGCGAAACCG
CGAGGTTAAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCAGITCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACT
GCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAAT

Sekil 4.3. (devam)
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>M-7 (Pectobacterium carotovariom)

GCTTGCTCTTTGGGTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATG
GAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACCTCGCAAGAGCAAAGAG
GGGGACCTTCGGGCCTCTCGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGAGG
TAATGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGA
ACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGC
GCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTT
CAGCGAGGAGGAAGGCGGTAAGGTTAATAACCTTATCGATTGACGTTACTCGCAGAAGA
AGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCG
GAATGACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTTAAGTTGGATGTGAAATCCCCGG
GCTTAACCTGGGAACTGCATTCAAAACTGACAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGA
ATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGLGG
CCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGAT
ACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGATTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGC
TTCCGGAGCTAACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCA
AATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGC
GAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAATTAGCTAGAGATAGCTGAGTGCCTTCG
GGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTA
AGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGATTCGGTCGGGAACTCAAA
GGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCT
TACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGTATACAAAGAGAAGCGACCTCGCGAG
AGCAAGCGGACCTCATAAAGTACGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCAT
GAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGAATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGCCT
TGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAA

Sekil 4.3. (devam)



41

=M-8 (Bacillus safensis)

TGCAGTCGAGCGGACGAGAAGAGAGCTTGCTCCCGGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGT
AACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGAGCTAATACC
GGATAGTTCCTTGAACCGCATGGTTCAAGGATGAAAGACGGTTTCGGCTGTCACTTACAG
ATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATGCGT
AGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACG
GGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGT
GAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCGAGAGT
AAcACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTG
GCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGAT
GTGAAAGCCCCCGGLTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGA
AGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCA
GTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCG
AACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGG
GTTTCOGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCG
CAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTT
AATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAACCCTAGAGAT
AGGGCTTTCCCTTCGGGGACAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCG
TGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTTA
GTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAA
ATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAGAACAAAGGGCT
GCGAGACCGCAAGGTTTAGCCAATCCCATAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGC
AACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATA
CGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGCAACACCCGAAGTC
GGTG

Sekil 4.3. (devam)
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=M-9 (Bacillys pumilus)

AGCTTGCTCCCGGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAA
GACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAGTTCCTTGAACCGCATGGTT
CAAGGATGAAAGACGGTTTCGGCTGTCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGT
TGGTGGGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGC
CACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCC
GCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGT
AAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCGAGAGTAACTGCTCGCACCTTGACGGTACC
TAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAG
CGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAA
AGCCCCCGGLCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGG
AGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGC
GAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAG
GATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCC
GCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGAC
TGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCG
AAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAACCCTAGAGATAGGGCT
TTCCCTTCGGGGACAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGAT
GTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGG
CACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATC
ATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAGAACAAAGGGCTGCGAG
ACCGCAAGGTTTAGCCAATCCCATAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTC
GACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTC
CCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGCAACACCCGAAGTCGGTGA
GGTAACC

Sekil 4.3. (devam)

4.3.4. 16S rRNA sekans sonuclarina gore bakterilerin tanilanmasi

Sekans sonucu elde ettigimiz diziler blastlandi. Blast sonuglar1 NCBI kiitiiphanesinde
taranarak kiitiiphanedeki bakteri gen dizileri ile bizim bakterinin gen dizileri
karsilagtirildi ve benzerlik oranina gore tanilama yapildi. Tanilama sonuglar Cizelge

4.4°te verilmistir.
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Cizelge 4.4. Bakteri izolatlarinin 16S rRNA yontemi ile tanilama sonuglari

Bakteri izolatlar: 16S rRNA tani sonuclan
M1 Bacillus pumilus
M2 Bacillus subtilis
M3 Bacillus thuringiensis
M4 Bacillus cereus
M5 Chryseo bacterium indoltheticum
M6 Bacillus amyloliquefaciens
M7 Pectobacteriume carotovorum
M8 Bacillus safensis.
M9 Bacillus pumilus

4.3.5. MIS ve 16S rRNA tanilama sonuclarinin karsilastirilmasi

Yag asidi metil ester (MIS) yontemi ve 16S rRNA gen dizilerinin kullanilarak yapilan
analiz sonuglar1 karsilastirildi. Bu iki yontem bakterileri tanilamada ve karakteriztik
ozellikler belirlemede en ¢ok tercih edilen metotlardir. Karsilastirma sonuglart Cizelge

4.5’te verilmistir.



Cizelge 4.5. MIS ve 16S rRNA tanilama sonuglarinin karsilastirilmasi

Bakteri 16s rRNA tani sonucu
) MIS tan1 sonucu .
izolatlar1 Bakteri tanisi
0
M1 Bacillus pumilus 6100
Bacillus pumilus
. . %100
M2 Bacillus subtilis Bacillus subtilis
) %100
M3 Bacillus cereus Bacillus thuringiensis
0
M4 Bacillus cereus . /100
Bacillus cereus
M5 Chryseo bacterium %100
indoltheticum Chryseo bacterium indoltheticum
M6 Bacillus %100
amyloliquefaciens Bacillus amyloliquefaciens
M7 Pectobacteriume %100
carotovorum Pectobacteriume carotovorum
M8 Tanilanamadi %100
Bacillus safensis.
) ) %100
M9 Bacillus pumilus Bacillus pumilus

4.3.6. Filogenetik agac

16S rRNA genine ait hizalama sonuglar1 kullanilarak izolasyonu yapilan tiirlerinin
evrimsel analizi yapildi. Izole edilen tiirlerinin evrimsel yakiliklarmi belirlemek icin
Komsu Birlestirme (Neighboor-joining tree) yontemi 1300 tekrarli dizi kullanilarak

Sekil 4.4’te goriilen filogenetik agag olusturuldu.



M-8 (Bacillus safensis)

AN
100 I-9_(Bacillus_pumilus)
99 WM-1 {Bacillus pumilus)
M-2 (Bacillus subtilst)
100 . . .
-6 (Bacillus amyloliguefaciens)
-3 (Bacillus thuringiensis )
100 -4 (Bacillus cereus)
33

M-5 {Chryseobacterium indoltheticum)

M-7 (Pectobacterium carotovorum)

Sekil 4.4. Bakteri izolatlarinin akrabaliklarinin filogenetik agacta gosterimi (Neighboor-
joining tree)

Biyoinformatikte, komsu birlestirme, 1987'de Naruya Saitou ve Masatoshi Nei
tarafindan olusturulmus filogenetik agaclarin olusturulmasi i¢in asagidan yukariya
(aglomeratif) bir kiimeleme yontemidir. Genellikle DNA veya protein sirasi verilerine
dayanan agaglar i¢in kullanilir, algoritma agacin olusturulmasi i¢in her bir ¢ift takson

arasindaki (6rn. Tiirler veya diziler) mesafenin bilgisi gerektirir.

4.3.7. Bakterilerin petriye ekilmesi ve morfolofik analizleri

Kiiltiire alinan bakterilerin ¢izgi ekim yontemi ile c¢izilmistir. Burada saf koloni
yapilarina bakilmig ve yapilan ¢alismalar bu kolonilerden devam edilmistir. Sekil 4.5°te
saf koloni olarak elde edilmis bakterilerin kati kiiltiir ortanimdaki koloni yapilari

gosterilmistir.
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M3

Sekil 4.5. Bakterilerin petriye ¢izgi ekim ydtemi ile goriintiileri
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Sekil 4.5. (devam)
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M9

Sekil 4.5. (devam)

4.4. Bakterilerin Kitinaz ve Fitaz Aktivite Sonuclari

4.4.1. Kitinaz aktivitesi sonuclari

[zolasyonunu ve tanilamasi yapilan bakteri izolatlarmin normal sartlar aldinda
(laboratuvar sicakliginda) aktiviteleri olgtildii. Kitinaz enzim aktivite sonuglart Cizelge

4.6°da verilmistir.
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Cizelge 4.6. Maruldan izole edilmis bakterilerin kitinaz enzim aktivite sonuglari

Bakteri Kitinaz Enzimi Aktivite
izolatlar Sonuclari(EU/MI)

M1 0,195

M2 0,224

M3 0,230

M4 0,228

M5 0,186

M6 0,264

M7 0,214

M8 0,256

M9 0,273

4.4.2. Fitaz aktivitesi sonuclari

Izolasyonunu ve tanilamasi yapilan bakteri izolatlarmin normal sartlar aldinda
(laboratuvar sicakliginda) aktiviteleri 6l¢iildii. Fitaz enzimi aktivite sonuglar1 Cizelge

4.7’te verilmistir.
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Cizelge 4.7. Maruldan izole edilmis bakterilerin fitaz enzim aktivite sonuglari

Bakteri Fitaz EnzimiAktivite
izolatlar Sonug¢lari(EU/mL)

M1 43,98

M2 37,51

M3 73,23

M4 40,19

M5 51,57

M6 59,16

M7 55,14

M8 43,31

M9 34,83




o1

5. TARTISMA ve SONUC

Bu ¢alismada, Erzurum da toplanan ticari marullardan 9 farkli koloni yapisina sahip
strain izole edilmistir. Izole edilen bakteriyel strainlerin molekiiller 16S rRNA ydntemi
MIS analizi yontemleri kullanilarak tanilama yapilmistir. MIS tan1 sonuglar1 ve 16S
rRNA sonuglar karsilagtirildiginda MIS tani sonuglarinin mikroorganizmayi tanilamak
icin cins seviyesinde tespit i¢in yeterli oldugu gozlenirken tiir diizeyinde tanilamada
kesin sonuglar vermedigi gozlenmisitr. 16S rRNA sonuglarmin tiir diizeyinde
tanilamada daha etkili ve kesin sonuglar verdigi tespit edilmistir. Yapilan ¢caligmada elde
edilen mikroorganizmalarin biiyiik boliimiiniin Bacillus cinsi organizmalar oldugu tespit
edilmistir. Bu cinsin iyeleri; tireme kosullar1 ve metabolik ihtiyaglar ile DNA baz
kompozisyonlarindaki farkliliklarindan dolay1 biiyilik oranda gesitlilik gosterir (Adigiizel
2006). Yaptigimiz ¢alisma sonucunda da benzer bulgulara ulasilmis olup, elde ettigimiz
Bacillus grubu mikroorganizmalar ve diger gruplar arasinda morfolojik, biyokimyasal

ve genetiksel farkliliklar gozlenmistir.

[zolatlarin tanilanmasi igin ilk olarak yag asit profillerini kullanan mikrobiyal tanilama
sistemi (MIS, MIDI Sherlock v.6.0) kullanilmistir. Bu sistem ile izolatlarin yag asit
profilleri belirlenmistir. Elde edilen sonuglara gore izolatlar gruplandirilmis ve yag

asitleri karsilastirilarak karakteristik 6zellikleri tespit edilmeye ¢alisilmistir.

MIS sistemi Sherlock 6.0 kiitiiphanelerine bakilarak karsilastirma yapilmistir. 16S
rRNA sonuglar1 ile MIS sonuglar1 elde edilen tanilama sonuglar1 karsilastirilmis ve

benzerlik durumlar1 gosterilmistir.

M1 ve M9 izolatlari, yag asit profilleri bakimindan Bacillus pumilus olarak
tamlanmustir. izolatlarda en yogun bulunan yag asidi C15:0 iso olmustur. Yogun olarak
bulunan diger yag asitlerinin ise; C15:0 anteiso, C17:0 iso ve C17:0 anteiso olduklari
belirlenmistir. C15:0anteiso ve C17:0 anteiso yag asitleri B. cereus izolatlarina gore ¢cok

fazla bulunmaktadir. Bu oranlar Kaneda (1977)’nin ve Song et al. (2000)
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caligmasindaki B. pumilus izolatlart ile farklilik gostermektedir. Yapilan 16S rRNA
sekans sonuglar1 da ayn1 sonucu vermistir. M1 ve M9 6rnekleri Bacillus pumilus suslar

olarak tanilanmistir.

M2 izolati, yag asidi profili bakimindan Bacillus subtilis olarak tanilanmistir. En fazla
bulunan yag asidi C16:0 olmustur. Bunun disinda C17:0iso yag asitleride bol miktarda
bulunmaktadir. Yapilan 16 S rRNA sekans sonucunda M2 straini Bacillus pumilus

olarak tanilanmistir.

M3 ve M4 izolatlari, Bacillus ,cereus olarak tanilanan izolatlar1 olusturmaktadir. Bu
grupta en fazla bulunan yag asiti C15:0 iso olup, Yogun olarak bulunan diger yag
asitlerinin ise; C16:0, C17:1iso ve C17:0 iso olduklar1 belirlenmistir. Bu oranlar Kaneda
(1977)’nin ve Song et al. (2000) calismasindaki B. cereus izolatlar1 ile uygunluk
gostermektedir. Yapilan 16S rRNA dizi analizi sonucunda M3 ornegi Bacillus
thuringiensis olarak tanilanmistir. Bu sonu¢ yag asidi metilesterleri analizi (MIS)
sonucu ile uyusmamaktadir. 16S rRNA dizi analizi sonucunda M4 6rnegi Bacillus

cereus straini olarak tanimlanmustir.

M5 izolati, Chryseobacterium-indolthericom (flavobacterium) olarak tanilanmistir. Bu
grupta en fazla bulunan yag asitleri C16:0, C17:0iso ve C18:1 yapisina sahiptir. Bu
ornegin 16S rRNA sonucu M5 straini Chryseobacterium olarak tanilanmistir

M6 izolati, MIS sonucunda Bacillus amyloliquefaciens olarak karakterize edildi. Yag
asidi bakimindan en fazla bulunan yag asiti C15:0 olarak karakterize edildi. Bol
miktarda bulunan diger yag asitleri C16:0, C16:1 ve C17:0'dir. 16S rRNA analiz
sonucunda Bacillus amyloliquefaciens olarak tanilandi. Yag asidi metil ester (MIS)

sonucu ile 16 s rRNA sonucu arasinda paralellik vardir.

M7 izolati, MIS sonucunda Pectobacteriumcarotovorum olarak karakterize edildi. 16S

rRNA analiz sonucunda P. carotovorum olarak tanilanmustir.
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M8 izolati, yag asidi profilleme sistemi olan MIS sisteminde yag asidi profili tam olarak
tespit edilememistir. Bunun nedeni bu sistemin kiitiiphanesinin yenilenmemis olmas1 ve
biitiin bakteri izolatlarinin bulunmamasi veya sistem i¢in numune hazirlanirken yeterli
konsantrasyon saglanamamasindan kaynaklaniyor olabilir. Bu 6rnek yapilan 16S rRNA

analizi sonucunda Bacillus laevolacticus olarak tanilanmustir.

MIS analiz sonuglart ile 16S rRNA analiz sonuglarini karsilastirdigimizda sonuglarin
bazen uyusmadigini gormekteyiz. MIS sistemi eski ve giivenilirlik orani diisiiktiir.
Bunun nedeni yag asidi kiitiiphanesinin dar olmasi, kiitiiphanenin siirekli yenilenmesi
gerektigi ve tanilanamamis birgok tiiriin bulunmasi nedeni ile sonuglarin tanilanma
amaci ile degil mikroorganizmalarin karakteristik 6zelliklerinin belirlenmesi amaci ile
kullanilmas1 daha verimli sonuglar elde etmemizi saglayacaktir. Yag asidi analizi
sonucu elde edilen yag asidi profilleri ve bakteri strainlerinin benzerlikleri Baris (2009)

ve Kotan (2002)‘in yaptig1 ¢calismalar ile parallelik gostermistir.

16S rRNA yontemi son yillarda iizerinde ¢alisilan ve gelistirilmekte olan bir yontemdir.
Yapilan molekiiler ¢aligmalar ve canlilarin sekans dizilerinin belirlenmesi ile DNA ve
cDNA kiitliphaneleri olusturulmaktadir. Bu kiitiiphanelerde tanilanan gen dizileri
depolanmaktadir. Biyoinformatiginde bu calisma alanina eklenmesi sonucu bu diziler
bilgisayar ortaminda karsilastiriip daha hizli ve dogru sonuglar elde edilmeye

baslanmistir.

Izole edilen mikroorganizmalarin biiyiik béliimiiniin Bacillus cinsi organizmalar oldugu
gozlemlenmistir. Bu cinsin tyeleri; gerek tireme kosullar ve metabolik ihtiyaglar
gerekse DNA baz kompozisyonlarindaki farkliliklardan dolay biiyiik cesitlilik
gosterirler (De Souza and Martins 2001). Yapilan bu ¢alismada sonucunda elde edilen
Bacillus grubu mikroorganizmalarn morfolojik, biyokimyasal ve genetiksel ozellikleri

bakiminda birbirinden farkli yapiya sahip oldugu belirlenmistir.

Mikroorganimalar1 ayirt etmek i¢in yapilan konvansiyonel test sonuglarina bakildiginda

tim mikroorganizmalar katalaz pozitif oldugu, Pectobacteriume carotovorum harig
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diger biitiin izolatlarin KOH testi ve gram boyama sonuglari pozitif ¢ikmistir (Cizelge
4.3).

Sadece morfolojik ve biyokimyasal oOzellikler goz Oniine alindiginda yapilan
siniflandirmada kesin ve tam bir tan1 vermediginden, bu c¢alismalara yaninda bazi
fenotipik ve genotipik yontemlerinde yapilmasi gerektigi vurgulamistir (Guillorit et al.
1996; Mora et al. 1998; Gumiisel 2002). Bakteriyel strainlerin familya, cins ve tiir
seviyesinde tespitinde yag asidi metil esterleri analiz yontemi, (FAMESs), metabolik
(Biolog Microplate Assay) ve genomik (PCR) profilleme yontemleri yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu yontemlerden 16S rRNA ve 16S-23S rDNA baz dizi analizi
yontemi Ozellikle kiiltiire edilmemis mikroorganizmalarin smiflandirilmasinda bilim
diinyasina 6nemli avantajlar saglamistir (Lee et al. 1997; Buyer 2002b; Goto et al.
2003). Tami ve karakterizasyonda bir¢ok yontemin birlikte kullanilmasi sonuglarin
giivenilirlik derecesini arttirdigi ve bir metotla tanilanmayan 6zelligin diger metotla

tespit edilebildigini gostermistir (Adigiizel 2006).

Evrimsel uzaklik verilerinden filogenetik agaglari yeniden olusturmak igin komsu
birlestirme yontemi denilen yeni bir yontem Onerilmistir. Bu yontemin ilkesi, yildizl
agactan baglayarak OTU'larin kiimelenmesinin her asamasinda toplam dal uzunlugunu
en aza indirgeyen operasyonel taksonomik birimlerin (OTU'larin [= komsulari])
ciftlerini bulmaktir. Bu yontemi kullanarak dal uzunluklar1 ve kisacik bir agacin
topolojisi hizli bir sekilde elde edilebilir. Bilgisayar simiilasyonunu kullanarak, bu
yontemin dogru kok salmayan agacit elde etmede bes agaglandirma yoOntemiyle
karsilastirilmasi: agirliksiz ¢ift grup yontemi, Farris yontemi, Sattath ve Tversky
yontemi, Li'nin yontemi ve Tateno Ve arkadaslarinin modifiye Farris yontemi. Yeni
komsu birlestirme yontemi ve Sattath ve Tversky'nin yontemi genel olarak diger

yontemlerden daha iyi bir yontemdir (Saitou 1987).

Dogru filogenetik agaci elde etmek i¢in ¢esitli aga¢c yapim yontemlerinin goreli
etkinlikleri bilgisayar simulasyonu kullanilarak incelenmistir. Bu yontemler; Fitch-

Margoliash (FM), maximum-parsimony (MP), maximum-likelihood (ML), minimum-
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evrim (ME) ve komsu-birlestiren (NJ) yontemleridir. Her biri 300 veya 600 niikleotid
uzunlugunda olan altt DNA dizisinin evrimsel degisikliklerini simiile edilmistir.
Niikleotid ikamesinin sabit ve degisken oranlar diisiiniilmiistiir. Uretilen DNA dizileri,
bes aga¢ yapim yontemini uygulayarak filogenetik agaclar1 yeniden yapilandirmak igin
kullanmiglar ve elde edilen agaglar model (dogru) agag ile karsilastirmis. Bu islem her
vakada 50 kez tekrarlanmis ve asagidaki sonuglari elde etmisler: (1) FM yontemi igin
dogru agacin elde edilme verimliligi, diger yontemlerinkinden oldukga diisiiktiir. (2) NJ
ve ME yontemleri dogru agacin elde edilmesinde yiiksek bir performans gostermis ve
nispi etkinlikleri birbirine benziyormus. (3) Uzak metotlar (NJ, FM ve ME) igin,
diizeltilmis niikleotid ikameleri kullanilarak elde edilen sonuglar, farkli dallar arasinda
ikame orani biiylik oranda degistigi zaman niikleotid farklarimi kullanarak elde
edilenlerden ¢ok daha iyi sonuglar verdi. (4) ML y6ntemi, sabit bir niikleotid degisimi
orani varsayildiginda NJ ve ME yontemlerinden biraz daha diisiiktii ancak, evrimsel hiz
dallar arasinda biiyiik 6l¢iide degistiginde, son iki yontemden biraz daha iyi sonuglar
vermistir. Hesaplamanin zamanini géz oniine alirsak, NJ (Neighboor-joining) metodu

tercih edilen bir yontem oldugunu ileri siirmiislerdir (Saitou and Imanishi 2017). Bu

calismada NJ yontemi ile ¢izilen agag sekil 4.4’te gosterilmistir.

Son yillardaki enzim endiistrisinde goriilen hizli gelismeler, modern biyoteknolojideki
evrim sayesindedir. Enzimler, ilk ¢aglardan beri tabiatta peynir, maya, sarap, sirke, bira
gibi igecek ve gidalarin ayrica deri, keten, ¢ivit mavisi vb. {lirlinlerin iiretiminde

kullanilmistir (Kirk et al. 2002).

Biyoteknolojik evrim siireci baglamadan 6nce, enzimlerin saf veya iyi bir sekilde dizayn
edilmis formlar1 kullanilmamaktaydi. 20. yy’in son donemlerinde fermentasyon
teknolojilerinin gelistirilmesi ve oOzellikle enzimlerin {iiretimi i¢in segilen uygun
organizma suslarinin kullanilmasiyla ¢ok biiylik saflikta, i1yi karakterize edilmis ve
bliylik 6lcekli enzim iiretimi saglanmistir. Bu bilimsel gelismeler sayesinde; deterjan,
tekstil, nisasta endiistrilerini i¢ine alan gercek endiistriyel iirlinlerin ve siireclerin igine

enzimler girmistir. Rekombinant DNA teknolojisi liretim yontemlerini ilerleterek daha
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once kolay bir sekilde iiretilemeyen enzimlerin daha kolay ve saf bir sekilde elde

edilmesini ve ticarilestirilmesini saglamistir (Kirk et al. 2002).

Ayrica modern biyoteknolojideki yeni gelismeler; protein miihendisligi ve endiistriyel
enzimlerin 1iyilestirilmesinde yeni c¢alismalar yapilmis ve Onemli ilerlemeler
kaydedilmistir. Bu gelismeler enzimlerin yeni/farkli aktivitelerini ortaya koymak, yeni
donem sartlarina adapte etmek ve bunlarin endiistriyel amagla kullanimlarin1 daha da

genis bir alana yaymay1 miimkiin kilmistir (Kirk et al. 2002).

Enzimler, uygun oranlarda yiiksek spesifite ile kimyasal reaksiyonlar1 katalizler. Bu
reaksiyonlar biitiin canli organizmalarin metabolizmalarinin temelidir. Enzim
endiistrileri verimli ve ekonomik biyokatalitik doniistimleri saglamak i¢in mitkemmel

firsatlar saglamistir (Pandey et al. 2008).

Enzim teknolojisinin giderek yaygin bir kullanim alani bulmasi, iiretilen {iriinlerin
ekonomik degerinin yiiksek olmast, kalinti miktarinin daha az olmasi vs. gibi avantajlari
ile ilgili biyoteknolojik agidan; bu endiistriyel enzimlerle ilgili bakteri potansiyellerinin
tespiti olduk¢a 6nem kazanmistir. Bu yonden yapilan tiim bakteriyolojik ¢alismalarda
enzim Uretim kapasitelerinin tespiti endiistriye bu bakterilerin sunulmalar: agisindan
gereklidir. Yaptigimiz ¢alismada, bu bakterilerin, fitaz enzim aktivitesi gosterip
gostermedikleri arastirilmigtir. M1, M2, M4, M8, M9 suslart diisiikk fitaz enzimi
aktivitesi gostermelerine (ortalama 39.98 EU/mL) karsin, M3 en yiiksek (73,23
EU/mL), M5, M6, M7 ortalama olarak (55,29 EU/mL) deger gostermislerdir. Bu
degerlerin yiiksek olmamalarinin substrati iyi kullanamamalar1 ile ilgili oldugu

diistiniilmiistiir.

Bu bakterilerde kitinaz enzimi aktivitesi gostermeleri beklenmesine karsin, bakterilerin
mutasyon ve gen aktarimlarinin siirekli olmasi nedeniyle Diisiik aktivite
gosterebilecekleri diigiiniilerek arastirilmistir. Bulunan sonuglar diisiik aktivite oldugunu
gostermektedir. M1, M5, M7, suslar1 bakteriler arasinda kitinaz aktivitesini en diisiik

gosteren grup olmustur. En yiiksek aktivite gdsteren M9 susu olmustur.
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Ekonomik oOneme sahip bir bitki olan marulun bozucu etkiye sahip olan
mikroorganizmalar1 belirlenmeye c¢aligilmistir. Bu ¢aligmanin sonuglanmasi ile birlikte
literatiire yeni mikroorganizmalar kazandirilmistir. Tanimlanan Bu bakterilerin enzim
aktivitelerine bakilmis olup, yiiksek fitaz ve kitinaz aktivitesine sahip olan bakteriler
teknolojide degerlendirmek {izere tavsiye edilecektir. lyi tarrm uygulamalari
kapsaminda alandan izole edilen mikroorganizmalardan gelistirilen mikrobiyal
giibrelerin kullanimi son yillarda artmistir. Bu nedenle mikrobiyal giinbreye yonelim
ortamdaki mikroorganizma yiikiiniin belirlenmesi bu organizmalarin aktiviterinin tespiti
stirdiiriilebilir tarimda organik giibredeki mikrobiyal yiik acisindan 6nemlidir. Bu alanda

gelistirilecek olan mikrobiyal giibre i¢in detayli calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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