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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

PECTOBACTERIUM CAROTOVORUM’UN iZOLASYONU, 16S rRNA iLE
TANILANMASI, BAKTERININ FiTAZ ENZIM AKTIVITESI VE
KARAKTERIZASYONU

Safa Mustafa KILIC

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

Danisman: Dog. Dr. Neslihan DIKBAS

Fitazlar; hayvanlar, bitkiler ve mikroorganizmalar tarafindan tretilebilmektedir. Fakat
ticari amacla kullanimlar1 ve biyoteknolojik uygulamalar igin iimit vaat edici olani,
mikrobiyal kaynakli olanlardir. Myo-inositol fosfatlarin hazirlanmasinda kullanilan
fitazlar, gida sanayinde, topragi iyi hale getirmede ve kagit endiistrisinde de tercih
edilmektedir. Biyoteknoloji ise kullanim alanlar1 artan fitaz enzimleri ile birlikte,
giiniimiizde kullanilan ve ilerleyen yillarda da bu enzimleri gerek tliretmede gerekse
ozelliklerinin gelistirilmesinde kullanilacak oldukg¢a etkili bir aractir.

Bu ¢alismada, maruldan izolasyonu yapilmis olan Pectobacterium carotovorum
susunun molekiiler olarak tanilanmasi ve yeni bir mikrobiyal kaynaktan fitaz enzimi
tiretimi ve enzimin Kkarakterizasyonu amaglanmistir. Bakteriden elde edilen fitaz
enziminin aktivitesi ve Kkarakterizasyonu gerceklestirilmistir. Suslarin izolasyonu,
Nutrient agar (Oxoid) kullanilarak 26°C’de 48 saat inkiibasyondan sonra yapilmistir.
16S rRNA yontemi ile tanilanmistir. Pectobacterium carotovorum’dan iiretilen fitaz
enziminin pH 8,0’de en iyi aktiviteyi gosterdigi saptanmistir. Pectobacterium
carotovorum’a ait fitaz enziminin optimum sicakligt 60°C olarak bulunmustur. Bu
calismada Pectobacterium carotovorum bakterisinde fitaz enzimi aktivitesi ilk kez
calistimistir.  Bu sonuglara gére bu bakterinin {rettigi enzimin karakteristik
ozelliklerinden dolayr endiistriyel alanda  kullaniminin  uygun olabilecegi
distiniilmektedir.

2017, 41 sayfa

Anahtar Kelimeler: Pectobacterium carotovorum, 16S rRNA, fitaz, karakterizasyon



ABSTRACT

MSc Thesis

ISOLATION OF PECTOBACTERIUM CAROTOVORUM, IDENTIFICATION
BY 16S rRNA AND THE CHARACTERIZATION OF THE BACTERIUM BY
PHYTASE ENZYME ACTIVITY

Safa Mustafa KILIC

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

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Neslihan DIKBAS

Phytases can be produced by animals, plants and microorganisms. However, the most
promising ones for commercial uses and biotechnological applications are those of
microbial origin. Phytases are also used in the preparation of myo-inositol phosphates in
the food industry, soil remediation and in the paper industry. Biotechnology, along with
the increased use of phytase enzymes, is a highly effective technology that is used today
and will be used in the future to produce these enzymes and improve their properties.

The aim of this study was to conduct the molecular identification of Pectobacterium
carotovorum strains isolated from lettuce, to produce phytase enzyme production from a
new microbial source and the characterization of this enzyme. The activity and
characterization of the phytase enzyme obtained from the bacterium was carried out.
Isolation of strains was carried out following the incubation at 26 ° C for 48 hours using
Nutrient agar (Oxoid). The identification was performed using the 16S rRNA method. It
was determined that the phytase enzyme produced from Pectobacterium carotovorum
showed the best activity at pH 8.0. The optimum temperature of the phytase enzyme
obtained from Pectobacterium carotovorum was 60 ° C. In this study, phytase enzyme
activity was studied for the first time in the Pectobacterium carotovorum bacterium.
According to these results, it is considered that use in industrial field may be suitable
due to the characteristics of the enzyme produced by this bacterium.

Keywords: Pectobakterium carotovorum, 16S rRNA, Phytase, Characterization
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1. GIRIS

“Biyoteknoloji” kelimesi, aslinda tek bagina biyoteknolojiyi agiklar durumdadir.
Biyoloji, canli organizmalar ile ilgili olan kismi; teknoloji ise var olan veya olusan
problemlere netlik kazandirmak ve daha kullanima elverisli triinler elde etmeyi ifade
etmektedir. Bu bilgiler 1s18inda biyoteknoloji, canli organizmalari kullanarak
problemlere netlik kazandirmak ve daha kullanigh {iriinler olusturmak seklinde ifade

edilebilir (Yavuz 2013).

Biyoteknoloji uygulama alani olarak tibbi, tarim, gida, hayvancilik, ¢cevre ve endiistriyel

biyoteknoloji gibi 5 farkli alanda bulunmaktadir (Akkaya ve Pazarlioglu 2012).

Mikrobiyal  biyoteknolojide, bakteri ve mayalar gibi mikroorganizmalarin
maniplilasyonu ile bircok gidanin yapiminda, islenmesinin kolaylastirilmasinda ve
ayrica endiistriyel atiklarin daha etkin temizlemesinde kullanilan enzimler ve canlilarin
tiretilmesi miimkiin olmustur. Bol miktarda bulunan bakteri ve diger mikroplar, bircok
potansiyel biyoteknoloji uygulamasimna imkan sunmaktadir. Mikrobiyal biyoteknoloji

pek ¢ok yeni uygulama iiretebilen dinamik bir alandir (Thieman and Palladino 2013).

Bakterilerin ¢ok kisa bir siire igerisinde ¢ogalabilmeleri, kii¢lik bir alanda kolayca ve
kontrollii bir sekilde tiretilebilmeleri ve dkaryotlara kiyasla daha basit bir yapiya sahip
olmalar1 gibi avantajlar, genetik ve biyokimya ortak ¢aligma sahasi i¢in uygun bir ortam
saglar (Karatag 2012).

Yaklasik olarak 70 yil once Waldee (1945)’nin yaptig1 bir ¢alismaya gore yumusak
ciiriikliige neden olan Erwinia tiirleri ayr1 bir cins olan Pectobacterium biinyesine dahil
edilmek istenmistir. Diger bazi arastirmacilar da yaptiklar1 ¢caligmada pektolitik enzim
tireten bu Pectobacterium tiirlerinin ayr1 bir cinste yer almasi gerektigini sdyleseler de
giniimiizde bu teklifler kabul gormemistir. Yumusak cliriiklik grubu veya

“carotovora” grubu gibi isimler alan pektolitik enzimler tireten bu tiirler fitopatolojik



ozellikleri yoniinden diger Erwinia tiirlerinden farklidirlar ve konukgu bitkide yumusak

clirtikliik hastaliklarina neden olan tiirlerdir (Saygili vd 2006).

Erwinia carotovora, ge¢mis yillarda Pectobacterium biinyesine dahil edilmek istenmis
ancak kabul gormemis. Gegtigimiz birka¢ yil icerisinde Pectobacterium biinyesine
katilmas: kabul goriilmiis ve bilim diinyasinda Pectobacterium carotovora olarak

adlandirilmstir.

Fitopatojen bir bakteri olan Pectobacterium carotovora subsp. carotovora ekonomik
acidan onemli bir¢ok bitkide yumusak ¢iiriikliige neden olur (Andersson et al. 1999).
Pectobacterium carotovora subsp. carotovora (ECC) diinya genelinde en ¢ok tahribat
olusturan sebze hastaliklarindan biridir. Domates (Solanum lycopersicum), patates
(Solanum tuberosum), yesilbiber, (Capsicum annum) ve Cin lahanasi (Brassica
campestris subsp. pekinensis). Pectobacterium carotovorum subsp. brasiliense, kara
leke ve yumusak ciiriiklik hastaliklardan dolay1 patateslerde ve sebzelerde onemli
boyutlarda zararlara neden olur. P. carotovorum subsp. Brasiliense ilk olarak 2004
yilinda Brezilya'da patateslerde yumusak ciiriikliige ve kara lekeye sebep olan ¢ok etkili
ve bulasici bir fitopatojen oldugu belirtilmistir (Onkendi et al. 2015).

Bu “carotovora” igerisinde carotovora subsp. carotovora, carotovora subsp.
atroseptica, carotovora subsp. betavasculorum, carotovora subsp. wasabiae,
carotovora subsp. odorifera, chrysanthemi, cypripedii, rhapontici ve cacticida tiirleri de
yer almaktadir. Karakteristik Ozellikleri bakimindan bu gruba dahil edilen
Pectobacterium chrysanthemi nin farkli patovarlari bulunmaktadir (Saygili 2006).
Pectobacterium  cypripedii ve Pectobacterium rhapontici pektolitik enzim
tiretmemelerine ragmen yukarida belirtilmis olan tiirlerle olan akrabaliklarindan dolay1
bu gruba dahil edilmistir. Carotovora grubuna ait tiirlerin hastalik olusturdugu bitkiler

asagidaki ¢izelge 1.1. de verilmistir.



Cizelge 1.1. P. carotovora tiir ve alt tiirleri

Bakteriler Konukg¢u
P. carotovora subsp. carotovora Konukgeu dizisi genis
P. carotovora subsp. atroseptica Patates, domates
P. carotovora subsp. betavasculorum Sekerpancari
P. carotovora subsp. wasabiae Japon turpu
P. carotovora subsp. odorifera Hindiba
P. chrysantemi Konukgu dizisi genis
P. cypripedii Cypripedium orkidesi
P. rhanpotici Rhubarb
P. cacticida Dev kaktiis
(Saygili 2006)

Izole edilen tiir ve alttiirler arasindaki farkliliklara bakildiginda; Enterobacteriaceae
familyasima igerisinde bulunan diger tiirler gibi yumusak c¢iiriikklige sebep olan
Pectobacterium tiirleri 6zellik olarak Gram (-), ¢ubuk seklinde, ¢ok sayida kamgiya
sahip, fakdiltatif anaerobik bakterilerdir. Yapilan incelemelerde bu tiiriin (P. carotovora.
subsp. carotovora, P. carotovora. subsp. atroseptica, P. carotovora. subsp.
betavasculorum, P. carotovora. sp. wasabiae, P. carotovora. subsp. odorifera) tiim
izolatlar1 katalaz pozitif, oksidaz negatif, glikozu fermente eden, nitrat1 nitrite
indirgeyen, B-galaktozidaz ve H,S iireten, L-arabinoz, D-galaktoz, D-glukoz, gliserin,
D-mannoz, D-riboz ve sukrozu kullanma yeteneginde, iireaz liretemeyen ve adonitolden
asit iiretme dzelligine sahip bakterilerdir. izolatlarin ¢ogu L-rhamnoz ve D-mannitolu
kullanma kabiliyeti bulunurken dekstrini kullanma yetenekleri yoktur. Bu grupta yer
alan Pectobacterium tiirleri Enterobacteriaceae i¢in kullanilan standart testlerin tamami

ile test edilemediginden dolay: taksonomisinde bir anlam kamasasi bulunmaktadir.

Izolasyon teknikleri kullamilarak; Topraktan ve bitki orneklerinden fitopatojen
bakterilerin izolasyonunda kullanilan genel yontemler bu bakteriler i¢inde kullanilabilir.
Ciiriimiis bitki dokularindan ve topraktan izolasyonda zenginlestirilmis veya segici besi

yerlerinin kullanim tercih edilmelidir (Saygili vd 2006).



1980’11 yillarda bakterilerin tanimlanabilmesi i¢in yeni bir standart gelistirilmeye
baslanmigtir. Bakterilerin genetik kodlarinin belirli bir kismmin karsilastirilmasi ile
aralarindaki filogenetik yakinliginin belirlenebilecegi anlagilmistir (Woese 1987; Woese
et al. 1985). Bakteri genomunun igerisinde bunun i¢in belirlenmis genler 5S, 16S ve
23S rRNA ve bu genler arasindaki kisimlari igermektedir. Gliniimiizde yapilan
caligmalarda bakterilerin siniflandirilmasi amaciyla en yaygin olarak kullanilan DNA
boliimii 16S rRNA gen bolgesidir (Bottger 1989; Tortoli 2003; Harmsen and Karch
2004).

16S rRNA gen sekans bolgesi yaklasik 1550 baz cifti (bp) uzunlukgundadir ve
degisken, korunmus kisimlardan olusur (Chen et al. 1989). 500 bp uzunlugundaki kisim
ile calismak maliyet agisindan daha uygun ve uygulanabilirligi daha kolay oldugu i¢in
sekans analizlerinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Clarridge 2004). 16S rRNA gen
sekans analiz basamaklar1 sirasiyla DNA izolasyonu, PCR asamasi, aritma asamasi,
sekans dongiisii, sekans analizi, elektroferogramlarin degerlendirilmesi ve verilerin

yorumlanmasidir (Clarridge 2004).

Bakteri metabolizmasinda enzimler 6nemli bir yere sahiptir ve metabolik aktive icin

bir¢cok enzim sistemine ihtiyac¢ duyulur.

Enzimler katalizor aktivatorlerdir. Yani bir reaksiyona hizlandirici etki yaparlar.
Enzimler olmadan da reaksiyonlar baglayabilir. Enzimler substratlar i¢in biiyiik oranda
ozgirlik ortaya koyarlar. Optimum pH ve sicaklik kosullarinda daha iyi aktivite
gosterirler. Genellikle endiistriyel enzimlerin saflik oranlar diisiik oldugu i¢in maliyeti
de diisiiktiir. Bunun aksine bilimsel ve analitik ile tibbi enzimler yiiksek bir safliga sahip

olduklar1 i¢cin maliyeti fazladir.

Dogadaki enzim {ireticisi mikroorganizmalara, son donemlerde genetik miihendisligi
yontemleri ile gelistirilmis olan rekombinant mikroorganizmalarda eklenmis

bulunmaktadir. Baz1 mikrobiyal enzimler hiicrelerde sentezlendikten sonra hiicre disina



atilir, bazilar ise hiicrede kalir. Endiistriyel enzimlerin biiyiik bir kismi hiicre disina

salimanlardir (Selen 2006).

Enzimler ¢ok 6zgiirdiirler ve ¢ok yiiksek katalitik gii¢leri vardir. Birgok enzimin aktivite
gosterebilmesi i¢in kofaktorlere gereksinim duyarlar. Bunlar metal iyonlar1 veya
koenzim olarak adlandirilan vitaminlerdir. Enzimler Kkatalizledikleri reaksiyonlarin
aktivasyon enerjisini diislirerek reaksiyonu hizlandirirlar. Boylelikle daha az enerji
harcayarak reaksiyonu gergeklestirmis olurlar. Enzimler protein ve prostetik gruptan
olusur. Sadece protein kisma apoenzim, protein kisim + prostetik gruba birlikte

haloenzim denir. Enzimde asil isi yapan prostetik gruptur.

Fitaz (myo-inositol heksakisfosfat fosfohidrolaz) myo-inositol heksakisfosfat’in (fitik
asit), inorganik mono fosfat ve diisiik myo-inositol fosfatlar ve bir¢cok halde serbest
myo-inositol’e hidrolizi reaksiyonunu Kkatalizler. Temel olarak 2 tip fitaz enzimi
bulunmaktadir. Bunlar; 3-fitaz (E.C. 3.1.3.8) ve 6- fitaz (E.C. 3.1.3.26)’dir. Bu
simiflandirma, enzimin baglandigi ilk fosfat grubu tarafindan yapilmistir. 3-fitaz
mikroorganizmalar i¢in ve 6-fitaz bitkiler i¢in reaktiftir (Powar ve Jaganatthan, 1982).
Mikroorganizmalarin ¢ogunda, bitkilerde ve hayvan dokularinda fitaz aktivitesi daha

once yapilan calismalarda tespit edilmistir (Bilgin 2007).

Fitazlar, fitatin miyo-inositol halkasindan fosfat gruplarinin asamali olarak
uzaklastirilmasi reaksiyonunu katalize eden enzimlerdir. Bu enzimler tabiatta birgok
yerde bulunur ve 2000'den fazla mikrobik toprak izolati oldugu bildirilmistir. Katalitik
mekanizmaya gore fitazlara; histidin asit fitazlar, sistein fitazlar veya mor asit fitazlar
denilebilir (Wulandari 2015).

Fitaz1 pargalayan enzimler ile yapilan ¢alismalarda yem hammaddelerinin ve insanlar
icin hazirlanan gidalardaki fitat miktarini diisiirmek i¢in 6zellikle son zamanlarda bir¢ok
calisma yapilmaktadir. Fitati hidroliz eden enzimler bitkisel materyalin besleyici
degerini yiikseltmek i¢in Yyapilmasi gerekir. Son zamanlardaki g¢alismalarda fitaz

enzimlerinin genellikle entansif hayvan yetistiriciligi yapilan yerlerde hayvan giibresiyle



olusan fosfor kirliligini azaltmak maksati ile kullanimi da glindeme getirilmistir.
Yapilan ¢alismalarin ¢ogunda fitati hidrolize eden enzimlerin fitatdan fosfor kullanimini
arttirdigt ve c¢evrede ortofosfat birikimini biiyiikk miktarda azalttigi gosterilmistir
(Cromwell et al. 1995, Simons et al. 1990). Ayrica giiniimiizde biyoteknoloji alanindaki
yapilan biiyiikk gelismeler sonucunda heterolog mikrobiyal ekspresyon sistemleriyle

biiyiik miktarlarda ve diisiik maliyetli fitaz Giretimi de miimkiin olabilmektedir.

Fitaz enzimi bitkilerde, mikroorganizmalarda ve bazi hayvansal dokularda oldugunun
tespit edilmesine ragmen yapilan son ¢alismalarda mikrobiyal fitazlarin biyoteknolojik
uygulamalarda iyi sonuglar verdigini gostermistir (Pandey et al. 2001; Vohra and
Satyanarayana 2003).

Bakteri, maya ve funguslardan fitaz enzimleri karakterize edilip, yapilan son
calismalarda ticari iretimde toprak fungusu olan Aspergillus bakterisi tlizerinde
aragtirmalar yapilmaktadir. Ancak substrat spesifitesi, proteolizise karsi direng
gostermesi ve Katalitik aktivitesi benzeri 6zelliklerinden 6tiirii bakteriyel fitazlar, fungal

enzimlere alternatif olabilmektedirler (Konietzyn and Greiner 2004).

Son 20 yilda fitaz enzimi; besleme, ¢evre koruma ve biyoteknoloji alanlarinda galisan
bilim insanlarinin ilgisini ¢ekmektedir. Fitazlar 6zellikle biyoteknolojik calismalarda

biiyiik 6nemi bulunmaktadir (Lei and Stahl 2001; VVohra and Satyanarayana 2003).

Bu c¢alismada, maruldan izolasyonu yapilmis olan Tarimsal Biyoteknoloji Kiiltiir
koleksiyonundan temin edilen P. carotovorum susunun molekiiler olarak tanilanmasi ve
yeni bir mikrobiyal kaynaktan fitaz enzimi iiretimi ve enzimin karakterizasyonu

amaclanmustir.



2. KAYNAK OZETLERI

Andersson et al. (1999) yaptigi c¢alismada; Bitki patojeni olan Pectobacterium
carotovorum c¢ogunlukla bitki hiicresi yosun giderme enzimi araciligr ile bitki
hastaliklarina yol agar. Bu ¢alismada P. carotovorum tiirii SCC3193 susunu bikilere
enjete ederek cevresel strese dayanilikligini saglamayi amaglamiglardir. Pectobakterium
carotovorum bakterisinin ozmatik ve oksidatif strese duyarli oldu ve glikojen
birikiminde yetersiz oldugu bulunmus. Sonug¢ olarak rekabetci bir ortamda ve sters

kosullarinda hayatta kalmak i¢in gerekli olmadig1 bulunmustur.

Waleron et al. (2014) P. carotovorum subsp. odoriferum Genel olarak dar bir konak
araligina sahip olup en sik hindiba’dan izole edilmistir. Arastirma 91 Pectobacterium
spp bakterisini belirlemek amaciyla yapilmistir. Avrupa, Kuzey ve Giiney Amerika,
Asya ve Afrika'da bulunan farkli sebzelerden izole edilmislerdir. 91 sus arasindan

Avrupa'dan 22 sus 16s rRNA yontemi ile P. carotovorum olarak tespit edilmistir.

Nazerian et al. (2011) 2010 yilinda Malezya'daki farkli alanlardaki bamya bitkileri
tizerinde bitki patojen bakterilerin neden oldugu yogun lezyonlara sahip koyu
kahverengi, nekrotik kapsiiller bulunmustur. Pektat liyaz (pel) geninin PCR
amplifikasyonu ve 16S -23S rRNA'nin (ITS) ¢ogaltilmasi, G (1) ve L (1) primerleriyle
sirasiyla 434, 535 ve 570 bp fragmanlar iretildi. Biyokimyasal testlerin sonuglari ile
standart bakteriyolojik kaynaklar, PCR tabanli pel geni ve ITS-PCR iiriinlerinin RFLP
analizi ile esdegerligi bakimindan, tiim izolatlar P. carotovorum

olarak tanimlandi. Bu Malezya bamyasinda P. carotovorum'un ilk raporudur.

Kwon et al. (1997) 16 Erwinia tiiriiniin filogenetik iligkileri, bu organizmalarin 16S
rRNA gen dizilerinin karsilagtirmali bir analizi yapilarak aragtirllmistir. Sekans verileri
komsu katilim yontemi ile analiz edildi ve her dal orta seviye dnyiikleme degerleri ile
desteklenmistir. Filogenetik aga¢ ve dizi analizleri, Erwinia cinsinin 6nemli bir

heterojenlik  sergileyen tiirlerden olustugunu ve Escherichia coli, Klebsiella



pneumoniae ve Serratia marcescens gibi diger cinslerin iiyeleri ile karismis dort kusak
olusturdugunu dogrulamistir. Kiime I, Erwinia herbicola, E. millltiae, E. ananas, E.
uredovora ve E. stewartii tiirlerini igerir. Kiime II, E. persicinus, E. rhapontici, E.
amylovora ve E. cypripedii'den olusmustur. Kiime 111, Erwinia
carotovora alttiirlerinden ve Erwinia chrysanthemi’den olusmustur ve pektat liyazlarin
ve seliilazlarin {iretimi ile karakterizedir. E. salicis, E. rubrifaciens ve E. nigrifluenleri,
diger Erwinia tiirleri ile en uzakta bulunan kiimeyi olusturmustur. Sekans analizlerinden
elde edilen veriler, biyokimyasal ve DNA-DNA hibridizasyon verileri baglaminda ele

alinmistir.

Dadasoglu (2013) Artvin, Erzincan, Erzurum, Igdir illerinde baz1 meyve ve sebzelerde
yumusak c¢iiriikliige sebep olan bakterileri izole ederek klasik ve molekiiler yontemler
ile karakterizasyonu calismasinda; Yumusak ciiriikliik belirtisi gozlenen meyve ve
sebzelerin govde, yaprak, meyve ve yumrularindan izolasyon yapilmis ve elde edilen
bakteriler saflastirilarak kiiltiirlere alinmistir. Bu izolatlara asir1 duyarlilik testi (HR),
patojenite testi ve pektolitik aktivite testi pozitif olanlar klasik ve molekiiler yontemler
kullanilarak belirlenmistir. Sonug olarak 18 Bacillus pumilus, 17 Enterobacter cloacae,
15 P. carotovorum subsp. carotovorum, 8 Chryseobacterium indologenes, 7 P.
carotovorum subsp. atrosepticum, 9 Pseudomonas viridiflava ve 5 Dickeya

chrysanthemi olmak tizere toplam 79 yumusak ¢iiriikliik etmeni oldugu tespit edilmistir.

Laurila et al. (2008), Finlandiya’da patates bitkilerinden ve bu bitkilerin sulamasinda
kullanilan nehir sularindan izole ettikleri Pectobacterium sp. ve Dickeya sp. izolatlarini
tiire spesifik PCR testleriyle tanilamiglardir. Bitkilerden elde edilen izolatlarin ¢cogu P.
atrosepticum olarak tanilanirken, nehir sularindan elde edilen izolatlarin ¢ogunun
Dickeya spp. oldugu belirlenmistir. Dickeya izolatlarinin filogenetik analizlerinde 16S-
23S rDNA analizlerini kullandiklarinda izolatlarin 3 gruba ayrildigini saptamislardir.
Bu ¢alismayla Dickeya tiirlerinin sadece sicak iilkelerde sorun olmadigi ayn1 zamanda

Finlandiya gibi soguk Kuzey Avrupa iilkelerin de problem oldugu ortaya konmustur.



Caruso et al. (2016) Sicilya'da, seralarda topraksiz kiiltiir sisteminde yetistirilen asilt
domates bitkilerinde kok ciiriikligii hastalifina rastlanmis, semptom olarak kok ve
yaprak sap1 bazal kisminda uzunlamasina koyu kahverengi renk gériilmiistiir. Ilerleyen
siireci, govdenin uzunlamasina kesitlerinde yumusak ¢iiriimiis doku ve damarlarda renk
bozuklugu izlemistir. Semptomatik dokulardan iki farkli koloni morfolojisi olan bakteri
izolatlar1 elde edilmis, biyokimyasal ve molekiiller analizler temelinde
izolatlar Pectobacterium spp olarak tanimlanmistir. Analiz 16S rRNA tanilama yontemi
ile yapilip sonug olarak P. carotovorum subps. carotovurum ve P. carotovorum sub. sp.
brasiliensis bakterileri tespit edilmis. Her iki taksondan alinan izolatlar yapay asilanmis

domates bitkilerinde hastalik semptomlarini ¢ogalttigini belirtmislerdir.

Waleron et al (2013), Polonya’nin farkli bolgelerinde siyah leke ve yumusak ¢iiriikliik
belirtileri olan patates kokleri ve yumrularin Orneklerini toplanmiglardir. CVP
ortamlarinda saf kiiltiirlerde gelistirildikten sonra bakteri izolatlari Pectobacterium spp.
olarak tamimlanmistir. Pektati bozma kabiliyetleri ve biyokimyasal testler ile
degerlendirilmistir. 122 farkli bitki 6rneginden izole edilen suslarin yaklasik %43'i
P. carotovorum subsp. carotovorum oldugu halde, pektinolitik bakterilerin geri kalan
kismu P. atrosepticum olarak tanimlandi. Alt sp. Profil 3 recA PCR-RFLP'de tayin
edilen Carotovorum suslari (%14) recA ve 16S rRNA gen dizileri
temelinde Pectobacterium wasabiae olarak yeniden tanimlandi. Patatesten izole edilen
P. wasabiae'nin %50'si, Pectobacterium wasabiae yaban mersini izolatlarmin aksine,
37°C'de yetisme kabiliyetine sahiptir ve bazilar1 %5 NaCl igeren ortamda biiylimiistiir.
Degerlendirmelerde P. wasabiae’nin patojenite testinde, yliksek kapasite gosterip

patates yumrularinda yumusak ciiriimeye neden oldugu belirlenmistir.

Golkhandan et al. (2013), 2011 yilinin Agustos ayinda Malezya’nin 4 farkli
yerleskesinden, sebzelerin yaprak ve meyvelerinde semptom belirtisi olan eksplantlar
toplandi. Enfekte dokulardan izole edilen (52 sus) organizmalarin cogunlugu
Pectobacterium olarak tanimlandi. Bu tanimlama Pektat liyaz (pel) geninin PCR
amplifikasyonuna ve 16S-23S  rRNA’nin  (ITS) Gl ve LI primerleriyle

amplifikasyonuna dayanmaktadir. Fizyolojik ve biyokimyasal analizler sonucunda,
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Malezya’da bulunan Pectobacterium tiirlerini iki ana gruba ayirmis olup P. wasabiae ve
P. carotovorum spp. carotovorum olarak belirlenmistir. Yapilan filogenetik analizler
onucunda Pectobacterium carotovorum spp. carotovorum ve P. wasabiae’yi ayni

kiimede gruplandirmistir.

Huang (2009) P. carotovorum’un ACCC susundan yeni diisiik sicaklikta fitaz aktivitesi
calismasinda; disiik sicakliklarda yiliksek aktiviteye sahip olan bir fitaz, 6zellikle su
tirlinleri yetistiriciliginde yem uygulamalar1 i¢in biiyiik potansiyele sahiptir. Bu nedenle
bu calisma i¢in P. carotovorum’dan PCR ve TAIL PCR kullanilarak fitaz geninin
klonlanmasi1 gerceklestirilmistir. P. carotovorum, yumusak ¢iirlimeye sebebiyet vermesi
nedeniyle yere diisen sebzelerin soguk depolarda muhafazasiyla elde edilmistir. Tam
uzunlukta 2,5 kb fragman 1.302 bp acik okuma ¢ergevesini igerdi ve Klebsiella
pneumoniae fitazina %50 aminoasit kimligi ile 45.3 kDa'lik bir varsayilan fitazin
kodlanmasi saglandi. Bilgiler dogrultusunda yapilan bu ¢alisma, diisiik sicaklikta aktif

fitazin ve heterojen ifadesinin ilk raporu oldugu belirtilmektedir.

Stimengen (2011), laktik asit bakterilerinden fitaz iiretimi ve endiistriyel kullanim
olanaklari, caligmasinda fermente gida iiriinlerinden elde edilen Lactobacillus sp.
tiirlerinden fitaz enzimi izolasyonu ve karakterizasyonu yapilmistir. Bu bakterilerin fitaz
enzimi Uretimi sodyum fitath besiyerinde 48 saat 30°C’de inkiibasyondan sonra
bakterilerin etrafinda beliren seffaf zonlarla belirlenmistir. Lactobacillus sp. 12.1 ve
Lactobacillus sp. 13.1°den izole edilen enzimler en yiiksek aktivite gosterdigi i¢in bu
tirler ¢alismada kullanilmistir. Calismanin sonucuna gore, Lactobacillus sp. 12.1 ve
13.1'den izole edilen enzimin sahip oldugu karakteristik 6zelliklerden dolay1 endistriyel

alanda kullaniminin uygun oldugu 6nerilmistir.

Arkut (2013) sucul mikroorganizmalardan fitaz iiretim olanaklarinin arastirilmasi
calismasinda; aritma tesislerinden elde edilen Ochrobactrum anthropi‘'den fitaz
enziminin iiretimi ve karakterizasyonu yapilmistir. Fitaz enzimini optimum kosullarda
tiretebilmek igin enzim iiretim ortaminin optimizasyonu gerceklestirilmistir. Maksimum

fitaz iiretimi i¢in en iyi karbon kaynagi %1 maltoz, en iyi azot kaynagi ise %1 maya
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oziitii olarak belirlenmistir. Ayrica, optimum pH 8.5, sicaklik 37°C, ¢alkalama hizi 300
rpm, inokulum miktar1 ODaltindis: 0,06, inokulum yas1 ise 9 saat olarak saptanmuistir.
Bu ¢alismanin sonuglarina gore enzimde bulunan karakteristik ozelliklerden dolayi
monogastrik hayvanlarda yem katkis1 olarak kullanimi sonucunda c¢evre kirliliginin

Onlenebilecegi 6n gorilmiistiir.

Aktirk (2014) fitaz reticisi Aspergillus niger izolasyonu, enzimin saflastirilmasi,
karakterizasyonu ve optimizasyonu ¢alismasinda; ¢liriimiis bitki pargalari, su, toprak ve
giibreden izolasyonu yapilmis Aspergillus niger FM-7 izolatindan fitaz enzimi tiretimi,
karakterizasyonu ve saflastirilmasi gergeklestirilmistir. Bu fungusun fitaz enzimi
tiretimi sodyum fitatlhi besiyerinde 72 saat ve 30°C’lik inkiibasyonundan sonra
mikroorganizmanin etrafinda gelisen saydam zonla belirlenmistir. Aspergillus niger
FM-7 susundan elde edilen enzim en 1yi sekilde aktivite gdsterdigi i¢in bu sus ¢alismada
kullanilmak i¢in uygun goriilmistiir. Elde edilen bulgulara gére, Aspergillus niger FM-
7 susundan elde edilen enziminin yem katki maddesi alaninda kullanim1 sahip oldugu

karakteristik 6zelliklerden dolay: tavsiye edilebilir.

Akgakoca (2014) topraktan izole edilen Bacillus sp. suslarindan fitaz enziminin kismi
saflastirilmast ve karakterizasyonu calismasinda; Tiirkiye’nin farkli 30 ilinden alinan
toprak numunelerinden 300 adet bakterinin izolasyonu yapilmistir. Bakterilerin
fizyolojik ve morfolojik 6zellikleri incelenerek 236 adetinin Bacillus cinsi oldugu
belirlenmigtir. Elde edilen biitiin suslarin fitaz tarama ortami (PSM) kullanilarak fitaz
aktiviteleri belirlenmis ve agik zonlarin ¢apt mm olarak gosterilmistir. Toplamda 19
Bacillus sp. susu ekstraseliiler fitaz {ireticisi olarak belirlenmistir. Elde edilen bulgulara
gore yeni fitaz enziminin genis bir endiistriyel uygulama alanina sahip olabilecegi ve

hayvan yemi katki maddesi olarak degerlendirilebilecegi rapor edilmistir.

Sandik¢ioglu (2016) fitaz enzimi lretimi ve etkinliginin arastirilmasi calismasinda;
ekstraseliiler olarak Aspergillus niger tarafindan sivi besi ortaminda iiretilen fitaz
enzimi, aseton ¢Oktiirmesi ve amonyum siilfat ¢oktlirmesi iglemleri yapilarak kismen

saflastirilmistir. Misir nisastasinin  enzim iiretimi i¢in en uygun kaynak oldugu
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belirlenmistir. Enzimin aktivitesi 16°C ve pH 3.5 olarak bulunmustur. Enzimin genis bir
pH ve sicaklik araliginda stabil oldugu belirlenmistir. Gokkusagi alabaliklarinin ve
Broiler civcivlerinin yemlerine eklenen fitaz enziminin monogastrik mideli hayvanlarin
yem teknolojisinde uygulanabilirligi arastirilmistir. Sonug olarak elde edilen bulgularda,

degeri p<0,05 olan sonuglar istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

Dokuzparmak (2016) termofilik Geobacillus sp. den yeni bir termostabil fitazin
saflagtirilmas1 ve karakterizasyonu ¢alismasinda; termofilik bir bakteri olan Geobacillus
sp. den fitaz enziminin, yiiksek 1s1 ve Km ve Vmaks degerleri sirasiyla 1.31 mm ve
526,28 U olarak hesaplar1 yapildi. Ayrica, enzimin, proteazlara karst direng gosterdigi
ve genis bir substrat segiciliginin oldugu ve ayni zamanda soymilk fitatin etkili bir
sekilde hidrolizasyona ugradig1 goriilmiistiir. Elde edilen sonuglara gore, bu ¢alismada

gelismis Ozelliklere sahip alternatif bir fitaz enziminin olusturuldugu diisiiniilmektedir.

Wulandari (2015), Endonezya’da ekstrem bdlgelerde fitaz iireten bakteriler
calismasinda, Endonezya’nin orta kisminda bulunan Java bdlgesindeki volkanik
anlardan elde edilen 4 toprak numunesinden hiicre dis1 fitat degrade edici aktivite lireten
154 bakteri izole edilmistir. Fitat degradasyonu i¢in yiiksek aktivasyona sahip alt1 adet
sus, ilgili fitat degrade edici enzimin karakterizasyonu ve soy tanimlamasi icin secildi.
16S rRNA gen dizilerinin blast analizi, Bacillus cinsine ait referans sekanslari, alti
izolatin hepsi igin yiiksek benzerlik gostermislerdir. Zn®* ve Fe**, incelemelerden sonra
biitiin fitaz preparatlariyla fitat defosforilasyonunu kuvvetle inhibe ettigi goriilmiistiir.
Ca®* varliginda, fitaz aktivitesinde yaklasik olarak %10-15 oraninda bir artis

saglanmstir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Kullanilan Materyaller, Cihazlar ve Cozeltiler

Calismada kullanilan Pectobacterium carotovora (M7) Atatiitk Universitesi Ziraat
Fakiiltesi, Tarimsal Biyoteknoloji Ana Bilimdali Enzim ve Mikrobiyal Biyoteknoloji

Bilim Dali mikroorganizma kiiltiir koleksiyonundan saglanmuistir.

3.1.1. Kullanilan alet ve cihazlar

Calisma esnasinda kullanilan alet ve cihazlar:

Inkiibator (Wisecube, KOREA)

Otoklav (Wiseclave Wac-47, KOREA)

Mikroskop (Bresser, GERMANY)

Steril Kabin (Safefast Classic 212 359, SINGAPORE)
Calkalayic1 (Shimadzu, PHILIPPINES)

Manyetik Karistiric1 (Heidolph, GERMANY)

pH Metre (Ohaus Starter3000, USA)

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

Buzdolab1 (Argelik, TURKIYE)

Su Banyosu (Memmert WNB14, GERMANY)

Mikrodalga Firin (Arcelik, TURKIYE)

Saf Su Cihaz1 (GFL 2004, GERMANY)

Spektrofotometre ( UV-1201V)

Vorteks (Wisemix Vm-10, KOREA)

Santrifiij (Therma Mr23 I, GERMANY)

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

Elektroforez Akim Saglayici (Biometra Pack P25, GERMANY)
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Jel Gorlintiileme Sistemi (Biorad Gel Doc 2000, ITALY)
PCR Cihazi (Thermo Cycler Block, GERMANY)
DNA Izolasyon Robotu (Qiacube, GERMANY)

3.1.2. Calismada kullanilan kimyasallar

Nutrient agar (Oxoid), Proteinaz K (Merck), Tris - HCI (Merck), NaCl (Merck), Ethanol
(Merck), IXTAE (Sigma), 20X Dimetil siilfoksit (Sigma), 10 x PCR tamponu: (Sigma),
dNTPs (Sigma), Tag DNA polimeraz (Sigma), Agaroz (Sigma), Jel Red (Sigma).

3.1.3. Calismada kullanilan Kitler

Bakteri DNA izolasyonu Kiti (Qiagen).

3.1.4. Calismada kullanilan ¢o6zelti ve besiyerlerinin hazirlanisi

Calisma boyunca kullanilan besiyerleri ve ¢ozeltilerin hazirlanislart asagida verilmistir:

Nutrient agar: Hassas terazide tartilan 28 g nutrient agar karigimi1 (Oxoid) hazir haldeki
1 L dH,0 igerisine ilave edilerek elde edilen besi yeri otoklavda 121°C’de 15 dk steril
hale getirilip sogumaya birakilmistir. Besiyeri 45°C’ye varincaya kadar sogutulduktan
sonra steril halde bulunan petrilere aktarilarak katilasmasi i¢in bekletilmistir (Lelliot and
Stead 1987). Genel bir besi yeri olup bakteriler izole edildikten sonra yayma veya ¢izgi

ekim yapiminda kullanilmistir.

Nutrient broth: Hassas terazide tartilan 13 g nutrient broth besiyeri (Oxoid) 1 L dH,0
icerisine eklenerek hazirlanan besi yeri otoklavda 121°C’de 15 dk steril hale
getirildikten sonra sogumaya birakilmistir (Lelliot and Stead 1987). Genel bir besi yeri

olup saf hale getirilen bakterilerin siv1 ortamda gelismesi amaciyla kullanilmistir.
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Stok Besiyeri: 0,65 g nutrient broth karisimma 36 ml gliserol eklendikten sonra son
hacim 100 ml olana kadar saf su ilave edildi. Magnetik karistiricida karistirilan besiyeri,
otoklavda steril edildi. Aseptik olarak steril 2 ml’lik steril eppendorf tiiplerine 1,2 ml
konularak hazirland1 (Saygili vd 2006).

Proteinaz K: Kit icerisinde hazir bir sekilde gelen proteinaz K’dan 200 pl alinarak

steril eppendorf tiiplere konuldu. Kullanilmak iizere oda sicakliginda bekletildi.

%70’lik Etil alkol: 70 ml saf etil alkoliin tizerine hacmi 100 ml oluncaya kadar saf su
eklendi. -20°C’de muhafaza edildi.

20X Dimetil siilfoksit (DMSO): 2ml’lik steril eppendorf tiiplere alinan, %100’lik
DMSO (Sigma) kullanilincaya kadar 25°C’de bekletildi.

IXTAE Tamponu: 100 ml 10XTAE’nin (Sigma) hacmi sdH,O ile 1000 mL oluncaya

kadar tamamlandi.

6X yiikleme tamponu: 100 ml yiikleme tamponu i¢in %100°liik gliserolden (Sigma-
G9012) 40 ml alinarak, 0,1 g bromfenol blue (Sigma) ile karistirild1 ve hacmi 1x TAE
100 ml’ye tamamlandi. Hazirlanan tampon amber sise igerinde giines almasi

engellenerek , +4°C’de korundu.

10 X PCR tamponu: (Sigma) (100 mM Tris — HCI, 500 mM KCI, 15 mM MgCl, ,
%0,01 jelatin pH: 8,3) Taqg DNA polimeraz ile birlikte gelmektedir.

dNTPs (Sigma): (deoksiniikleotidtrifosfatlar: dATP, dGTP, dCTP, dTTP — 10 mM)

Primerler: 27F - 1492R primer seti MgCl, (Sigma-M1028): 1M olan hazir ¢ozelti 25

mM olacak sekilde steril saf su ile sulandirildi.
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Taq DNA polimeraz (Sigma)

DNA markir (Sigma): 1 kb’lik DNA marker.

Agaroz (Sigma-A5093)

Primer caliyma Kkonsantrasyonu: Ticari olarak liyofilize halde alinan primerler
kullanma kilavuzunda yazilan protokol dogrultusunda ¢oziilerek (CixV1=CyxV>)

formiilii uygulanarak son konsantrasyonu 50 uM olacak sekilde hazirlandi.

Enzim aktivitesi icin kullanilan ¢ozeltiler

Substratin hazirlanisi

Icerisine 2 mM Na-fitat eklenen 100 mL 0,1 M asetat tamponu (pH 5,5) hazir hale
getirilmistir (Raghavendra and Halami 2009).

a. 0,1 M Sodyum asetat tamponu

0,82 g sodyum asetat 100 mL dH,O’da tamamen ¢oziindiiriilerek HCI ile pH 5,5%¢

ayarlanmistir.

b. 2 MM Na-fitat ¢ozeltisi

Sodyum asetat tamponu iizerine 0,132 g Na-fitat ilave edilmistir.

Reaksiyonu durdurucu ¢6zeltinin hazirlanmisi

Reaksiyonu durdurabilmek i¢in %10’luk TCA (Trikloroasetik asit) kullanilmistir.10 g
TCA 100 ml distile suda ¢oziilerek hazirlanmistir (Raghavendra and Halami 2009).
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Renklendirme c¢ozeltisinin hazirlanisi

Cozelti A: 5,73 mLsiilfirik asit (%96°1lik) 93,7 mL distile su igerisine eklenerek %5,5

(v/v) stlfirik asit ¢ozeltisi hazir hale getirilmistir.

Cozelti B: Uygun bir oranda ¢ozelti A’da ¢ézlinmiis ve son hacim ¢ozelti A ile 100

mL’ye sabitlenmis 2,5 g amonyum molibdat hazirlanmstir.

Cozelti C: Uygun oranda distile suda, 2,5 g demir siilfat ¢dziinmiis ve son hacim distile

su ile 100 mL’ye tamamlanmustir. Icerisine 1-2 damla siilfirik asit eklenmistir.

Renklendirme ¢ozeltisi: Bir hacim ¢ozelti C, dort hacim ¢6zelti B ile karistirilarak
renklendirme ¢dzeltisi hazirlanmistir. Bu ¢dzelti uzun siire bekletilmemelidir (Choi et

al. 2001; De Angelis et al. 2003).

pH aktivitesi icin kullanilan tamponlar

a. Sodyum asetat tamponu

pH 2,0-6,0 araligindaki Fitazin aktivitesini belirlemek nedeniyle kullanilmistir. 0,82 g
sodyum asetat 0,1 M asetat tamponu igin tartilmig ve 100 ml dH,O ile tamamlanmistir.
Optimum pH degerlerini ayarlayabilmek i¢cin HCI vel/veya 0,1 M’lik NaOH

kullanilmastir.

b. Tris-HCI tamponu

pH 7,0-9,0 Araligindaki Fitazin aktivitesini belirlenmesi i¢in kullanilmistir. 0,121 g
Trizma base 10 mM Tris-HCI] tamponu igin tartilmis ve 100 ml suda ¢oziinerek
hazirlanmistir. Uygun pH degerini elde etmek iizere konsantre NaOH ve/veya HCI

¢ozeltisi kullanilmistir.
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c. Karbonat tamponu

pH 10-11 Araligindaki Fitazin aktivitesinin belirlenmesi amaciyla kullanilmigtir. 0,105
g sodyum karbonat 10 mM Karbonat tamponu i¢in tartilmis ve 100 ml distile su ile
tizeri tamamlanmistir. Uygun pH degerlerini ayarlamak tizere 0,1 M’lik NaOH ve/veya

HCI kullanilmustir.

3.2. Yontem

3.2.1. Stok kiiltiirden bakterinin ekilmesi

Stok kiiltiir —80°C’den ¢ikarildi. Oda sicakliginda ¢6ziinene kadar bekletildi. Nutrient
agar besiyerine 3 faz ekim yontemi ile ekim yapilarak 26°C’de 3 giin inkiibasyona

birakildi. Bakteri belli bir gelisme gosterdikten sonra ¢aligmalara devam edildi.

3.2.2. Morfolojik 6zelliklerin belirlenmesi

Bakterilerin morfolojileri boyutlar1 ¢ok kii¢iikk olduklarindan dolayr bireysel yapilari
sadece mikroskoplarla belirlenebilir. Bu nedenle, kat1 ya da sivi1 besiyerlerinde saf bir
sekilde gelistirilen hazirlanmis bakteri preparatlari spesifik boyalar araciligiyla islem
yapilarak inceleme yapilir. Mikroskoptaki incelemelerde, bakterilerin, boyutlari, spor
durumu, boyanma 6zelligi (Gram (-) veya (+), vb.) gibi 6zelliklerinin varligi incelenir

(Arda 2000; Harley and Prescott 2002).

a. Hiicre morfolojisinin belirlenmesi: Her bir izolattan 6rnek hazirlanarak Kristal

violet ile basit boyama yapilmis ve mikroskop altinda goriintiilerine bakilarak sonuglar
elde edilmistir (Temiz 2000; Harley and Prescott 2002).
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b. Hiicre boyutlarimin belirlenmesi: Basit veya negatif boyama islemi yapilan
preparatlardaki izolatlarin immersiyon objektifinde okiiler mikrometre yardimi ile hiicre

boyutlar1 hesaplanmistir (Leloglu ve Erdogan 1979; Temiz 2000).

3.2.3. Kiiltiir 6zelliklerinin belirlenmesi

Bakterilerin kiiltiirel 6zelliklerini belirlemede, bunlarin kati ve sivi ortamlardaki saf

kalturleri kullanilda.

Izolatlar kat1 besiyerlerine nokta veya ¢izgi ekim seklinde ekilerek, koloni meydana
getirmeleri beklendi, koloni morfolojisi, mikroskopla incelenerek iistten goriiniisleri,

yiiksekligi, kenar sekilleri ve rengi belirlendi (Baris 2009).

Bakteriler sivi besiyerlerinde istte pelikiil, dipte tortu veya graniilli bir treme
gosterebilmektedir. Izolatlar nutrient broth igeren tiiplere ekilerek sivi besiyerlerinde

kiltiir 6zellikleri tespit edildi (Arda 2000).

3.2.4. Baz1 biyokimyasal testlerin yapihisi

3.2.4.a. Katalaz testi

Elde edilen izolatlarin katalaz enziminin bulunup bulunmadigi bu testle belirlenmistir.
Fakiiltatif olan veya Aerobik solunum yapan mikroorganizmalarda bu enzim bulunur.
Katalaz enzimi, solunum sonucunda meydana gelen hidrojen peroksiti (H,0;) su ve
oksijen gazina doniistliriilmiistiir. Bu nedenle test i¢in 48 saatlik bakteri kiiltiiriinden bir
0ze dolusu alinip, tizerine 1 damla %5’lik H,O, ilave edilerek kabarcik olusumu pozitif

sonug olarak degerlendirilmistir (Barig 2009).
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3.2.4.b. Sitrat testi

Bu test, mikroorganizmalarin, besiyerlerine katilan sitrat1 karbon kaynagi ve amonyum
tuzlarmi da nitrojen kaynagi olarak kullanabilme yetenegini saptamada, bakteri cins ve
tiirlerini identifikasyonunda kullanilir. Bakteriler tarafindan sitratin ayrigmasi (sitrat

metabolizmasi) enzim sistemi tarafindan gergeklestirilir.

Muayeneleri yapilacak saf kiiltiirler steril fizyolojik su veya buffer ile biraz
sulandirildiktan sonra besiyerlerine ekimler yapilir ve tipler 2-7 gin 37°C
inkubasyonda tutulur. Christensen besiyerine igne ile inokulasyon yapilir ve yatik
yiizeye de igne siiriiliir. Simmons citrate besiyerinde, uygun bir inkubasyon siiresi
sonunda hi¢ bir tiremenin olmamasi ve ortamin orijinal yesil rengini muhafazasi negatif
reaksiyon ve ekim hatt1 boyunca tlireme ile birlikte koyu mavi rengin meydana gelmesi
de pozitif reaksiyon olarak degerlendirilir. Christensen sitrat siilfid besiyerinde hi¢ bir
renk degisikliginin goriilmemesi (agik rengin muhafaza edilmesi) negatif reaksiyon ve
ekim hatti boyunca treme ile birlikte pembe-kirmizi rengin olusumu da pozitif
reaksiyonu ifade eder (Saygili 2006).

3.2.4.c. indol testi

Bu test, mikroorganizmalarin bir aminoasit olan triptofani ayristirarak indol meydana
getirebilme yetenegini belirlemek igin kullanilir. Mikroorganizmalar sivi besiyerine
veya peptonlu siviya ekildikten sonra 37°C’de 1-5 giin inkubasyona birakilir.
Kiiltiirlerin tizerine kovacs (veya Ehrlich) ayiracindan 0.5 ml ilave edilir ve iyice
karnigtirilir. Tiplerin {ist kisminda bir iki dakika i¢inde kirmizi bir halkanin olusmasi
pozitif reaksiyon (indol formasyonunu) ifade eder. Sarimsi halka indolun olusmadigini
gosterir (negatif indol testi). Renk, indol i¢inde bulunan pyrrole'den ileri gelir (Saygili
2006).
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3.2.4.d. Fosfataz testi

Bu test, 6zellikle, stafilokoklarin (koagulase pozitif) sentezledikleri fosfataze enzimini
belirlemek amaciyla yapilir. Mikroorganizma kiiltiirlerinden fenolfiltalein fosfatli agara
ekim yapilir ve 37°C’de 1-2 giin inkube edilir. Bu siirenin sonunda, koloniler amonyak
buharmna tutulurlar (petri kutusunun kapagma 1 ml NH4OH konur ve kiiltiir ters olarak
kapatilir). Eger sivi besiyeri kullanilmigsa, tiiplere sodyum hidrositten bir damla
damlatilir. Kolonilerde veya tiipte kirmizi rengin meydana gelmesi pozitif reaksiyonu

gosterir. Negatif durumda renk degisikligi olmaz (Saygili 2006).

3.2.4.e. Gram ozelliklerinin belirlenmesi

Bakteri izolatlarmin hiicre duvarlarindaki farkliligin belirlenmesi i¢in yapilmistir. Bu

amagla iki farkli yontem kullanilabilmektedir.

Bu metotlardan birincisi; lam tizerine, %3’liik KOH ¢6zeltisinden bir iki damla konulur.
Daha sonra 6ze ile alinan bakteri KOH ¢d6zeltisi ile 5-10 saniye karistirildiktan sonra
0ze yukariya dogru kaldirilir. Mikroorganizma Gram (-) 6zellikte ise hiicre duvarindaki
peptidoglikan tabakasi az tabakali olup, teikoik asit icermediginden KOH ile kolayca
parcalanir, sitoplazma ve hiicre igerigi serbest hale gecer. Bunun sonucunda da viskoz
bir uzama goriiliir. Hiicre duvar 6zelligi Gram (+) olan bakterilerde ise KOH-bakteri
karigimi sulu bir sivi halindedir ve 6ze yukar1 dogru kaldirildiginda uzama gozlenmez

(Baris 2009).

Lam iizerine bir damla saf su aktarilir ve daha sonra iizerine besiyerinde 24 saat
gelistirilen bakterilerden bir 6ze dolusu alinarak iyice yayilir. Atesten gecirilerek fikse
edilir. Ilk olarak kristal viyolet boyas1 ile 1 dk muamele edilir ve saf su ile 30 sn yikanur,
ardindan liigol ile 1 dk muamele edilir ve %96’lik etil alkol ile yikanir. Tekrar saf sudan
gecirilerek son kez safranin boyasi uygulanir. Preparat yikanip kurutulur. Mikroskop
altinda incelenir. Gram (+) bakteriler mor renkte iken, Gram (-) bakteriler pembe

goriiniime sahiptir (Tarakcioglu 2016).
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3.2.5. Mikroorganimanin molekiiler tanilanmasi

3.2.5.a. Bakteri izolatlarin DNA izolasyonu

Izolatlarn DNA’lari, bakteri DNA izolasyon Kiti (Qiagen) kullanilarak iireticinin

talimatlar1 dogrultusunda izolasyonlar1 yapilmistir.

Bu asamalar;

1- Nutrient agarlarda gelistirilen bakterilerden bir 6ze dolusu toplanarak steril eppendorf
tiiplerine alindi.

2- Toplanan tiiplere 200ul Lizozim + TrisHCL ¢ozeltisi eklendi.

3- Bu karisim giizelce vorteks edilerek homojen bir ¢oziinme olmasi saglandi.

4- Vorteks’lenen karigimlar 45 dakika 37°C’de inkiibasyona birakildi. Bu siirede her 15
dakikada bir vorteks yapildu.

5- Inkiibasyon sonunda drnekler 12000 rpm’de 5 dakika 24°C’de santrifiij edildi.

6- Santrifiijlenen 6rnekler sivi kismi dokiilerek cidara yapisan pelet kisim birakildi.

7- Ornekler robotun béliimlerine dizilerek izolasyon baslatildi.

3.2.5.b. 16S rRNA bélgesinin PCR yardimi ile cogaltilmasi

Bakterilerin sistematigi agisindan Onemli bir yere sahip olan 16S rRNA’nin
sentezlendigi bolge secildi ve evrensel primerler (27F ileri 5°- AGA GTT TGA TCC
TGG CTC AG -3, 1492R geri 5’- GGT TAC CTT GTT ACG ACT T -3’) kullanilarak

laboratuvar ortaminda ¢ogaltildu.

PCR reaksiyonun hazirlanmasi: 30 pl’lik reaksiyon; 3 pul 10 x PCR tamponu, 0,6 ul
dNTPs, 0,3 pul 50 uM primer, 0,3 pl 50 uM primer, 1,2 ul DMSO, 1,8 ul MgCl, , 0,3 ul
5 unit/pul Taqg DNA polimeraz ve 21,5 pl steril saf su ile 29 ul’lik reaksiyon karigimi
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hazirlandi. Son olarak karigima 1 pl kalip DNA ilave edilerek son hacim 30 pl’ye
tamamlandi (Baris 2009).

PCR programi: PCR reaksiyonu hazilanan ornek materyaller, 95°C’de 120 saniye
denatiirasyon, sonrasinda 40 dongii olacak sekilde 94°C’de 60 saniye denatiirasyon,
53°C’de 60 saniye baglanma ve 72°C’de 120 saniye uzama basamaklar1 ve sonrasinda

72°C’de 5 dakika uzama sathasinda olusacak bigimde program hazirlandi (Baris 2009).

16S rDNA PCR fiiriinlerinin elektroforezi: 0.6 gr agaroz iizerine 50 ml LXTAE tamponu
eklendi. Mikrodalga firminda elde edilen karisim seffaf bir gériinim alincaya kadar
kaynatildi. 50°C’ye veya el yakmayacak kadar sogutulan agaroz jele 0,6 ul jel red
kimyasali eklenerek, icerisine taraklarin yerlestirildigi elektroforez jel kiivetine dokiildii.
Belli bir siire beklenerek dondugu anlasilan jelden taraklar dikkatli bir sekilde ¢ikarildi.
1XTAE tamponu jel yiizeyini tamamen kaplayacak sekilde elektroforez tankinin icine
yerlestirildi. Jeldeki ilk kuyucuga, DNA markoriinden 8 pl yiikklendi. Diger kuyucuga
ornek yiiklendi.

Elektroforez jel diizenegi; 90 Volt akimda 60 dakika yiritildi. Yiriitme isleminden
sonra jel, UV g1k sistemi (Gel Doc 2000 BIO RAD) altinda goriintiilendi ve bilgisayar
ortaminda analiz edildi (Barig 2009).

3.2.5.c. DNA dizi analizlerinin alinmasi ve sonuclarin degerlendirilmesi

Sekans analizi sonuglar1 BioEdit ile analiz edilerek Fasta formatina g¢evrildi. Primer
bolgeleri tespit edilerek iist ve alt kisimlar uzaklastirilmistir. Daha sonra aradaki her iki
taraftan okunan bolge kontrol edilerek diizenlendi. Ayrica NCBI veri bankasindan
(aksesyon numarasi ile elde edilen bakteri dizileri ile) MEGA7 programi kullanilarak
Neighbor Joining kiimeleme analizine gére sekans sonuglari karsilastirilarak filogenetik

agag cizilmistir.
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3.2.6. Enzim aktivitesinin ol¢iilmesi

Fitaz aktivitesi olgiiliirken her basamakta elde edilen slipernatantlarin hepsinden aktivite
tayini yapilmistir. Fitaz enziminin aktiviteye sahip oldugu araliklar tespit belirlenmistir.
Aktivite tayini hesaplanirken 100 pL enzim c¢ozeltisi lizerine 250 plL substrat
eklendikten sonra vorteks ile karigtirilir daha sonra 10 dakika 50°C’ye ayarlanmis su
banyosunda reaksiyona sokulmustur. Reaksiyonu durdurmak i¢in 500 pL %10’luk TCA
eklenmistir. 15 dk oda sicakliginda bekletme islemi yapildiktan sonra tiiplere 500 uL
renklendirme ¢ozeltisi ilave edildi. 15 dakika inkiibasyondan sonra 3200 rpm ‘de 10
dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij isleminden sonra Ornekler kor kullanilarak 700

nm’de spektrofotometre cihazinda dlgiim islemi yapilmistir.

3.2.6.a. Enzimin optimum pH degerinin saptanmasi

Elde edilen enzimin optimum aktivite gosterdigi pH degerinin saptanmasi i¢in karbonat
(pH 10,0-11,0), Tris (pH 7,0-9,0), sodyum sitrat (pH 4,0-6,0), ve asetat (pH 2,0-3,0),
tampon ¢ozeltileri kullanilarak farkli pH degerlerinde olan (pH 2,0-11,0) ve igerisinde 2
mM sodyum fitat ihtiva eden substrat ¢ozeltisi hazirlanmigtir. Aktivite tayini yapmak
i¢cin 100 pL enzim ve 250 pL substrat 2 ml’lik tiipte vorteks ile karigtirilmistir. Ardindan
50°C’ye ayarlanmis su banyosunda 10 dakika reaksiyona girmesi beklenmistir.
Reaksiyonu durdurmak amaciyla 500 pL %10’luk TCA ilave edilmistir. Su
banyosundan alinan tiiplere 500 pL renklendirme ¢ozeltisi ilave edildikten sonra 15
dakika beklenmis ve sonrasinda ornekler 4000 rpm'de 5 dakika santrifiij edilmistir.
Santrifiij yapildiktan sonra ornekler kor’e karst 700 nm’de spektrofotometrede Slgilimii

yapilmistir.

3.2.6.b. Enzimin optimum sicakhik degerinin saptanmasi

Enzimin optimum aktivite gosterdigi sicakligin belirlenmesi i¢in 10, 20, 30, 40, 50, 60,

70, 80, 90°C’lik sicakliklar secilmistir. Sicaklik Olglimlerinin saptanmasi i¢in su
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banyosu kullanilmigtir. Aktivite tayininin yapilabilmesi i¢in 100 pL enzim ve 250 pL

substrat karigtirilarak standart aktivite tayini yapilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Calismada Enzim ve Mikrobiyal Biyoteknoloji Bilim Dalinda bulunan stok kiiltiirde

hazir olarak bulunan M7 numarali bakteri susu kullanilarak ¢alismalar yapilmustir.

4.1. Kullanilan Mikroorganizmanin Morfolojik Ozellikleri

Izolatin bazi morfolojik ozellikleri incelenmistir. Boyutlar;, endospor olusturup-
olusturmama ve Gram Ozellikleri gibi sonuglari tespit edilmistir. Bu izolatlarin

morfolojik 6zellikleri ile ilgili sonuglar Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1. P. carotovorum’un Morfolojik 6zellikleri

Tan1 sonucu Hiicre Boyutlar: Endospor Gram
morfolojisi durumu ozellikleri
Cap1 | Boyutu KOH | Gram
pm pm boyama
P. carotovorum
subps. Cubuk 0,5- 2 - - -
carotovorum 0,6

4.2. Kiiltiir Ozelliklerinin Belirlenmesi

Bakterinin kiiltiirel 6zelliklerini incelemede, bunlarin kati (Nutrient agar) ve her bir
izolatin olgun koloni olusturdugu siirede sonuglar almmustir. Izolatlarin kiiltiir
ozellikleri ile ilgili sonuglart Cizelge 4.2°’de detaylar1 ile verilmistir. Ayrica koloni ve

mikron morfolojisi Sekil 4.1°de gdsterilmistir.

Kiiltiire alinan bakteri ¢izgi ekim yontemi ile ¢izilmistir. Burada saf koloni yapilarina

bakilmis ve yapilan ¢alismalar bu kolonilerden devam edilmistir.
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Sekil 4.1. P. carotovorum’un koloni ve hiicre morfolojisi
*A. Petri goriintiisii B. hiicre morfolojisi (10*40)

Cizelge 4.2. P. carotovorum’un kiiltiir 6zellikleri

Izolasyon Sonucu Koloni Sekli Koloni Rengi | Koloni kivam

P. carotovorum Oval tepeli Krem rengi Kuru

4.3. Baz1 Biyokimyasal Ozelliklerin Belirlenmesi

Molekiiler yontemle yapilan tanilamay1 desteklemek amaciyla bazi biyokimyasal testler
yapilmis ve kesin tani sonucuna ulasilmaya calisilmistir. Biyokimyasal test sonuglari

Cizelge 4.3’ de gosterilmistir.

Cizelge 4.3. P. carotovorum’un bazi biyokimyasal test sonuglari

Testler = |  Sitrat Indol Fosfataz Katalaz KOH Gram
testi uretimi testi testi testi | boyama
testi testi

P. carotovorum
subps. + - - + - -
carotovorum
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4.4. Molekiiler Yontem ile P. carotovorum’un Tanilanmasi

4.4.1. DNA izolasyon sonucu

P. carotovorum izolatinin genomik DNA izolasyonu Bolim 3.2.5.a’da belirtilen
protokolde degisiklik yapilmadan uygulanmistir. DNA izolasyon sonuglar1 Sekil 4.2°de

gosterilmistir.

Sekil 4.2. DNA izolasyon sonucu jel goriintiisii

4.4.2. PCR Sonuclarinin jel goriintiisii

P. carotovorum izolatindan elde edilen genomik DNA kullanilarak kurulan PCR
reaksiyonlart sonucu beklenen biiyiikliikk olan 1400-1500 bp biiytikliigiinde oldugu
goriilmektedir. Sekil 4.3‘de gosterilmistir. Isaretli olan bdlge markdérde 1400 bp

gostermektedir.
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Sekil 4.3. PCR sonuglari jel goriintiisii
*[saretli bolge 1400 — 1500 bp gdstermektedir.

4.4.3. Dizi analizi sonug¢lari

PCR sonucunun ger¢ekten 16S rRNA gen gen bdlgesinin tespitini saglamak igin dizi
analizi (sekanslama) yapilmistir. Dizi analizi sonucu elde edilen diziler Sekil 4.4’de

belirtilmistir.
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> Pectobacterium carotovorum

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

Sekil 4.4. P. carotovorum izolatindan16S rRNA gen bolgesine ait dizi analizi sonuglari
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WML Erwinia rhapontici US0206. 1

A é . Erwinia psidii Z06083.]
é 29 L Erwinia mallotivora AJ233414.1
E 20 Erwinia ananas US0196.1
— Erwinia toletana AF130900.1
E 19 47 —— Erwinia persicinus US0203.1

Erwinia pyrifoliaem AJO00930. 1

Erwinia billingiae Y13240.]

— Pectobacterium carofovorim

81 Pectobacterium cavotovorum KR054076.]

Pectobacterium atrosepticum NRO76344.1

Sekil 4.4. P.caratovorum'un filogenetik agacla yerinin belirlenmesi

Bu agacin olusturulmasindaki amag, yakin tiirler arasindaki iliskiyi ve tiir olarak

degerlendirilmis drneklerin bazi alt tiirleri ile arasidaki benzerlikleri gostermektedir.

Sekil 4.4'te olusturulan aga¢ NCBI'dan elde edilmis olup aksesyon numarasi verilmistir.
A Kkesiti indirildiginde sistemetik olarak ii¢ ana grup olusmustur. Pectobacterium
atrosepticum temel takson olup dis grup gibi olarak belirlenmistir. Dig grup ile diger
gruplar arasinda biiyiik benzerlik bulunmustur. Ikinci énemli grubumuz tezinde konusu
olan Pectobacterium carotovorum grubudur. Bunlar kardes takson olarak iki Grnek
tesekkiil etmektedir. Bu grup yiiksek oranda benzerlik gostermektedir. Bir diger grup ise
kitlesel olarak halen Erwinia olarak isimlendirilen gruptur. Bunlarinda kendi
igerisindeki benzerlikleri olduk¢a yiiksektir. Farkli tiirler olarak isimlendirilmis E.
persicinus ve E. rhapontici %94 oraninda benzerlik gostermis olup alt tiirlerden bile

daha yiiksek oranda benzerlik gosterdigi tespit edilmistir.
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4.5. Fitaz Aktivitesi Sonuclari

izolasyonu ve tanilamasi yapilan P. carotovorum farkli sicaklik ve pH degerlerinde

aktivitesi Ol¢iilmiis ve aktivite sonuglar1 agagida gosterilmistir.

4.5.1. Fitaz enziminin optimum pH sonuglari

P. carotovorum’dan {iretilip saflastirilan fitaz enziminin optimum pH’sim1 belirlemek
icin Ol¢timler yapilmistir. Optimum pH icin, pH 2,0’dan 11,0’a kadar on farkli pH
ortaminda ¢alisilmistir. pH 2,0-6,0 aras: asetat, pH 7,0-9,0 aras1 Tris HCI ve pH 10,0-
11,0 arasinda karbonat tamponlar1 kullanilmistir. Elde edilen sonuglar ile aktivitesi

hesaplanmis ve “Aktivite-pH” grafikleri ¢izilmistir. Sonuglar1 Sekil 4.5’de verilmistir.

0,420,142

Sekil 4.5. P. carotovorum’dan elde edilen ektraseliiler fitaz enziminin aktivitesi lizerine
pH nin etkisi
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4.5.2. P. carotovorum’dan elde edilen fitaz enziminin optimum sicaklik sonuclari

P. carotovorum’dan elde edilip saflastirilan fitaz enzimi optimum sicakliklarini tespit
etmek i¢in gerekli olglimler yapilmistir. Elde edilen sonuglarla aktivite hesaplanmis ve
“Aktivite-°C” grafikleri ¢izilmistir. Elde edilen bulgulara gore P. carotovorum’a ait
fitaz enziminin optimum sicakligi 60°C olarak bulunmustur. P. carotovorum’dan elde

edilen fitaz enzimi optimum sicaklik sonuclar1 Sekil 4.6’da verilmistir.

Sekil 4.6. P. carotovorum’dan ektraseliiler olarak {iretilip saflagtirilan fitaz enziminin
aktivitesi iizerine sicakligin etkisi
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5. SONUC ve TARTISMA

Bakterilerin morfolojileri boyutlar1 ¢ok kii¢iik olduklarindan dolay1 bireysel yapilari
sadece mikroskoplar ile belirlenebilir. Bu amagcla, sivi veya kati besiyerlerinde saf
olarak gelistirilen bakterilerden hazirlanan preparatlar spesifik boyalarla boyanarak
inceleme yapilir. Mikroskoptaki incelemelerde, bakterilerin, boyutlari, spor durumu,
boyanma o6zelligi (Gram (-) veya (+), vb.) gibi 6zelliklerinin varlig1 incelenir (Arda

2000; Harley and Prescott 2002).

P. carotovorum morfolojik 6zellikleri bakimindan; ¢ubuk seklinde, 0,5-0,6 um ¢apinda,

2 um boyutunda, endospor olusturmayan, Gram (-) bir bakteridir.

izolatlar kat1 besiyerlerine nokta veya ¢izgi ekim seklinde ekilerek, koloni meydana
getirmeleri beklenir, koloni morfolojisi, mikroskopla incelenerek {iistten goriiniisleri,

yiiksekligi, kenar sekilleri ve rengi belirlenir (Barig 2009).

P. carotovorum kiiltiir 6zellikleri bakimindan koloni sekli oval yapili, renk olarak krem

renginde, kuru bir koloni yapisina sahiptir.

P. carotovorum subps. carotovorum iizerinde bazi biyokimyasal testler yapilmistir.
Daha Once yapilan caligmalar (Saygili 2006) ile bizim yaptigimiz test sonuglar
birbirleriyle uygunluk gostermektedir. Yapilan test sonuglarinda P. carotovorum subps.
carotovorum sitrat ve katalaz testlerinin pozitif oldugu; indol ve fosfataz aktivitesi
bakimindan negatif degere sahip oldugu belirlenmistir. Ayrica hiicre duvar yapisi

bakimdan Gram (-) bir yapiya sahip oldugu belirlenmistir.

Tan1 ve karakterizasyon yapmak amaciyla kullanilan yontemler konvensiyonel ve
molekiiler yontemler olarak da siiflandirilabilir (Adigiizel 2006). Molekiiler yontemler,
mikroorganizmalar1 olusturan makromolekiillerin iceriklerine, g¢esitliliklerine ve

oranlarina bagl bir sekilde ortaya ¢ikan degisikliklerden kaynaklanarak gelistirilmistir.



35

Molekiiler ¢aligmalar karbonhidratlari, lipitleri, proteinleri ve genetik materyalleri
(DNA ve RNA) esas materyal olarak ele almakta ve bunlardan herhangi birinin veya
kombinasyonlarimin  yardimiyla mikroorganizmalarin tan1 ve karakterizasyonu
gerceklestirilmektedir. Ozellikle ribozomal operonlarin dizi analizleri organizmalar 11
birbirleri arasindaki filogenetik iliskiyi saptamada engok kullanilan yontem olmaktadir
(Lane et al. 1985; Kane et al. 1993; Vandamme et al. 1996; Woese 2000; Mora and
Amann 2001; Martin 2002; Dworkin et al. 2006).

Bu calismada farkli alanlarda kullanimi olan P. carotovorum’un fitaz enzim aktivitesi
ve aktivitesini onemli Ol¢iide etkileyecek sicaklik ve pH degerleri farkli degerlerde

Ol¢tilmiis, optimum pH ve optimum sicaklik degerleri arastirilmistir.

P. carotovorum’dan saflastirilan fitaz enziminin optimum pH’sin1 saptamak amaciyla
pH 2,0-11,0 araliginda aktivite dl¢limleri yapilmistir. pH 2,0-6,0 aralig1 i¢in 0,1 M’lik
asetat tamponu, pH 7,0-9,0 aralig1 i¢in 10mM’lik Tris/HCI tamponu ve pH 10,0-11,0
araligr i¢in ise 10 mM’lik karbonat tamponlart ile enzimin gdsterdigi aktivite
spektrofotometrik olarak oOlclilmiistiir. P. carotovorum’dan ektraseliiler olarak iiretilip
saflagtirilan fitaz enziminin en yiiksek aktiviteye pH 8,0’de sahip oldugu belirlenmistir

(Saribuga 2013).

Daha once yapilan ¢alismalarda P. carotovorum bakterisinden fitaz enzimi ¢alismasi
yapilmadigindan dolay: fitaz enziminin diger bakteri tiirlerindeki aktiviteleri referans
alinarak bulmus oldugumuz sonuglar ile karsilastirma yapilmistir. Tran ve ark. (2011),
Bacillus Sp. MD.2 susunun sicaklik optimumunu 70°C olarak bulmuslardir. Walsh ve
ark. (2003), Rhizopus oligoporus ATCC 22959 ekstraseliiler fitaz aktivitesi igin
optimum pH degerini 5.5 olarak bulmuslardir. Kumar ve ark. (2012), yaptiklari bir
calismada ekstraseliiler fitaz aktivitesi i¢in optimum pH degerini Bacillus subtilis i¢in
pH 6.0- 6.5, Bacillus amyloliquefaciens i¢in pH 7.0-7.8 ve E.coli i¢in pH 5.0 olarak
bulmuslardir. Erkan (2014), yaptig1 ¢alismada Bacillus subtilis cinsi bakterinin optimum

pH degeri 6.5 olarak bulmustur.
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Calistigimiz bakterinin literatiir caligmalarinda fitaz enzimi aktivitesinin ¢alisiimadigi

tespit edilmistir. Yapilan bu ¢alisma alandaki ilk ¢alismadir.

P. carotovorum’un fitaz enzim aktivitesi sicakliga bagli olarak degismektedir. Yapilan
calismalarda, Tran ve ark. (2011), Bacillus Sp. MD.2 susunun sicaklik optimumunu
70°C olarak bulmuslardir. Kim ve ark. (2001), Bacillus amyloliquefaciens'te yaptiklari
calismada ekstraseliiler fitazin optimum sicaklik degeri 80°C olarak bulmuslardir. Erkan
(2014), yaptig1 calismada Bacillus subtilis’in optimum sicaklik degeri 60°C olarak
bulmustur. bulunmustur. Yaptigim ¢alisma sonucunda P. carotovorum bakterisinin fitaz
enzim aktivitesine bakilmamis oldugundan dolayr g¢alismamizda optimum sicaklik
degeri 60°C olarak belirlenmis ancak literatiirle karsilagtirllmamistir. En diislik aktivite

ise 20°C’de goriilmiistiir.

Pectobacterium carotovorum'un filogenetik agagta yerinin belirlenmesi amaciyla ¢izim
yapilmustir. Sonugta sistematik olarak ii¢ ana grup olusmus ve bakterimizin bu gruplar

ile yliksek benzerlik gosterdigi belirlenmistir.

Sonug olarak bu ¢aligmada; P. carotovorum bakterisinin optimum pH’s1 8.0 olarak
bulunmus olup, en diisiik aktivite gosterdigi pH degeri ise 4.0 olarak belirlenmistir.
Optimum sicaklik degeri ise 60°C olup en diisiik aktivite gosterdigi sicaklik degeri 20°C
olarak bulunmustur. P. carotovorum bakterisinin fitaz aktivitesi ilk defa ¢alisilmustir.
Elde edilen sonuglara gore ve bakterinin kiiltiirel adaptasyon ozelligine gore fitaz

enzimi tiretimi agisindan teknolojiye sunulabilir uygunlukta oldugu diistiniilebilir.

Elde edilen bu sonucglara gore, bu bakterinin {rettigi enzimin karakteristik
Ozelliklerinden dolay1 endiistriyel alanda kullaniminin daha etkin ve kullanilabilirliginin

daha yaygin olabilecegi diisiincesi ¢caligmalarimizin sonucuyla da desteklenmektedir.
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