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ÖZET 

 

 

TAHIL BİTKİLERİNDEN İZOLE EDİLMİŞ OLAN ENDOFİT 

BAKTERİLERDE BİYOTEKNOLOJİK ÖNEME SAHİP BAZI ENZİMLERİN 

BELİRLENMESİ 

 

 

DOĞAN, Gökhan 

Yüksek Lisans Tezi, Tarımsal Biyoteknoloji Anabilim Dalı 

Tez Danışmanı: Dr. Öğr. Üyesi Bilgin TAŞKIN 

Mart 2020, 71 sayfa 

 

Endofit bakteriler sağlıklı bitkilerin dokuları içinde hiçbir belirgin hastalık 

belirtisine neden olmadan, yaşam döngüsünün tamamını veya bir kısmını geçiren 

mikroorganizmalardır. Endofitik bakterilerin bitki büyümesini teşvik edici özellikleri ile 

ilgili pek çok araştırma mevcut olmasına rağmen biyoteknolojik öneme sahip 

ekstraselüler enzimler gibi biyoaktif bileşikler açısından değerlendirilmelerine yönelik 

çalışmalar nispeten  daha sınırlı ve yenidir. Bu çalışmada daha önce bazı kültür ve yabanıl 

tahıl bitkilerinin (Poaceae familyası) sağlıklı kök, gövde ve yaprak örneklerinden 

izolasyonu gerçekleştirilen 128 adet endofit bakteri izolatı öncelikle proteaz, lipaz, 

amilaz, pektinaz, ksilanaz ve selülaz enzimlerini üretebilme yetenekleri açısından nitel 

olarak incelenmişlerdir. Test edilen 128 suşdan 84'ünün proteaz, 41'nin selülaz, 28'inin 

pektinaz, 95'inin lipaz, 10'unun ksilanaz, 71'ininde lipaz ürettiği tespit edilmiştir. 

İzolatların içerisinde 6 enzimi üreten 1, 5 enzimi üreten 8, 4 enzimi üreten 16, 3 enzimi 

üreten 37, 2 enzimi üreten 41, 1 enzimi üreten 19 ve hiç enzim üretmeyen 8 tane suş 

olduğu belirlenmiştir. Ayrıca enzim indekslerine göre seçilen belirli sayıda izolatın 16S 

rRNA dizilemesi yolu ile moleküler tanımlaması  gerçekleştirilmiştir. Dizi analiz 

sonucunda, 17 adet izolata ait 16S rRNA gen bölgesi dizisi 2 adet Pseudomonas sp., 1 

adet Micrococcus sp., 5 adet Paenibacillus sp., 1 adet Streptococcus sp., 2 adet 

Curtobacterium sp., 1 adet Chryseobacterium sp. ve 4 adet Bacillus sp. cinslerine ait 

sonuç vermiştir. Ayrıca Streptococcus thermophilus ile %90.93 benzerlik oranı ile 

örtüşen bir izolat potansiyel yeni bir tür olarak değerlendirilmiştir.  

 

Anahtar kelimeler: 16S rRNA, Endofit bakteriler, Ekstraselüler enzimler, 

Mikrobiyal biyoteknoloji, Poaceae familyası 
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ABSTRACT 

 

 

DETERMINATION OF SOME BIOTECHNOLOGICALLY IMPORTANT 

ENZYMES IN ENDOPHYTIC BACTERIA ISOLATED FROM  CEREAL 

PLANTS 

 

 

DOĞAN, Gökhan 

M. Sc. Thesis, Agricultural Biotechnology Department 

Supervisor: Assist. Prof. Dr. Bilgin TAŞKIN 

March 2020, 71 pages 

 

Endophyte bacteria are the microorganisms that live the whole or part of their life 

cycle in the tissues of healthy plants without causing any obvious signs of disease. 

Although there is a lot of research on the plant growth promoting properties of endophytic 

bacteria, studies about bioactive compounds such as extracellular enzymes of 

biotechnological importance are relatively limited and new. In this study, the ability of 

128 endophyte bacterial isolates, which were previously isolated from healthy root, stem 

and leaf samples using a surface sterilization technique from some culture and wild grain 

plants (Poaceae family), were investigated in terms of producing protease, lipase, 

amylase, pectinase, xylanase, and cellulase enzymes. Of the 128 strains tested, 84 were 

found to produce protease, 41 to cellulase, 28 to produce pectinase, 95 to lipase, 10 to 

xylanase and 71 to produce lipase. It was determined that there are 1 isolates that produce 

6 enzymes, 8 isolates for 5 enzymes, 16 isolates for 4 enzymes, 37 isolates for 3 enzymes, 

41 isolates for 2 enzymes and 19 isolates for 1 enzyme. 8 isolates produced none of these 

enzymes. In addition, molecular identification of a certain number of isolates selected 

according to enzyme indexes was performed by 16S rRNA sequencing. As a result of the 

sequence analysis, 16S rRNA gene region sequences of 17 isolates yielded certain strains 

belonging to 2 Pseudomonas sp., 1 Micrococcus sp., 5 Paenibacillus sp., 1 Streptococcus 

sp., 2 Curtobacterium sp., 1 Chryseobacterium sp., and 4 Bacillus sp. genera. Also, an 

isolate coinciding with Streptococcus thermophilus with a similarity rate of 90.93% was 

evaluated as a potential new species. 

 

Keywords: 16S rRNA, Endophytic bacteria, Extracellular enzymes, Microbial 

biotechnology, Poaceae family 
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                16S rRNA gen bölgeleri ........................................................................ 43 

 

Şekil 4.5. Seçilen izolatlardan bazılarına ait, PZR ile çoğaltılmış  
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1. GİRİŞ 

 

 

Bakteriler çok önemli enzim kaynaklarıdır. Çünkü kısa sürede büyük miktarlarda 

kültürlenebilirler ve enzim üretimini arttırmak için bakteriyel hücreler üzerinde genetik 

manipülasyonlar yapılabilmesi mümkündür. Bununla birlikte mikrobiyal enzimlerin 

hayvansal ve bitkisel enzimlerden daha aktif ve stabil oluşu mikrobiyal enzimlere dikkati 

daha çok çekmiştir (Anbu ve ark., 2013; Gopinath ve ark., 2013). 

 Mikroorganizma kaynaklı enzimler, katalitik aktivitelerinin çok yüksek olmaları, 

daha stabil ve ucuz olmaları ve fermantasyon yöntemleri ile fazla miktarda elde 

edilebilmeleri sebebiyle endüstrinin her alanında kullanılmaktadır (Wiseman, 1987). 

Bugün endüstride kullanılan birçok enzim mikrobiyal kökenli olduğu için, endüstriyel 

enzimlerin üretiminde ve geliştirilmesinde mikroorganizma kullanımı artmıştır (Demain 

ve Solomon, 1981). Özellikle son yıllarda rekombinant DNA teknolojisinden 

yararlanılarak, enzim teknolojisi giderek gelişmiş ve enzim üretimi büyük boyutlara 

ulaşmıştır (Gessese, 1998). 

 Endofit bakteriler sağlıklı bitkilerin dokuları içinde hiçbir belirgin hastalık 

belirtisine neden olmadan, yaşam döngüsünün tamamını veya bir kısmını geçiren 

mikroorganizmalardır (Hallman ve ark., 1997). Literatürde, çeşitli endofitik bakterilerin, 

fosfat ve diğer besleyiciler gibi besin ve mineral döngülerini iyileştirme yolu ile bitki 

büyümesini teşvik yeteneklerini ortaya koyan pek çok araştırma mevcuttur (Costa ve 

Loper, 1994; Verma ve ark., 2001; Lee ve ark., 2004; Wakelin ve ark., 2004). Bitki 

gelişimini artıran endofitik bakterilerin en çok çalışılmış özelliklerinin başında azot 

fiksasyonu gelmektedir (Hurek ve ark., 1991; Boddey ve ark., 1995; Barraquio ve ark., 

1997; Webster ve ark., 1997; Yanni ve ark., 1997). Biyolojik N2 fiksasyonuna aktif olarak 

katılan endofitik diazotrofik bakteriler, Graminea familyasına bağlı çok sayıda konukçu 

bitkiden izole edilmiştir. Bakteriler nitrogenaz enzimi yardımıyla havadaki serbest azotu 

bitkinin kullanabileceği formlara dönüştürür (Özdemir, 2002). Azot fiksasyonu yapan 

bakterilerin çeşitlilik ve topluluk yapısı üzerine yapılan çalışmalar, bu bakterilerin 

nitrogenaz enzimi üretme yeteneğine sahip türleri içeren her şubede yaygın bir şekilde 

bulunduğunu göstermiştir (Hardoim, 2011). 



2 

 

 
 

Endofitik mikroorganizmaların bitki hastalıklarına karşı biyokontrol ajanı olarak 

kullanılması da ilgi çekici araştırma konularından biridir (Narisawa ve ark., 1998). 

Örneğin, endofitik bakterilerin, fungal gelişimi baskılama yeteneğine sahip olduğunu 

gösteren birçok çalışma bulunmaktadır. Çeltik tohumlarından izole edilen bazı endofitik 

bakterilerin, Rhizoctonia solani, Pythium myriotylum, Gaeumannomyces graminis ve 

Heterobasidium annosum‘a karşı güçlü bir antifungal etkiye sahip olduğu 

gözlemlenmiştir (Mukhopadhyay ve ark., 1996). Bitki hastalıklarının baskılanmasında 

endofitik bakteriler; yer ve besin rekabeti mekanizmalarını kullanarak patojene karşı 

doğrudan etki gösterirken, aynı zamanda bitkide dayanıklılık sistemlerini uyararak 

patojenlere karşıda dolaylı etki gösterebilmektedir (Sturz ve ark., 1998, Puentea ve ark., 

2009). Ayrıca hidrojen siyanid (HCN) ve antibiyotikler gibi antimikrobiyal maddelerin 

endofitik bakteriler tarafından üretimi, fitopatojenler ile biyolojik mücadelede endofitik 

bakterilerin kullandığı önemli mekanizmalardandır (Blumer ve Haas, 2000). 

Diğer taraftan endofitik bakterilerin, biyoteknolojik öneme sahip ekstraselüler 

enzimler açısından incelenmesini içeren çalışmalar daha sınırlıdır (Carrim ve ark., 2006). 

Bu nedenle endofitik bakteriler, farklı potansiyellere sahip enzim ya da enzimler elde 

etmek için yeni bir kaynağın temsilcisi olabilirler. 

Bu çalışmanın amacı, Van ili içerisinde, daha önce çeşitli kültür ve yabanıl tahıl 

bitkilerinden izolasyonu yapılan endofit bakterilerin öncelikle katı besiyerinde 

endüstriyel açıdan önem taşıyan proteaz, amilaz, lipaz, selülaz, ksilanaz ve pektinaz 

enzimlerini üretme potansiyelleri yönünden nitel olarak incelenmesi ve  bir sonraki 

aşamada; enzim aktivitesi yönünden yüksek olan suşların 16S rRNA dizi analizi ile 

moleküler tanısının yapılmasıdır. 

  



 
 

2. KAYNAK BİLDİRİŞLERİ 

 

 

2.1. Endofit Bakteriler 

 

En geniş anlamda endofitler, yüksek bitkilerin intra/interselüler dokularında 

yaşayan ancak konukçusunda herhangi bir hastalık belirtisine neden olmayan, bitkilerin 

kök, gövde ve yaprak gibi dokularında kolonize olan, yüzey dezenfeksiyonu yapılmış bu 

bitki dokularından veya bitkinin iç kısımlarından izole edilebilen, yaşamlarının bir 

kısmını veya tamamını bitki içerisinde geçiren bakteriyel ve fungal mikroorganizmalardır 

(Petrini ve ark., 1989; Hallmann ve ark., 1997; Ryan ve ark., 2008; Kumar ve ark., 2014). 

Perotti (1926), bitkilerin kök dokusunda patojen olmayan bakterilerin varlığını 

ortaya döken ilk araştırmacıdır. Hennig ve Villforth (1940) hiçbir zararlı etkiye maruz 

kalmamış bitkilerin kök, gövde ve yapraklarında bakteri varlığını tespit etmişlerdir. 

1940'lardan bu yana bitkilerin çeşitli organlarında endofitik bakterilerin varlığına dair çok 

sayıda rapor bulunmaktadır (Hallmann ve ark., 1997). 

Endofitik bakteriler, obligat veya fakültatif olarak sınıflandırabilir. Obligat 

endofitik bakteriler, yaşamlarını sürdürebilmek için konukçu bir bitkiye ihtiyaç duyarlar 

ve gelişebilmeleri, hayata tutunabilmeleri için bu çok önemlidir. Fakültatif endofitlerin 

ise konukçu bitki dışında yaşamını sürdürdüğü bir zaman dilimi vardır (Hardoim ve ark., 

2008).  

 

2.2. Endofit Bakterilerin Çeşitliliği 

 

Genel olarak endofitik bakteriler, rizosferik veya patojen bakterilere göre düşük 

popülasyonlarda bulunur (Hallmann ve ark., 1997; Rosenblueth ve Martínez-Romero, 

2004). Endofitlerin popülasyon yoğunluğu, esas olarak bakteri türüne ve konakçı 

genotipine, konakçının hangi gelişim aşamasında olduğuna ve çevre koşullarına bağlı 

olarak değişmektedir  (Pillay ve Nowak 1997). 

Acidobacteria, Actinobacteria, Aquificae, Bacteroidetes, Cholorobi, Chloroflexi, 

Cyanobacteria, Deinococcus-Thermus, Firmicutes, Fusobacteria, Gemmatimonadetes, 

Nitrospira, Planctomycetes, Proteobacteria, Spirochaetes ve Verrucomicrobiae 
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şubelerine ait kültüre alınabilen ve kültüre alınamayan 200'den fazla endofit bakteri cinsi 

olduğu rapor edilmiştir (Hallmann ve ark., 1997; Sessitsch ve ark., 2012; Sun ve Guo 

2012; Malfonova ve ark., 2013). Bununla birlikte, en önemli endofitler, üç ana şubeye 

ayrılmışlardır. Bunlar Actinobacteria, Proteobacteria ve Firmicutes şubeleridir. Bu 

şubelerin içerisinde Azoarcus, Acetobacter (Gluconobacter olarak yeniden 

adlandırılmış), Bacillus, Enterobacter, Burkholderia, Herbaspirillum, Pseudomonas, 

Serratia, Stenotrophomonas ve Streptomyces türleri vardır (Malfonova ve ark., 2013). 

Bununla birlikte tanımlanan endofitlerin sayısı çok daha azdır.     

Endofitik bakteri türleri çok sayıda bitki türünden elde edilmiş olsalarda 

yoğunlukta, bezelye (P. sativum), domates (Lycopersicum esculentum), mısır (Zea mays), 

buğday (Triticum aesitivum), yulaf (Avena sativa), kanola (Brassica napus), arpa 

(Hordeum vulgare), turp (Raphanus sativus) soya fasulyesi (Glycine max), patates 

(Solanum tuberosum), marul (Lactuca serriola) ve salatalık (Cucumis sativa) gibi çeşitli 

kültür bitkilerinde izole edilmiş ve tanımlanmıştır. Bununla birlikte, ekonomik olarak 

önemli bazı farmasötik bitkilerden de çeşitli bakteri suşları izole edilmiştir. Arthrobacter, 

Actinobacter, Aeromonas, Agrobacterium, Alcaligenes, Bacillus, Azospirillium, 

Enterobacter, Flavobacterium Pseudomonas, Acinetobacter, Azotobacter, Beijerinckia, 

Burkholderia, Enterobacter, Erwinia, Flavobacterium, Rhizobium, ve Serratia türleri 

bunlara örnek olarak gösterilebilir (Gray ve Smith, 2005). 

 

2.3. Endofit Bakterilerin Bitkide Kolonizasyonu 

 

Birçok bitki, tohum ve embriyo dahil  olmak üzere bulundurdukları endofitik 

bakteri açısından çeşitlilik içermektedir. Bu sayede endofitik bakteriler yeni bitkilerde 

varlıklarını garantiye almış olur (Truyens ve ark., 2015; Nelson, 2017). Endofitler 

muhtemelen çimlenme ve erken fide büyümesi sırasında, gelişmekte olan fidelerde 

harekete geçip büyürler. Bitkinin büyümesi ile beraber, fideler ortaya çıktıkça, kökler ile 

toprak mikrobiyomu arasındaki etkileşimler başlar. Bitkinin büyümesi ile birlikte 

rizosferde bakteriyel aktivite artmaya başlar ve böylelikle bakterilerin kök yoluyla 

bitkinin içine girmesi kolaylaşır. Ve son aşamada bazı endofitler köklerin de ötesinde 

bitki endosferinde (gövde ve yapraklar gibi) kolonize olmaya başlar. Bazı bakteriyel 
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endofitler de çiçekleri ve tohumları kolonize ederler ve büyük olasılıkla ana endofit 

topluluktan döllere dikey olarak aktarılırlar (Truyens ve ark., 2015; Mitter ve ark., 2017). 

 

2.4. Endofit Bakterilerin Önemi ve Biyoteknoloji 

 

Bitkiler büyüme ve gelişme için C, H, N, O ve P gibi 16 temel elemente ihtiyaç 

duyarlar. Bitkiler bu elementleri topraktan, atmosferden, su ve organik maddelerden 

kimyasal formda elde edip kullanılırlar. Endofit bakterilerin ise bu besin elementlerinin 

alımında rolü oldukça büyüktür (Arachevaleta ve ark., 1989). 

Endofitik bakteriler bazı patojenik organizmaların zararlı etkilerini azaltıp 

önleyebilir. Endofit bakterilerin konakçıya sağladığı faydalar rizosferik bakteriler için 

kullanılan mekanizmalara benzer yollarla tespit edilmektedir (Kloepper ve ark., 1999; 

Gray ve Smith, 2005). Fungal, bakteriyel, viral kaynaklı ve  bazı özel durumlarda 

böcekler ve nematodlardan kaynaklı zararlar bitkilerin, endofitik bakteriler ile 

aşılanmasıyla azaltılabilmektedir  (Kerry, 2000; Sturz ve ark, 2000; Ping ve Boland, 

2004; Berg ve Hallmann, 2006). 

Birçok endofit bakteri (Pseudomonas sp., Burkholderia sp. ve Bacillus sp. gibi) 

rizosferik bakteriler ile ortak cinslere sahiptir (Lodewyckx ve ark., 2002). Bu cinsler 

antibiyotikler, antikanser bileşikler, uçucu organik bileşikler, antifungal, antiviral, böcek 

öldürücü ve immünosupresif ajanlar dahil olmak üzere çeşitli sekonder metabolitlerin 

üreticisidir. Biyolojik olarak birçok aktif bileşik endofitik organizmalardan izole edilmiş 

olmakla birlikte, potansiyelinin çok altında kullanılan yeni ve doğal bir ürün 

kaynaklarıdır (Joseph ve Mini Priya, 2011). 

Endofitik bakteriler ayrıca fitoremediasyonda kullanılabilmektedir. 

Ksenobiyotikler ile kirlenmiş toprakta yetişen bitkilerin, gerekli atık parçalayıcı genlere 

sahip olan endofit bakterileri bitki içerisine aldığı gözlemlenmiştir. Nitekim, nitro-

aromatiklerle kirlenmiş tarla alanlarında, bu bileşiklerin parçalanmasını sağlayan 

enzimleri kodlayan genlerin endofitik suşlarda oldukça yaygın olduğu bildirilmiştir 

(Siciliano ve ark., 2001).  Ayrıca yapılan bir araştırmada Melez Kavak ağaçlarından 

(Populus deltoids x nigra) izole edilmiş bir fito-simbiyotik endofitik türün, 2,4,6-

trinitrotoluen gibi sayısız nitro-aromatik bileşiği biyolojik olarak parçalayabildiği 

gösterilmiştir (Van Aken ve ark., 2004).  
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Yapılan diğer bir çalışmada ise, genetik olarak modifiye edilmiş endofitler ile 

enfekte edilen bitkilerde nikel birikiminin ve toleransının arttığı gözlemlenmiştir. 

(Lodewyckx ve ark., 2001) 

 

2.5. Endofitik Bakteriler Tarafından Üretilen Sekonder Metabolitler 

 

Sekonder metabolitler mikroorganizmaların büyümesinde, gelişmesinde ve 

çoğalmasında, kısacası yaşamını sürdürebilmesinde doğrudan etkisi olmayan fakat 

mikroorganizmaların savunma sistemlerinde önemli rol oynayan organik bileşikler olarak 

tanımlanabilir (Stamp, 2003). Mikrobiyal gelişim  için zorunlu olmasa da, sekonder 

metabolitler toplumun sağlığı, beslenmesi ve ekonomisi için çok önemli bir konumdadır 

(Berdy, 2005).  

Endofit bakterilerin bir dizi biyoaktif metabolit ürettikleri bildirilmektedir; bunlar, 

zorlu hastalıklara karşı tedavi için ilaç, gıda ve kozmetik endüstrisi gibi potansiyel 

uygulamalar için mükemmel bir hammadde kaynağıdır  (Strobel ve Daisy, 2003; 

Goodstime ve ark., 2014). Endofitik bakteriler antimikrobiyal bileşikleri, fitohormonları 

veya öncüllerini, B12 ve B1 gibi vitaminleri, biyo koruyucuları içeren düşük molekül 

ağırlıklı sekonder metabolitleri üretirler (Trotsenko ve Khmelenina, 2002; Mercado ve 

Bakker, 2007). Bununla birlikte alkaloitler, steroidler, terpenoidler, peptitler, 

poliketonlar, flavonoidler, kinoller ve fenoller gibi anti-kanser, antioksidan, 

antimikrobiyal, antibiyotik, anti-inflamatuar, immünosüpresif özellikleri olan terapötik 

ajanlar da üretmektedirler  (Korkina, 2007). Bazı endofitik bakteriler ve ürettikleri 

sekonder metabolitler Çizelge 2.1’de gösterilmiştir. 
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Çizelge 2.1. Bazı endofitik bakteriler ve biyolojik aktiviteleri (Singh ve ark., 2017) 

Enzim Endofit Bakteri Biyolojik Aktivite 

Basilisin B. subtilis 168 Anti-fungal 

Nistatin Streptomyces noursei Anti-fungal 

KB425796-A Paenibacillus sp. 530603 Anti-fungal 

Bakillomisin B. subtilis, B.amyloliquefaciens Anti-fungal, Hemolytic 

Munumbisin Streptomyces NRRL 30562 Antibakteriyel 

Harmaomycin Streptomyces sp. Antibakteriyel 

Subtilisin B. subtilis Antibakteriyel 

Tetrasiklin Streptomyces remosus and S. aureofaciens Antibakteriyel 

Bakteriyosin B. subtilis Antibakteriyel 

Amicoumacin B. subtilis Antibakteriyel, anti-inflammatory 

Artemisinin Pseudonocardia sp. Anti-malarialsıtma 

Coronamycin Streptomyces sp. Anti-malarialsıtma 

Spektinomisin Streptomyces spectabilis Anti-tüberküloz 

Treponemycin Streptomyces Strain MS-6-6 Anti-tüberküloz 

Androprostamines Streptomyces sp. MK932-CF8 Anti-prostat kanseri 

Camptothecine Lysinibacillus sp. and B. cereus Anti-kanser 

Indolokarbazol Streptomyces sp. Anti-kanser 

Doksorubusin Streptomyces sp. Meme kanseri ve tümörleri tedavisi 

Antrasiklin Streptomyces sp. YIM66403 Antitümör 

Daptomisin Streptomyces roseoporous Bakteriyel deri enfeksiyonları 

Monensin Streptomyces cinnamonensis Koksidiyoz Önleyici 

Mitomisin Streptomyces caespitosus and S. lavendulae Kemoterapötik Ajan 

Saadamycin Streptomyces sp. Hedaya48, Antidermatofit 

Streptavidin Streptomyces albusDSM 40763 İmmüno terapi 

 

 

2.6. Ekstraselüler (Hücre dışı) Enzimler 

 

Enzimler, reaksiyon hızını arttıran ve reaksiyon sırasında tüketilmeyen proteinler 

olarak tanımlanmaktadır. Katalizör olarak işlev gösterirler, bu yüzden temel kimyasal 
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reaksiyonları hatırı sayılır derece hızlandıran yeni yollar oluştururlar (Bender ve ark., 

1984). Mikrobiyal hücre dışı enzimler, sitoplazmik membrana bağlı ribozomlar 

tarafından üretilir ve membran yolu ile hücrenin dışına taşınırlar (Priest, 1984). Ya 

çevreye salınabilir ya da bakteri hücresinin dış yüzeyine bağlı kalabilirler. Yüzeye bağlı 

enzimler bakterilere serbest salınımlı enzimlere göre daha çok avantaj sağlarlar. Çünkü 

yüzeye bağlı olanlar, bakteri hücresi için katalize ettikleri reaksiyonları koruyarak ürün 

alımını kolaylaştırır (Hoffman ve Decho, 1999). Bununla birlikte, hücreye bağlı olmayan 

enzimler, substratı mikrobiyal büyüme taleplerinin üzerinde hidrolize edebildiklerinden, 

beslenme avantajları sağlayabilir (Vetter ve ark., 1998). 

 

2.6.1. Endofitik bakteriler tarafından üretilen hücre dışı enzimler 

 

Bakteriyel endofitlerin, selülaz, ksilanaz, proteaz, amilaz, pektinaz, esteraz, lipaz, 

proteaz, asparaginaz vb. enzimler ürettikleri de rapor edilmektedir (Sturz ve Nowak, 

2000; Carrim ve ark., 2006). Bu enzimleri üretebilen endofitik bakterilerin bitkinin farklı 

yerlerinden izole edildiğini gösteren çok sayıda kaynak çalışması bulunmaktadır (Çizelge 

2.2). Bu tür keşif çalışmaları agar plaka tespit yöntemlerine dayanmaktadır. Fransız 

lavantasında (Lavandula dentate) yapılan çalışmalarda, bu bitkinin 30'dan fazla endofitik 

bakteri suşuna sahip olduğu tespit edilmiştir. Nocardiopsis bakteri türlerinin bitkinin 

farklı büyüme aşamalarında yüksek miktarda α-amilaz hücre dışı enzimini salgıladığı 

tespit edilmiştir (Stamford ve ark., 2001). 

Tibbi açıdan önemli bitkilerden de α-amilaz, proteaz ve selülaz üreten endofitik 

bakteriler izole edilmiştir (Vijayalakshmi ve ark., 2016). Yapılan çeşitli çalışmalarda 

endofitik bakterilerin (Alcaligenes faecalis, Burkholderia cepacia ve Enterobacter 

hormaechei) çok yıllık bitkilerde a-amilaz, proteaz ve selülaz açısından hiper enzimatik 

aktivite gösterdiği tespit edilmiştir (Leo ve ark., 2016). 
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Çizelge 2.2. Endofit bakterilerin ürettiği hücre dışı enzimler(Khan ve ark., 2017) 

 

Tür Enzim 

 

Actinomyces pyogenes, Bacillus circulans, Bacillus 

coagulans, Bacillus licheniformis, Bacillus megaterium, 

Corynebacterium renale, Pseudomonas stutzeri, 

Staphylococcus sp., Bacillus sp. 

 

Amilaz, esteraz, lipaz, proteaz 

 

Pseudomonas oryzihabitans 

 

Asparaginaz 

 

Pseudomonas sp. 

 

Exo-b-agaraz 

Paenibacillus polymyxa, Bacillus sp. Selülaz, Ksilanaz, Pektinaz 

 

Paenibacillus amylolyticus 

 

Pektinliyaz 

 

Alcaligenes faecalis, Burkholderia cepacia, 

Enterobacter hormaechei 

 

Selülaz, Ksilanaz, Lignin 

 

Bacillus sp. 

 

L-asparaginaz 

 

Bacillus amyloliquefaciens 

 

Fitaz 

 

Paenibacillus polymyxa 

 

Fibrinolitik enzim 

 

Rhizobium, Massilia, Kosakonia sp., Pseudorhodoferax 

sp., Caulobacter sp.,, Pantoea sp.,, Sphingomonas sp., 

Burkholderia sp., Methylobacterium sp., Bacillus sp., 

Curtobacterium sp., Microbacterium sp., 

Mucilaginibacter sp., Chitinophaga sp. 

 

ACC deaminaz, Endoglukanaz, Proteaz 

Acinetobacter sp., Bacillus sp. 
 

ACC deaminaz, Selülaz, Proteaz, Amilaz, Pektinaz 

 

Bacillus licheniformis, Bacillus pseudomycoides, 

Paenibacillus senitriformus 

 

L-asparaginaz 

 

Pseudomonas hibiscicola, Macrococcus sp., 

 

Selülaz, Ksilanaz, Pektinaz 

 

Bacillus thuringiensis 

 

Antrasen 

 

Bacillus amyloliquefaciens 

 

Ekzopolisakkaritler 

 

Bacillus subtilis 

 

YbdN protein 

 

Serratia marcescens, Bacillus subtilis, Bacillus 

methylotrophicus, Bacillus siamensis 

 

L-asparaginaz 
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2.6.2. Proteaz enzimi ve kullanım alanları 

 

Proteazlar, proteinlerde ve polipeptitlerde bulunan peptit bağlarının hidrolizini 

katalize eden enzimlerdir. Deterjan ve eczacılıkta yaygın olarak kullanılırlar, bunu gıda 

endüstrileri takip eder. Piyasadaki endüstriyel enzimlerin % 60'ını temsil ederler (Singh 

ve ark., 2016). 

Proteazlar gıda endüstrisinde  unlu mamullerin  üretimi için yaygın olarak 

kullanılmaktadır. Bu enzimler karıştırma süresini azaltmak, hamur kıvamını ve 

homojenliği azaltmak, ekmekteki glüten kuvvetini düzenlemek, doku ve lezzetini 

geliştirmek için kullanılır (Tucker ve Woods, 1995, Miguel ve ark., 2013). Proteazların 

bir diğer önemli uygulaması süt endüstrisi ile ilişkilidir. Doğal olarak oluşan proteazlar 

peynirin lezzet özelliklerine önemli ölçüde katkıda bulunur. Peynir olgunlaşmasının 

hızlanması, fonksiyonel özelliklerinin değiştirilmesi ve süt ürünlerinin alerjenik 

özelliklerinin azaltılması için kullanılırlar (Thomas ve Mills, 1981). 

Keratinazlar proteaz sınıfına ait enzimlerdir. Bu enzimler keratin yapıdaki 

maddelerin geri dönüşümünde kullanılabilmektedir (Câlin ve ark., 2017). İnsanların 

günlük olarak çevreye bıraktığı yeşil ve hayvansal atıklar çok sayıda keratin barındırır. 

Proteaz sınıfına ait olan keratinaz enzimi bu atıkların geri dönüşümünde büyük önem 

taşımaktadır (Cavello ve ark., 2015; Hossain ve ark., 2017). 

Enzim teknolojisinde, deterjan endüstrisi tarafından üretilen ürünler proteaz 

enziminin kullanımıyla etkinliği arttırılarak çamaşırların daha iyi temizlenmesini 

sağlarlar. Ayrıca bu enzimler protezlerin ve kontak lenslerin temizlenmesinde de 

başarıyla kullanılmaktadır (Jacobson ve ark., 1985). 

Konvansiyonel deri işleme yöntemlerinde kullanılan kireç ve sülfit yüksek toksik 

etkiye ve kirliliğe sebep olmaktadır. Bunların yerine kullanılan proteaz enzimi kirliliği ve 

toksititeyi azaltmaktadır (Thanikaivelan ve ark., 2004). 

 

2.6.3. Amilaz enzimi ve  kullanım alanları 

 

Amilazlar, polisakkaritlerde dahili alfa 1-4 glikozidik bağların hidrolizini katalize 

eden nişasta bozundurucu enzimlerdir (Takata ve ark., 1992). 
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Amilazlar, enzimatik deterjan formülasyonunda kullanılan ikinci tip enzimlerdir 

ve tüm sıvı deterjanların % 90'ı bu enzimleri içerir (Gupta ve ark., 2003; Mitidieri ve ark., 

2006; Hmidet ve ark., 2009). Amilazlar patates, sos, krema ve çikolata gibi nişastalı 

artıkların dekstrinlere ve diğer oligisakkaritlere indirgenmesini sağlayarak 

uzaklaştırılmasında yardımcı olurlar. Amilazlar ayrıca çamaşır beyazlatmada, ürünün 

temizleyicilik özelliğinin arttırılmasında ve renklerde kararma olmadan beyazlatmanın 

artırılmasında da yaygın olarak kullanılmaktadır (Borchet ve ark., 1995; Tanaka ve 

Hoshino, 1999). 

Amilazlar unlu mamullerinde, hamurun çeşitli özelliklerinin arttırılması amacıyla 

da kullanılmaktadır. Amilazların hamura eklenmesi, mayalanma oranının arttırılması ve 

hamurun viskozitesinin azaltılmasıyla sonuçlanarak ürünün hacminde ve dokusunda 

iyileşmelere neden olur. Ayrıca hamurda ekmeğin lezzetini, kabuk rengini ve kızartma 

kalitesini artıran ek şekerler de üretir. Fermente edilebilir bileşiklerin üretilmesinin yanı 

sıra, amilazlar ayrıca ekmek pişirme işleminde kıvrılma önleyici bir etkiye sahiptir ve 

fırınlanmış ürünlerin yumuşaklıklarını koruyarak bu ürünlerin raf ömrünü arttırmaktadır 

(Maarel ve ark., 2002; Gupta ve ark., 2003). Amilazlar nişasta ile birlikte içecek 

endüstrisinde glukoz ve fruktoz şurubu üretmek için de kullanılmaktadır (Maarel ve ark., 

2002). 

Amilazlar tekstil endüstrisinde çözgü ipinin güçlendirilmesi için kullanılan nişasta 

tabakasının kumaş üzerinden uzaklaştırılmasında (haşıl sökme) kullanılmaktadır (Gupta 

ve ark., 2003; Drauz ve ark., 2010). 

Kağıt üretimi endüstrisinde yazma kalitesini arttırmak ve kağıt yüzeyinin 

pürüzsüz ve güçlü olması amacıyla nişasta kaplaması kullanılır. Bu uygulamada 

nişastanın viskozitesi kağıt boyutlandırma için çok yüksektir. Bu dezavantaj amilazlar 

kullanılarak aşılabilmektedir (Bruinenberg ve ark., 1996). 

 

2.6.4. Lipaz enzimi ve kullanım alanları 

 

Lipazlar, lipidlerin yağ asitlerine ve gliserole hidrolizini katalize eder. Bu 

reaksiyonun tersine çevrilmesi, düşük su içeriğine sahip bir ortamda veya daha ziyade 

organik çözücülerin varlığında gerçekleşir. Bu tür reaksiyonlar esterleştirme, 

transesterifikasyon ve interesterifikasyon içerir. İnteresterifikasyon terimi, literatür 
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boyunca daha geniş bir anlama sahiptir ve bir ester ve bir asit (asitoliz), bir ester ve bir 

alkol (alkoliz) veya iki ester (transesterifikasyon) arasındaki asil radikallerinin değişimini 

ifade eder. Tüm bu reaksiyonlar, lipidlerin fiziksel özelliklerini değiştirmeye ve yeni 

esterler üretmeyi sağlar (Ghazali ve ark., 1995). 

Son zamanlarda, deterjan endüstrisinde, çamaşır, bulaşık makinelerinde yağ 

kalıntılarının giderilmesinde ve tıkanmış boruların temizlenmesindeki işlevsel 

önemlerinden dolayı, mikrobiyal hidrolitik lipazlar bu alandaki en büyük pazarlardan biri 

haline gelmiştir. Deterjan formülasyonlarına lipaz eklenmesi deterjanların performansını 

arttırmakla kalmaz, aynı zamanda daha iyi bir ekolojik çevreye katkı sunabilmektedir. 

(Nerurkar ve ark., 2013). 

Gıda endüstrisinden ucuz yağların kaliteli yağlara çevrilmesi büyük önem 

taşımaktadır. Daha ucuz yağların lipaz katalizli transesterifikasyonu, örneğin palmiye 

orta fraksiyonundan kakao yağı üretmek için kullanılabilir (Hasan ve ark., 2006). Ayrıca 

lipazlar ürünlerde insan sütü yağı yerine kullanılabilecek betapol sentezinde 

kullanılabilmektedir (Nakajima ve ark., 2000).  

Lipazlar,  bitkisel ve hayvansal PUFA'ları (çoklu doymamış yağ asiti) 

zenginleştirerek çeşitli balık yağlarının (ton balığı yağı, ringa balığı yağı) ve hodan yağı 

gibi çeşitli bitki yağlarının eldesinde kullanılır. Serbest PUFA'lar ve bunların mono ve 

diaçilgliseritleri daha sonra çeşitli farmasötikler üretmek için kullanılır (Sharma ve ark., 

2001). 

 

2.6.5. Selülaz enzimi ve kullanım alanları 

 

Selülazlar, selüloz zincirinin β-1,4-glukozit bağlarını hidrolize eden enzimlerdir 

(Nishida ve ark., 2007). Selülazlar bitki hücrelerinin yapısında bulunmakla beraber bazı 

bakteriler ve hayvanlar tarafından da üretilmektedir. 

Selülazlar, tekstil endüstrisinde kumaşların biyolojik olarak parlatılması ve 

kotlarda taşlanmış bir görünüm elde edilmesinin yanı sıra tekstil boyalarının 

renklendirilmesinde ve parçalanmasında kullanılabilmektedir (McMullan ve ark., 2001). 

Deterjan endüstrisinde pamuklu kumaşların yumuşaklığını ve parlaklığını arttırmak için 

ev tipi çamaşır deterjanlarında kullanılmaktadır (Cherry ve Fidantsef, 2003; Adrio ve 

Demain, 2014). 
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Genel itibariyle hemiselülazlar ve pektinazlar ile kombine halde kullanılan 

selülazlar gıda işleme, hayvan yemi üretimi, meyve ve sebze sularının üretimi, şarap ve 

bira üretiminde bitki hücre duvarlarının parçalanması amacı ile kullanılmaktadır 

(Menendez ve ark., 2015). Yağ verimini arttırmak, yüksek seviyede antioksidan ve E 

vitamini içeriğini korumak için zeytin yağı ekstrasyonu sırasında selülaz, hemiselülaz ve 

pektinazların bir kombinasyonu kullanılmıştır (Galante ve ark., 1998). Ayrıca yağ 

macununun viskozitesini azaltmak ve polifenolik maddelerin zeytin meyvelerinden 

ekstraksiyonu için bu karışım kullanılmaktadır (Ranalli ve ark., 2003).  

Geviş getiren hayvanların yem bileşimi selüloz, hemiselüloz, pektin ve lignin 

bakımından zengin olması sebebiyle oldukça karmaşıktır. Bu yüzden yemin sindirile 

bilirliğini arttırmak amacıyla selülaz preparatları kullanılmaktadır (Vasco ve ark., 2016). 

Selülazların kâğıt ve kağıt hamuru endüstrilerinde kullanımı çoğunlukla kağıdın 

mürekkepten arındırılmasına dayanmaktadır, ancak yeni ortaya çıkan bir uygulamadır. 

Liflerin parçalanması ve vizkozite kaybı olasılıklarının olması nedeni ile kağıt 

endüstrisinde selülazların bulunması istenmez. Fakat çeşitli çalışmalarda özellikle alkali 

selülazların atık kağıtlardan mürekkebin arındırılması, liflerin modifikasyonu ve kağıdın 

geri dönüşümü için kullanıldığı belirtilmektedir (Eriksson, 1990; Bajpai, 1999). 

Doğal olarak oluşan nişasta ve selüloz, alternatif biyoyakıtların potansiyel 

kaynağı olarak kabul edilmiştir (Sing ve ark., 2016; Sreedharan ve ark., 2016). 

Lignoselülozik biyokütle, tarım, ormancılık ve evsel atıklar da dahil olmak üzere farklı 

endüstrilerden gelen atıklar içerisinde bol miktarda bulunmaktadır (Li ve ark., 2009; 

Cherebuni, 2016; Isikgor ve ark., 2016). Selülazlar bu atıkların geri dönüşümünde 

kullanılabilmektedir. 

 

2.6.6. Pektinaz enzimi ve kullanım alanları 

 

Pektinazlar depolimerizasyon ve deesterifikasyon reaksiyonları ile pektik 

maddelerin parçalanmasını sağlayan enzimler grubudur (Petrolli ve ark., 2009). Pektinaz 

ayrıca meyve suyunun arıtılması sırasında ticari enzim formülasyonu için iyi bilinen bir 

enzimdir. Bu enzim glikozidik bağları açarak poligalakturonik asidi mono-galakturonik 

aside ayırır (Oyewole ve ark., 2011). 
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Genel olarak içecek endüstrisinde meyvelerin işlenmesi  enzim preparatları ile 

yapılmaktadır (Khan ve ark., 2013). Pektinazlar viskoziteyi azaltmada, meyve posasının 

sıvılaştırılmasıyla meyve suyunun verimini ve homojenliğini arttırmada ve meyve 

kabuklarının uzaklaştırılmasında çok önemli bir rol oynamaktadır (Kareem ve 

Adebowale, 2007; Chaudhri ve Suneetha, 2012; Makky ve Yusoff,  2015). Pektinazlar 

şarap üretiminde, özütleme işlemini desteklemek, meyve suyu verimini maksimuma 

çıkarmak, filtrelemeyi kolaylaştırmak, lezzet ve renk arttırmak amacıyla kullanılmaktadır 

(Chaudhri ve Suneetha, 2012). Pektinazlar çay yapraklarının hücre duvarlarında bulunan 

pektini parçalayarak çay fermantasyonunu hızlandırır ve çayın köpük oluşturma 

özelliklerini ortadan kaldırır. Ayrıca fermantasyon sırasında çayın rengindeki değişimi ve 

karakteristik aromanın oluşmasını sağlar (Carr, 1985; Praveen ve Suneetha, 2015). 

Tekstil ürünlerinin temizleme işlemi ağır kimyasalların kullanımını 

gerektirmektedir. Pektinaz gibi enzimlerin keşfedilmesi ile beraber sektör yavaşça çevre 

dostu enzimatik temizleme işlemlerine yönelmeye başlamıştır. Biyo-ovalama adı verilen, 

selülozik olmayan kirlilikleri tekstil ipliklerinden uzaklaştırmaya yarayan yöntem 

pektinaz gibi spesifik enzimlerin kullanılması ile gerçekleştirilmektedir (Praveen ve 

Suneetha, 2014). 

Geviş getiren hayvanlar için yem üretiminde pektinaz kullanımı yem viskozitesini 

azaltmakta ve besin maddelerinin ruminantlar tarafından emilimini arttırmaktadır. 

Bununla birlikte besin maddelerini enzimatik etki ile serbest bırakmakta ve  dışkı 

miktarını ise azaltmaktadır (Praveen ve Suneetha, 2014). 

Kağıtların geri dönüşümünde mevcut yöntemler çevreye zarar veren 

kimyasalların kullanılması ile sağlanmaktadır. Enzimler kullanılarak yapılan geri 

dönüşüm daha az kirletici, daha verimli ve enerji tasarrufludur. Bu işlemlerde pektinazlar 

ile beraber hemiselülazlar, selülazlar ve lignolitik enzimler kullanılmaktadır (Xu ve ark., 

2009; Pathak ve ark,. 2010; Xu ve ark., 2011). 

 

2.6.7. Ksilanaz enzimi ve kullanım alanları 

 

Ksilanazların substratı olan ksilan, bitki hücrelerinde önemli bir yapısal 

polisakkarittir ve dünyadaki tüm yenilenebilir organik karbonun yaklaşık üçte birini 
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oluşturan, doğada en bol bulunan ikinci polisakkarittir. Ksilanazlar, ksilandaki 1,4-β-D-

ksilozidik bağlarının endo-hidrolizini katalize eden glikozidazlardır (Prade, 1995). 

Çeşitli meyvelerden elde edilen meyve suları nişasta, pektin, selüloz, hemiselüloz 

ve lignin gibi polisakkaritlerin varlığından dolayı bulanık ve viskoz bir haldedir (Lee ve 

ark., 2006). Meyve sularının bu özellikleri ticari olarak istenmemekte ve toplum 

tarafından tercih edilmemektedir. Bu nedenle meyve sularının bulanıklığını ve 

viskozitesini ortadan kaldırmak amacıyla ksilanaz ve diğer farklı enzimler 

kullanılmaktadır  (Kumar ve ark., 2014). Ksilanaz, meyve ve sebzelerden elde edilen 

suyun veriminin arttırılmasına yardımcı olur. Ayrıca meyve sularının filtrelenebilirliğini 

arttırmasından dolayı meyve suyunun viskozitesini azaltır (Biely, 1985). Ksilanazlar bira 

üretiminde mayadan elde edilen şekerlerin ekstraksiyon işlemini arttırarak lezzette ve 

verimde artışa sebep olurlar (Garg ve ark., 2010). 

Tahıl tanelerinin endosperm hücre duvarları arabinoksilanlar ile karışık formda 

bulunan, b-glukanlar, selülozlar, mannanlar ve galaktanlar gibi polisakkaritleri çok 

miktarda içerir. Bunların büyük çoğunluğunu arabinoksilanlar ve beta-glukanlar 

oluşturmaktadır (Longland ve ark., 1995). Yemlerin ksilanaz tedavisi, ruminantlar 

tarafından bitki hücre duvarı sindirimine yardımcı olan kaliteli silajlar üretilmesine 

olanak sağlamaktadır. Ksilanaz tedavisi, hayvan yemindeki besleyici şeker içeriğini 

arttırarak inek ve diğer ruminantlarda sindirime yardımcı olur (Garg ve ark., 2010). 

Ksilanaz ile ön ağartma teknolojisi endüstride ticari olarak kullanılmaktadır 

(Bajpai, 1999). Enzim destekli kağıt hamuru ağartma işleminde esas olarak kullanılanlar 

endo-β-ksilanazlardır (Viikari ve ark., 1994). Ksilanazlar, kağıt hamurunun lifleri 

üzerinde yeniden çökeltilmiş ksilanı hidrolize eder. Liflerin geçirgenliği, ligninin 

liflerden daha kolay çıkarılmasını sağlayan ksilanaz işlemi ile artar. Ksilanazın kullanımı 

ile klorlu ağartıcıların kullanımı azaltılarak çevre kirliliğinin önüne geçilir (Kantelinen ve 

ark., 1993). 

Ksilanazlar tarımsal ve diğer lignoselülozik atıkların geri dönüştürülerek katma 

değerli ürünler üretilmesinde kullanılmaktadır. Bu işlem lignoselülazların 

delignifikasyonu, serbest şekerler üretmek için karbonhidrat polimerlerinin 

depolimerizasyonu ve son olarak etanol üretmek için basit şekerlerin fermentasyonu 

aşamalarından oluşmaktadır (Beg ve ark., 2001). Ksilanın, selülozu enzimlerin hidrolitik 
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etkilerinden koruduğu bilinmektedir. Bu nedenle ksilanazın kullanımı ile selülozların 

hidrolitik potansiyeli arttırılarak parçalanması kolaylaştırılmaktadır (Hu ve ark., 2011). 

Unlu mamüller endüstrisinden hamurun yumuşak ve hacimli olması üreticiler ve 

tüketiciler tarafından tercih edilmektedir. Ksilanaz uygulaması suda çözünürlüğü az olan 

hemiselülozun çözünürlüğünü arttırarak hamurun hacimli ve yumuşak olmasını sağlar 

(Rouau, 1993; Laurikainen ve ark., 1998; Jiang ve ark., 2005). Çeşitli üretim işlemlerinde 

ksilanazların kullanılması bromatlar gibi kimyasal katkı maddelerinin kullanımını 

azaltacak seviyededir (Kulkarni ve ark., 1999). Buğday nişastası ve glutenin endüstriyel 

olarak ayrılmasında ksilanazlar kullanılmaktadır (Biely, 2003).  



 
 

3. MATERYAL VE YÖNTEM 

 

 

3.1. Bakteri İzolatları 

 

Bu çalışmada, Van Yüzüncü Yıl Üniversitesi, Ziraat Fakültesi, Bitki Koruma 

Bölümü, Bakteriyoloji laboratuvarında stoklarında bulunan, Van ili ve civarında, bazı 

kültür ve yabanıl tahıl bitkilerinden (Poaceae familyası) izole edilmiş endofit bakteriler 

kullanılmıştır (Çizelge 3.1). 

  

Çizelge 3.1. Kullanılan izolatlar, konukçuları ve izole edilen organlar 

 İzolat Konukçu İzole Organ 

1 G99Y1 Yabani Arpa Yaprak 

2 G99K3 Yabani Arpa Kök 

3 G99K1 Yabani Arpa Kök 

4 G96Y3 Buğday Yaprak 

5 G96Y2 Buğday Yaprak 

6 G96Y1 Buğday Yaprak 

7 G95Y2 Brom Yaprak 

8 G95Y1 Brom Yaprak 

9 G95S1 Brom Sürgün 

10 G93Y1 Brom Yaprak 

11 G92S2 Brom Sürgün 

12 G91Y2 Buğday Yaprak 

13 G91S3 Buğday Sürgün 

14 G91S2 Buğday Sürgün 

15 G91S1 Buğday Sürgün 

16 G105S1 Domuz Ayrığı Sürgün 

17 

18 

19 

G101Y2 

G90Y2 

G90Y1 

Kelt Kuyruğu 

Yabani Buğday 

Yabani Buğday 

Yaprak 

Yaprak 

Yaprak 

20 G90S1 Yabani Buğday Sürgün 
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 Çizelge 3.1. Kullanılan izolatlar, konukçuları ve izole edilen organlar(devam) 

 İzolat Konukçu İzole Organ 

21 G88Y1 Tir Buğday Yaprak 

22 G88S1 Tir Buğday Sürgün 

23 G88K2 Tir Buğday Kök 

24 G88K1 Tir Buğday Kök 

25 G85K3 Buğday Anası Kök 

26 G85K2 Buğday Anası Kök 

27 G84Y1 Yabani Arpa Yaprak 

28 G83K1 Buğday Kök 

29 G83K1 Yabani Arpa Kök 

30 G83S3 Buğday Sürgün 

31 G83S2 Buğday Sürgün 

32 G83S1 Buğday Sürgün 

33 G82Y1 Gramine Yaprak 

34 G82S2 Gramine Sürgün 

35 G82S1 Gramine Sürgün 

36 G82K2 Gramine Kök 

37 G81Y1 Yabani Çavdar Yaprak 

38 G81K2 Yabani Çavdar Kök 

39 G81K1 Yabani Çavdar Kök 

40 G80S1 Yabani Çavdar Sürgün 

41 G80K3 Yabani Çavdar Kök 

42 G80K1 Yabani Çavdar Kök 

43 G79Y4 İki Sıralı Arpa Yaprak 

44 G79Y3 İki Sıralı Arpa Yaprak 

45 G79Y2 İki Sıralı Arpa Yaprak 

46 

47 

G79Y1 

G79S1 

İki Sıralı Arpa 

İki Sıralı Arpa 

Yaprak 

Sürgün 

48 

49 

G79K3 

G79K1 

İki Sıralı Arpa 

İki Sıralı Arpa 

Kök 

Kök 

50 G75K2 Arpa Kök 
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 Çizelge 3.1. Kullanılan izolatlar, konukçuları ve izole edilen organlar(devam) 

 İzolat Konukçu İzole Organ 

51 G75K1 Arpa Kök 

52 G72S1 Buğdayanası Sürgün 

53 G71K1 Arpa Kök 

54 G70K2 Arpa Kök 

55 G69S2 Gramine Sürgün 

56 G69S1 Gramine Sürgün 

57 G68K3 Poa Kök 

58 G68K2 Poa Kök 

59 G42K2 Buğday Kök 

60 G120S3 Hanım Tarağı Sürgün 

61 G120S2 Hanım Tarağı Sürgün 

62 G120S1 Hanım Tarağı Sürgün 

63 G119Y2T Çipil Yaprak 

64 G119Y1T Çipil Yaprak 

65 G119S1 Çipil Sürgün 

66 G118Y1T Acem Salkımı Yaprak 

67 G118S2T Acem Salkımı Sürgün 

68 G118S1 Acem Salkımı Sürgün 

69 G118K1T Acem Salkımı Kök 

70 G118K1 Acem Salkımı Kök 

71 G117Y1T Çipil Yaprak 

72 G117K1 Çipil Kök 

73 G116S2T Dere Salkımı Sürgün 

74 G116S2 Dere Salkımı Sürgün 

75 

76 

G116S1T 

G116K1T 

Dere Salkımı 

Dere Salkımı 

Sürgün 

Kök 

77 G115K1T Acem Salkımı Kök 

78 

79 

G114Y3 

G114Y1 

Yabani Çavdar 

Yabani Çavdar 

Yaprak 

Yaprak 

80 G114S1T Yabani Çavdar Sürgün 
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 Çizelge 3.1. Kullanılan izolatlar, konukçuları ve izole edilen organlar(devam) 

 İzolat Konukçu İzole Organ 

81 G113Y3 Buğday Yaprak 

82 G113Y2 Buğday Yaprak 

83 G113S2 Buğday Sürgün 

84 G113S2T Buğday Sürgün 

85 G113S1 Buğday Sürgün 

86 G113K2 Buğday Kök 

87 G113K1 Buğday Kök 

88 G112K3 Yabani Çavdar Kök 

89 G111S1 Kelt Kuyruğu Sürgün 

90 G111K3 Kelt Kuyruğu Kök 

91 G111K2 Kelt Kuyruğu Kök 

92 G108S2 Yabani Arpa Sürgün 

93 G107Y2 Buğday Yaprak 

94 G107Y1 Buğday Yaprak 

95 G107S2 Buğday Sürgün 

96 G107S1 Buğday Sürgün 

97 G106Y1 Buğday Yaprak 

98 G106S2 Buğday Sürgün 

99 G106S1 Buğday Sürgün 

100 G106K1 Buğday Kök 

101 G105Y1 Domuz Ayrığı Yaprak 

102 G105K3 Domuz Ayrığı Kök 

103 G105K2 Domuz Ayrığı Kök 

104 

105 

G102K4 

G102K3 

Çayır Arpası 

Çayır Arpası 

Kök 

Kök 

106 G102K2 Çayır Arpası Kök 

107 

108 

G102K1 

G101Y4 

Çayır Arpası 

Kelt Kuyruğu 

Kök 

Yaprak 

109 G101Y3 Kelt Kuyruğu Yaprak 
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Çizelge 3.1. Kullanılan izolatlar, konukçuları ve izole edilen organlar(devam) 

 İzolat Konukçu İzole Organ 

110 G101Y1 Kelt Kuyruğu Yaprak 

111 G101K1 Kelt Kuyruğu Kök 

112 G100Y3 Çayır Yumağı Yaprak 

113 G100Y2 Çayır Yumağı Yaprak 

114 G100Y1 Çayır Yumağı Yaprak 

115 G100S1 Çayır Yumağı Sürgün 

116 G100K1 Çayır Yumağı Kök 

117 G99Y2 Yabani Arpa Yaprak 

118 G99K2 Yabani Arpa Kök 

119 G92S1 Brom Sürgün 

120 G91Y1 Buğday Yaprak 

121 G91K1 Buğday Kök 

122 G79K2 İki Sıralı Arpa Kök 

123 G118S1T Acem Salkımı Sürgün 

124 G116S1 Dere Salkımı Sürgün 

125 G114Y2T Yabani Çavdar Yaprak 

126 G114Y2 Yabani Çavdar Yaprak 

127 G111K1 Kelt Kuyruğu Kök 

128 G107K1 Buğday Kök 

 

 

3.2. İzolatların Geliştirilmesi 

 

%20 gliserol içeren Nutrient sıvı besiyerinde -80°C’de saklanan saf kültürlerin 

geliştirilmesi için kullanılan Nutrient Agar besiyerinin Çizelge 3.2’de  verilmiştir.  

 

Çizelge 3.2. İzolatların geliştirilmesi için kullanılan Nutrient Agar besiyerinin bileşimi 

Besiyeri Bileşen Miktar (1 L, pH 7.5) 

Nutrient Agar 

Tripton 

Maya Özütü 

10 g 

5 g 

NaCl 10 g 

Agar 15 g 
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3.3. Enzim Aktivitelerinin Nitel Olarak Belirlenmesi 

 

3.3.1. Proteaz enzimi aktivitesinin belirlenmesi  

 

Proteaz aktivitesi Carrim ve ark. (1988)’nın bildirmiş olduğu yöntemde bazı 

değişiklikler yapılarak belirlenmiştir. İzolatların tümüne proteaz enzimi üretimi için %1 

(g/l) yağsız süt tozu içeren Nutrient Agar hazırlanmıştır. Bunun için süt tozu dışındaki 

besiyeri içerikleri distile suda çözüldükten sonra, ortam 121oC’de 15 dakika sterilize 

edilmiştir. Süt tozu (10 g/100 ml) ayrıca 110°C’de 5 dakika 2 defa sterilize edilerek ve 

45oC’ye kadar soğutulup, temel besiyerlerine aseptik koşullarda ilave edilerek iyice 

karıştırılmıştır (Çizelge 3.3). Daha sonra eşit hacimlerde (20 ml) steril petrilere dökülerek 

katılaşması beklenmiştir. Çözünebilir süt tozu içeren proteaz ortamlarına nokta şeklinde 

ekilen izolatlar, 25 oC’de 2-3 gün inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon sonunda 0.1 M 

HCl solüsyonundan 2 ml petrilerin yüzeyine dökülerek, koloniler etrafında şeffaf zon 

oluşumu değerlendirilmiştir. Proteaz aktivitesine sahip izolatlarda şeffaf bir zon oluşumu 

meydana gelmiş ve bunlar proteaz aktivitesine sahip pozitif suşlar olarak seçilmişlerdir 

(Carrim ve ark., 2006).  

 

Çizelge 3.3. İzolatların proteaz enzim aktivitesini belirlemek için kullanılan besiyeri 

bileşimi 

Besiyeri Bileşen Miktar (1 L) 

Proteaz Ortamı 

Nutrient Broth 8 g 

Skim Milk 10 g 

Agar 15 g 

 

 

3.3.2. Amilaz enzimi aktivitesinin belirlenmesi  

 

Amilaz aktivitesi Hankin ve Anagnostakis (1975)’in bildirmiş olduğu yöntemde 

bazı değişiklikler yapılarak belirlenmiştir. İzolatların tümüne Amilaz enzimi üretimi için 

%1 çözünebilir nişasta içeren Nutrient Agar hazırlanmıştır (Çizelge 3.4). Çözünebilir 

nişasta içeren amilaz ortamlarına nokta şeklinde ekilen suşlar 25 oC’de 2 gün inkübasyona 

bırakılmıştır. İnkübasyon sonunda petriye lügol çözeltisi (%1’lik iyot çözeltisi) dökülerek 
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boyama işlemi gerçekleştirilmiştir. Amilaz aktivitesine sahip suşlarda koyu mavi zemin 

üzerinde koloni çevresinde şeffaf bir zon oluşumu meydana gelmiş ve bu suşlar amilaz 

aktivitesine sahip pozitif suşlar olarak seçilmişlerdir.  

 

Çizelge 3.4. İzolatların amilaz enzim aktivitesini belirlemek için kullanılan besiyeri 

bileşimi 

Besiyeri Bileşen Miktar (1 L) 

Amilaz Ortamı 

Nutrient Broth 8 g 

Çözünebilir Nişasta 10 g 

Agar 15 g 

 

 

3.3.3. Lipaz enzimi aktivitesinin belirlenmesi  

 

Lipaz aktivitesi Hankin ve Anagnostakis (1975)’in bildirmiş olduğu yöntemde 

bazı değişiklikler yapılarak belirlenmiştir. Öncelikle lipaz aktivitelerinin belirlenmesi 

amacıyla lipaz ortamı hazırlanmıştır. Lipaz ortamı şu içeriklerden oluşmuştur (g/l): 

Nutrienth Broth 8 g, CaCl2 H2O 0.1 g, agar 15 g, pH 6.0 ve 20 ml Tween 20 (Çizelge 

3.5). Lipaz ortamı 121oC’de 15 dakika sterilize edildikten sonra besiyeri içeriklerinden 

ayrı olarak sterilize edilen Tween 20 lipaz ortamlarına ilave edilerek iyice karıştırılmıştır. 

Daha sonra hazırlanan bu besiyerleri petrilere yaklaşık 20 ml olacak şekilde dökülmüştür. 

İzolasyonu gerçekleştirilen suşların lipaz aktivitesinin belirlenmesi amacıyla lipaz 

ortamlarına nokta ekimi yapılmış ve suşlar gelişme sıcaklıklarında 2-3 gün inkübe 

edilerek koloni çevresinde açık renkte opak zon oluşumu meydana gelen suşlar pozitif 

olarak değerlendirilmiştir.  

 

Çizelge 3.5. İzolatların lipaz enzim aktivitesini belirlemek için kullanılan besiyeri 

bileşimi 

Besiyeri Bileşen Miktar (1 L, pH 6.0) 

Lipaz Ortamı 

Nutrient Broth 10 g 

CaCl2.H2O 5 g 

Agar 15 g 

Tween 20 20 ml 
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3.3.4. Selülaz enzimi aktivitesinin belirlenmesi  

 

Selülaz aktivitesi Amore ve ark. (2015)’nın bildirmiş olduğu yöntemde bazı 

değişiklikler yapılarak belirlenmiştir. Öncelikle selülaz aktivitelerinin belirlenmesi 

amacıyla selülaz ortamı hazırlanmıştır. Selülaz ortamı şu içeriklerden oluşmuştur (g/l): 

NaNO3 1 g, K2HPO4 1 g, KCl 1 g, MgSO4 0.5 g, yeast extract 0.5 g, glucose 1 g, 

Karboksimetilselüloz (CMC) 5 g, Agar 15 g (Çizelge 3.6). Selülaz ortamında yer alan 

bileşenlerin distile suda tamamen çözülmesinden sonra ortam 121oC’de 15 dakika 

sterilize edilmiştir. Sterilizasyondan sonra hazırlanan besiyerleri eşit hacimlerde (20 ml) 

steril petrilere dökülmüştür. İzole edilen suşların selülaz aktivitesinin belirlenebilmesi 

için selülaz ortamına nokta ekimi yapılmış ve 25oC’de 5-8 gün inkübasyona 

bırakılmışlardır. İnkübasyon sonunda petrilere önce %0.2’lik (w/v) Kongo kırmızısı 

çözeltisi dökülerek 20 dakika oda sıcaklığında beklenmiştir. Daha sonra ise petriler 5 M 

NaCl çözeltisi ilave edilerek yıkanmış ve 30 dakika oda sıcaklığında bekletilmişlerdir. 

Kırmızı zemin üzerinde, koloni çevresinde açık sarı renk zon oluşan koloniler pozitif 

sonuç olarak değerlendirilmişlerdir.  

 

Çizelge 3.6. İzolatların selülaz enzim aktivitesini belirlemek için kullanılan besiyeri 

bileşimi 

Besiyeri Bileşen Miktar (1 L) 

Selülaz Ortamı 

NaNO3 1 g 

KH2PO4 1 g 

KCl 1 g 

MgSO4 0.5 g 

Maya Özütü 0.5 g 

Glikoz 1 g 

Karboksimetilselüloz (CMC) 5 g 

Agar 15 g 

 

 

3.3.5. Ksilanaz enzimi aktivitesinin belirlenmesi  

 

Ksilanaz aktivitesi Amore ve ark. (2015)’nın bildirmiş olduğu yöntemde bazı 

değişiklikler yapılarak belirlenmiştir. Öncelikle ksilanaz aktivitelerinin belirlenmesi 

amacıyla ksilanaz ortamı hazırlanmıştır. Ksilanaz ortamı şu içeriklerden oluşmuştur (g/l): 
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NaNO3 1 g, K2HPO4 1 g, KCl 1 g, MgSO4 0.5 g, yeast extract 0.5 g, glucose 1 g, agar 

15 g, Ksilan 5 g (Çizelge 3.7). Ksilanaz ortamının bileşenleri distile suda çözüldükten 

sonra, ortam 121oC’de 15 dakika sterilize edilmiştir. Sterilizasyondan sonra aseptik 

koşullarda steril petrilere 20’şer ml dökülerek katılaşması beklenmiştir. İzolatlar ksilan 

içeren besiyerine ekildikten sonra 2-4 gün 25oC’de inkübasyona bırakılmışlardır. 

İnkübasyon sonunda petriye %0.1’lik (w/v) kongo kırmızısı çözeltisi dökülerek 20 dakika 

süreyle boyama işlemi gerçekleştirilmiştir. Boyama süresinin sonunda fazla boyanın 

uzaklaştırılması için petriye 5 M NaCl çözeltisi eklenerek 30 dakika oda sıcaklığında 

bekletilmiştir. Kırmızı zemin üzerinde koloni çevresinde açık renkte zon oluşan suşlar 

pozitif olarak değerlendirilmiştir.  

 

Çizelge 3.7. İzolatların ksilanaz enzim aktivitesini belirlemek için kullanılan besiyeri 

bileşimi 

Besiyeri Bileşen Miktar (1 L) 

Ksilanaz Ortamı 

NaNO3 1 g 

K2HPO4 1 g 

KCl 1 g 

MgSO4 0.5 g 

Maya Özütü 0.5 g 

Glikoz 1 g 

Ksilan 5 g 

Agar 15 g 

 

 

3.3.6. Pektinaz enzimi aktivitesinin belirlenmesi  

 

Pektinaz aktivitesi Kobayashi ve ark. (1999)’nın bildirmiş olduğu yöntem 

kullanılarak belirlenmiştir. Öncelikle pektinaz aktivitelerinin belirlenmesi amacıyla 

pektinaz ortamı hazırlanmıştır. Pektinaz ortamı şu içeriklerden oluşmuştur (g/l): Maya 

ekstraktı 2 g, Amonyumsülfat 2 g, Na2HPO4 6 g, KH2PO4 3g, Pektin 5 g, Agar 15 g 

(Çizelge 3.8). Pektinaz ortamının içerikleri distile suda çözüldükten sonra, ortam 

121oC’de 15 dakika sterilize edilmiştir. Steril besiyeri aseptik koşullarda petrilere 20’şer 

ml dökülerek katılaşması beklenmiştir. İzolatların nokta ekimleri yapıldıktan sonra 

25oC’de 3 gün inkübasyona bırakılmışlardır. Petriye %1’lik setiltrimetil amonyum bromit 

(CTAB) çözeltisi eklendikten sonra oda sıcaklığında 10 dakika bekletilmişlerdir. Süre 



26 

 

 
 

sonunda koloni çevresinde şeffaf zon oluşumu meydana gelen suşlar pozitif olarak 

değerlendirilmiştir. 

 

Çizelge 3.8. İzolatların pektinaz enzim aktivitesini belirlemek için kullanılan besiyeri 

bileşimi 

Besiyeri Bileşen Miktar (1 L) 

Pektinaz Ortamı 

Maya Özütü 2 g 

(NH4)2SO4 2 g 

Na2HPO4 6 g 

KH2PO4 3 g 

Pektin 5 g 

Agar 15 g 

 

 

3.4. İzolatların Enzimatik İndekslerinin Belirlenmesi 

 

İzolatlar için, her bir enzim aktivitesinin Enzim İndeksi (EI) bölüm 3.2.2’ de 

belirtilen inkübasyon sürelerinin sonunda alınan ölçümler kullanılarak hesaplanmıştır. 

Enzim İndeksleri, ilgili testte ölçülen ortalama şeffaf zon çaplarının ortalama koloni 

çaplarına oranı olarak ifade edilmiştir (Castro ve ark., 2006; Jena ve Rath., 2013; Castro 

ve ark., 2014).  

Şekil 3.1. Çalışmada kullanılan izolatların enzim indekslerinin (EI) hesaplanması 
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3.5. Bakterilerin Kısmi 16S rRNA Dizi Analizi ile Moleküler Tanımlanmasının 

Yapılması  

 

İzolatların katı seçici  besiyerlerinde enzim aktivitelerinin belirlenmesinden sonra 

farklı zon çapları veren, 17 adet izolat tanı işlemleri için seçilmiştir. Kısmi 16S rRNA baz 

dizisinin belirlenmesi yöntemi ile bakterilerin tanısı; DNA izolasyonu, izole edilen 

DNA’nın Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile çoğaltılması, PZR ürünlerinin agaroz 

jelde yürütülmesi, çoğaltılan DNA’nın baz dizi sırasının belirlenmesi ve bu sıranın veri 

tabanında bulunan mikroorganizmalara ait baz dizi sıraları ile karşılaştırılarak 

isimlendirilmesi aşamalarından oluşmuştur.  

 

3.5.1. DNA izolasyonu  

 

PZR reaksiyonlarında kalıp olarak kullanılmak için, ilgili izolatlardan total DNA 

izolasyonu kaynatma yöntemi ile yapılmıştır. Bunun için yaklaşık 107CFU/mL 

yoğunluğundaki bakteri süspansiyonundan 2 ml alınarak 10 dk kaynatılmış ve 

santrifüjlenerek hücre kalıntıları uzaklaştırılmıştır (Newton, 1995). Total DNA içeren 

supernatant temiz bir tüpe transfer edilerek, PZR reaksiyonlarında kalıp DNA kaynağı 

olarak kullanılmıştır. 

 

3.5.2. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) 

 

PZR reaksiyonlarında 27f (5’-AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3’) ve 1492r 

(5’- TAC GGT TAC CTT GTT ACG ACT T-3’) evrensel primer çifti kullanılmıştır (Lane 

ve ark., 1991). İzole edilen DNA’daki 16S rRNA gen bölgelerinin PZR ile çoğaltılması 

amacıyla, her bir örnek için toplam hacim 50 μl olacak şekilde aşağıdaki PZR karışım 

hazırlanmış ve reaksiyonlar çizelge 3.9’da verildiği gibi gerçekleştirilmiştir;  

 

PZR karışımı;  

 7.5 μl kalıp DNA    

 5 μl PZR Tamponu (10X)    

 3 μl MgCl2 (25 mM)    

 2.5 μl Taq DNA polimeraz  
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 4 μl dNTP karışımı (0.3 mM )  

 5 μl 27f primerinden (20 pmol)   

 5 μl 1492r primerinden (20 pmol)    

 20 μl steril distile su    

 

Çizelge 3.9. 16S rRNA bölgelerinin çoğaltılması PZR koşulları 

Sıcaklık Süre Döngü Sayısı 

95oC 5 dk 1 

94OC 1 dk  

30 55OC 1 dk 

72OC 2 dk 

72OC 10 dk 1 

 

 

3.5.3. PZR ürünlerinin agaroz jelde yürütülmesi  

 

5 μL PZR ürününe 1 μL jel yükleme tamponu eklenip, 1X TAE ile hazırlanmış 

%1’lik agaroz jeldeki kuyucuklara yüklenmiştir. PZR ürünlerinin büyüklüklerini 

belirlemek için agaroz jeldeki ilk kuyucuğa 100bp DNA marker yüklenmiştir. Jel 100 

voltta 1 saat yürütüldükten sonra etidyum bromür ile boyanarak UV ışığı altında 

incelenmiştir. 

 

3.5.4. PZR ürünlerinin sekans analizi 

 

PZR ürünleri Yeni Nesil Dizileme (New Generation Sequencing) tekniği 

kullanılarak Sentebiolab Biyoteknoloji (Ankara) şirketine hizmet alımı yolu ile 

yaptırılmıştır. Bu dizileme işlemi Miseq (İllumina) yeni nesil dizileme platformu ve 

Nextera XT kiti kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Sıralama sonuçları ise Kit v2 300cy 

kullanılarak yine firma tarafından düzenlenmiştir. Elde edilen diziler 

“https://www.ezbiocloud.net/” adlı internet sayfasında yer alan veri tabanı ile 

karşılaştırılmış ve sonrasında diziler GenBank sitesine girişleri yapılarak “SRA 

accession” erişim numaraları alınmıştır. Filogenetik ağaçlar tekli genlere uyarlanmış 

DSMZ (German Collection of Microorganisms and Cell Cultures GmbH) filogenomik 

veri hattı kullanılarak http://ggdc.dsmz.de/ adresinde bulunan GGDC web sunucusu 
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tarafından oluşturulmuştur (Meier-Kolthoff ve ark., 2013a; Meier-Kolthoff ve ark., 

2014). Çoklu dizi hizalaması “MUSCLE” ile yapılmış (Edgar, 2004) ve filogenetik ağaç 

Maximum Likehood yöntemi kullanılarak oluşturulmuştur (Stamatakis, 2014).  

 

3.6. Verilerin Analizi  

 

Tüm nitel enzim ölçüm deneyleri dörder tekrarlı ve her bir petri ölçümü ikişer 

tekerrürlü olacak şekilde yapılmıştır. 

 

3.7. İstatistik Analiz 

 

Çalışmada elde edilen enzimatik indeks verilerinin istatistik analizinde, SAS 9.4 

(SAS, 2014) paket programı kullanılmıştır. Gruplara ait ortalamalar arasındaki 

farklılıkların belirlenmesinde genel doğrusal model (GLM) analizi yapılarak, gruplar 

arasındaki farklılıkların belirlenmesinde Duncan çoklu karşılaştırma testi kullanılmıştır. 
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4. BULGULAR 

 

 

4.1. Enzim Aktivitelerinin Nitel Olarak Belirlenmesi  

 

Bu çalışmada, Van gölü havzası içerisinde, farklı bölgelerden, çeşitli kültür ve 

yabanıl tahıl bitkilerinin sağlıklı kök, sürgün ve yaprak bölgelerinden daha önce 

izolasyonu yapılan toplam 128 endofit bakteri izolatı kullanılmıştır. 

25°C’de gelişebilen toplam 128 adet izolat 3.2.2.’de belirtildiği gibi katı 

besiyerinde proteaz, amilaz, lipaz, selülaz, ksilanaz ve pektinaz enzimlerini üretme 

yetenekleri açısından incelenmiştir. Şekil 4.2’de bu enzimleri ürettiği belirlenen bazı 

izolatların agarlı besiyerinde enzimatik aktivitelerine ait fotoğraflar verilmiştir. 

Test edilen 128 suşdan 95'inin lipaz, 84'ünün proteaz, 71'inin amilaz, 41'nin 

selülaz, 28'inin pektinaz, 10'ununda ksilanaz, ürettiği tespit edilmiştir. İzolatların 

içerisinde 6 enzimi üreten 1, 5 enzimi üreten 8, 4 enzimi üreten 16, 3 enzimi üreten 37, 2 

enzimi üreten 41, 1 enzimi üreten 19 ve hiç enzim üretmeyen 8 tane suş olduğu 

belirlenmiştir.  

 

 

Şekil 4.1. Çalışmada kullanılan 128 endofit bakteri izolatının enzim üretim yüzdeleri. 

74,2%

65,6%

55,5%

32,0%

21,9%

7,8%

Lipaz Proteaz Amilaz Selülaz Pektinaz Ksilinaz
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Şekil 4.2. Bazı izolatların ayırtedici besiyerlerindeki enzim aktivitelerini gösteren örnek 

fotoğraflar. (A: Amilaz, B: Proteaz, C: Lipaz, D: Selülaz, E: Pektinaz, F: 

Ksilanaz)  

 

A B 

C D 

E F 
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4.2. İzolatların Enzimatik İndeks Sonuçları 

 

İzolatlar için, her bir enzim aktivitesinin Enzim İndeksi (EI) çizelge 4.1’de 

verilmiştir.  

 

4.3. Moleküler Tanımlama İçin İzolat Seçim Sonuçları 

 

Enzim indekslerinin belirlenmesinden sonra, enzimlerden en az bir tanesi için 

gelecek vaat eden 19 izolat ile bu enzimlerin hiçbirini üretmeyen 1 izolat 16S rRNA 

sekanslama yöntemi yolu ile tanı işlemleri için seçilmiştir (Çizelge 4.2). 

  



 

 

 
 

3
4 

Çizelge 4.1. İzolatların proteaz, lipaz , amilaz, selülaz, pektinaz ve ksilanaz aktivitesine ait enzimatik indeksleri 

  

Ortalama ± Std. Hata 

Mean ± Std. Error 

                                                                                           ( 

İZOLAT  

/ENZİM 
PROTEAZ LİPAZ AMİLAZ SELÜLAZ PEKTİNAZ KSİLİNAZ 

G100K1 2.92±0.11abcqrstuvwxyz - - - - - 

G100S1 2.40±0.03abcdefghxyz 1.65±0.17abuvwxyz 1.36±0.04abxyz - - - 

G100Y1 3.40±0.12ıjklmnopqrstuv 6.96±0.54b 2.18±0.08lmnopq 7.02±0.46def - - 

G100Y2 3.02±0.32opqrstuvwxy 1.84±0.07abstuvwxyz 1.36±0.08abxyz - - - 

G100Y3 2.81±0.03abcderstuvwxyz 3.02±0.25jklmnopqrstu 1.61±0.05tuvwxyz - - - 

G101K1 1.88±0.12ghıjk 2.42±0.18abmnopqrstuvwxyz 3.17±0.21de 4.55±0.95ghıj - - 

G101Y1 2.86±0.08abcdqrstuvwxyz 3.44±0.29ghıjklmno 1.67±0.12stuvwxy - - - 

G101Y2 - 5.63±0.38cd - - - - 

G101Y3 1.95±0.07ghıjk 1.90±0.05abstuvwxyz - - - - 

G101Y4 3.25±0.12klmnopqrstuv 2.05±0.05abqrstuvwxyz - - - - 

G102K1 1.62±0.03ıjk - - - - - 

G102K2 2.26±0.08abcdefghıjz 7.00±0.68b - - - - 

G102K3 4.07±0.37defghı - - - 3.39±0.15cd - 

G102K4 2.22±0.09abcdefghk 3.46±0.21ghıjklmno 1.41±0.02abwxyz - - 1.67±0.01ab 

G105K2 - 2.00±0.11abqrstuvwxyz 1.43±0.08abvwxyz 2.42±0.11klm 1.79±0.15ghı - 

G105K3 3.51±0.48ghıjklmnopqrs - - 4.46±0.20ghıj 3.92±0.34abc - 

G105S1 - - - - - - 

G105Y1 7.29±0.71a 1.87±0.34abstuvwxyz 3.03±0.29def 12.75±1.38a 3.81±0.38abcd - 

)xSx 
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Çizelge 4.1. İzolatların proteaz, lipaz , amilaz, selülaz, pektinaz ve ksilanaz aktivitesine ait enzimatik indeksleri (devam) 

  

Ortalama ± Std. Hata 

Mean ± Std. Error 

                                                                                           ( 

İZOLAT 

/ENZİM 
PROTEAZ LİPAZ AMİLAZ SELÜLAZ PEKTİNAZ KSİLİNAZ 

G106K1 2.68±0.06abcdefvwxyz - 2.50±0.13hıjklmn - - - 

G106S1 3.16±0.04lmnopqrstuvw 1.67±0.08abuvwxyz - - - - 

G106S2 3.72±0.29fghıjklmno 2.72±0.18lmnopqrstuvwxyz 1.96±0.07pqrstu - - - 

G106Y1 3.81±0.16efghıjklm - - 4.89±0.20ghı 2.24±0.11fgh - 

G107K1 - 2.41±0.14abmnopqrstuvwxyz - - - - 

G107S1 - 2.80±0.28klmnopqrstuvwxy - 2.70±0.71jklm - 1.64±0.32ab 

G107S2 3.08±0.03mnopqrstuvwx 1.94±0.05abrstuvwxyz 1.19±0.03abz - - - 

G107Y1 2.20±0.18cdefghıjk 2.92±0.38jklmnopqrstuvw 1.44±0.08abvwxyz - - 2.88±0.13a 

G107Y2 3.26±0.09klmnopqrstuv 7.33±0.67b 2.68±0.27fghıjk 4.95±0.30ghı - - 

G108S2 - 2.56±0.38ablmnopqrstuvwxyz 2.27±0.13klmnopq - 1.46±0.10ghı - 

G111K1 - 3.63±0.10fghıjklmn - - - - 

G111K2 3.10±0.14mnopqrstuvwx 2.35±0.06abmnopqrstuvwxyz 1.11±0.01b - - - 

G111K3 3.09±0.04mnopqrstuvwx 2.32±0.06abmnopqrstuvwxyz 1.47±0.05abvwxyz - - - 

G111S1 - 2.56±0.07ablmnopqrstuvwxyz 2.32±0.16jklmnopq 4.05±0.25hıjk - - 

G112K3 2.87±0.16abcdqrstuvwxyz 1.26±0.02ab - - - - 

G113K1 3.17±0.28lmnopqrstuvw 2.12±0.03abopqrstuvwxyz 1.36±0.02abxyz - - - 

G113K2 2.13±0.02efghıjk 1.60±0.05abvwxyz - - - - 

G113S1 4.02±0.20defghıj 2.96±0.56jklmnopqrstuvw 2.42±0.09ıjklmnop - - - 

)xSx 
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Çizelge 4.1. İzolatların proteaz, lipaz , amilaz, selülaz, pektinaz ve ksilanaz aktivitesine ait enzimatik indeksleri (devam) 

Ortalama ± Std. Hata 

Mean ± Std. Error 

                                                                                                      ( 

İZOLAT 

/ENZİM 
PROTEAZ LİPAZ AMİLAZ SELÜLAZ PEKTİNAZ KSİLİNAZ 

G113S2 3.27±0.08klmnopqrstuv 2.23±0.14abopqrstuvwxyz 2.54±0.09ghıjklmn - - - 

G113S2T - 1.99±0.25abrstuvwxyz - - - - 

G113Y2 3.33±0.15jklmnopqrstuv 2.49±0.17abmnopqrstuvwxyz 1.54±0.10abuvwxyz - - - 

G113Y3 5.12±0.07b 3.15±0.13hıjklmnopqrs 4.70±0.17ab 9.77±0.42bc 3.48±0.29bcd 1.75±0.25ab 

G114S1T 3.78±0.17efghıjklmn - - 9.53±0.64bc 3.46±0.38bcd - 

G114Y1 4.41±0.37cdef 2.71±0.28lmnopqrstuvwxyz - 10.00±0.68bc 3.78±0.22abcd - 

G114Y2 - - - - - - 

G114Y2T - - - - - - 

G114Y3 - - - 6.15±1.35efg 2.94±0.11def - 

G115K1T 2.19±0.67defghıjk 2.64±0.12lmnopqrstuvwxyz - - - - 

G116K1T 4.68±0.25bcd 1.91±0.18abstuvwxyz - - - - 

G116S1 - - - - - - 

G116S1T 1.51±0.13k 1.36±0.10abz - - - - 

G116S2 3.97±0.22defghıjk - - - 3.48±0.13bcd - 

G116S2T 4.15±0.22cdefgh - - 8.29±0.26cd 3.07±0.14cde - 

G117K1 - 2.67±0.28lmnopqrstuvwxyz 1.86±0.12qrstuvw - - - 

G117Y1T 3.22±0.13lmnopqrstuvw 6.32±1.78cb 2.81±0.01defghı 2.46±0.12klm - 1.90±0.27ab 

G118K1 3.46±0.11hıjklmnopqrstu 2.68±0.08lmnopqrstuvwxyz 1.85±0.06qrstuvw - 1.41±0.01hı - 

 

)xSx 
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Çizelge 4.1. İzolatların proteaz, lipaz , amilaz, selülaz, pektinaz ve ksilanaz aktivitesine ait enzimatik indeksleri (devam) 

Ortalama ± Std. Hata 

Mean ± Std. Error 

                                                                                                      ( 

İZOLAT 

/ENZİM 
PROTEAZ LİPAZ AMİLAZ SELÜLAZ PEKTİNAZ KSİLİNAZ 

G118K1T - 1.82±0.12abstuvwxyz 1.59±0.25atuvwxyz 8.48±0.62cd - - 

G118S1 4.38±0.40cdef 3.86±0.65efghıjkl 2.87±0.34defghı - - - 

G118S1T - - - - - - 

G118S2T 4.22±0.16cdefg 4.46±0.22defg 1.69±0.08rstuvwx 3.46±0.19ıjkl - 2.65±0.41ab 

G118Y1T 1.94±0.13ghıjk 2.62±0.22almnopqrstuvwxyz 1.16±0.02abz 4.01±0.54hıjk - - 

G119S1 2.06±0.23fghıjk 1.35±0.07abz - - - - 

G119Y1T - 4.37±0.15efgh 1.29±0.04abxyz 7.50±0.00de - - 

G119Y2T - 4.37±0.15efgh 2.59±0.25ghıjklm 2.08±0.21lm - - 

G120S1 2.50±0.12abcdefgwxyz - 1.60±0.04tuvwxyz - - - 

G120S2 - - - 4.20±0.34hıjk 3.07±0.14cde - 

G120S3 2.93±0.11abqstuwxyz 1.53±0.16abxyz - - - - 

G42K2 3.57±0.20gıjklmnopq 4.89±0.22def 2.68±0.09fghıjk 2.66±0.04jklm 1.76±0.14ghı - 

G68K2 - 3.61±0.94fghıjklm 5.00±0.00a - - - 

G68K3 - 4.59±0.34defg 4.02±0.19c 5.10±0.33ghı - - 

G69S1 - 5.01±0.32de 3.95±0.25c 3.65±0.37hıjkl - - 

G69S2 - 4.36±0.66efgh 4.79±0.13ab 1.93±0.07lm - - 

G70K2 2.73±0.34abcdefuwxyz 7.24±0.78b 2.69±0.04fghıjk 4.07±0.13hıjk 2.34±0.18efg - 

G71K1 1.64±0.05ıjk 1.84±0.33abstuvwxyz - - - - 

)xSx 
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Çizelge 4.1. İzolatların proteaz, lipaz , amilaz, selülaz, pektinaz ve ksilanaz aktivitesine ait enzimatik indeksleri (devam) 

Ortalama ± Std. Hata 

Mean ± Std. Error 

                                                                                                        ( 

İZOLAT 

/ENZİM 
PROTEAZ LİPAZ AMİLAZ SELÜLAZ PEKTİNAZ KSİLİNAZ 

G72S1 4.01±0.19defghıj 2.38±0.03abmnopqrstuvwxyz 1.25±0.01abxyz - - - 

G75K1 3.85±0.18efghıjkl 9.38±0.31a 3.80±0.17c - - - 

G75K2 - - 4.49±0.05b 3.42±0.26ıjkl - - 

G79K1 3.28±0.25klmnopqrstuv - 2.44±0.04ıjklmno - - - 

G79K2 - 1.24±0.02b - - - - 

G79K3 3.97±0.18defghıjk - 1.89±0.04qrstuv - 2.10±0.10ghı - 

G79S1 2.75±0.03abcdeftuvwxyz - - - - - 

G79Y1 1.85±0.09ghıjk 3.04±0.17ıjklmnopqrst 2.25±0.15klmnopq - - - 

G79Y2 4.13±0.14defgh 2.67±0.25lmnopqrstuvwxyz 1.67±0.03stuvwxy 3.35±0.12ıjklm 1.63±0.03ghı - 

G79Y3 2.80±0.14abcdestuvwxyz - - - - - 

G79Y4 4.48±0.22cde - 2.95±0.08defgh - - - 

G80K1 2.30±0.14abcdefghıyz 4.09±0.26efghıjk 1.40±0.08abwxyz 2.79±0.09jklm - - 

G80K3 4.03±0.17defghıj - 3.05±0.13def - 4.44±0.90a - 

G80S1 - - 3.80±0.08c 7.27±1.05de - - 

G81K1 1.62±0.03ıjk 1.51±0.04abxyz - - - - 

G81K2 - - 1.21±0.05abyz 3.57±0.05ıjkl - - 

G81Y1 - 2.07±0.14abpqrstuvwxyz 2.99±0.06defg 5.51±0.58fgh 1.57±0.14ghı - 

G82K2 - - 2.22±0.08lmnopq - - - 

)xSx 
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Çizelge 4.1. İzolatların proteaz, lipaz , amilaz, selülaz, pektinaz ve ksilanaz aktivitesine ait enzimatik indeksleri (devam) 

Ortalama ± Std. Hata 

Mean ± Std. Error 

                                                                                                     ( 

İZOLAT 

/ENZİM 
PROTEAZ LİPAZ AMİLAZ SELÜLAZ PEKTİNAZ KSİLİNAZ 

G82S1 3.34±0.04jklmnopqrstuv 2.75±0.15lmnopqrstuvwxy - - - - 

G82S2 3.31±0.03jklmnopqrstuv 2.62±0.07almnopqrstuvwxyz 1.51±0.23abuvwxyz - 1.91±0.09ghı - 

G82Y1 1.86±0.16ghıjk 2.35±0.24abmnopqrstuvwxyz - - - - 

G83K1 3.55±0.16ghıjklmnopqr 2.19±0.20abopqrstuvwxyz 1.37±0.02abxyz - - - 

G83S1 1.65±0.04ıjk - - - - - 

G83S2 3.05±0.24nopqrstuvwx 2.29±0.10abnopqrstuvwxyz 1.13±0.02ab - - - 

G83S3 2.85±0.05abcdqrstuvwxyz 3.67±0.15fghıjklm 3.91±0.37c 4.40±0.10ghıj 2.05±0.05ghı - 

G84K1 - 1.49±0.03abxyz 2.03±0.13opqrst - - - 

G84Y1 1.54±0.02jk - - - - - 

G85K2 3.49±0.04hıjklmnopqrst - - - - - 

G85K3 2.94±0.16aqrstuvwxyz 4.32±0.16efghı 2.76±0.20efghıj - - - 

G88K1 3.78±0.06efghıjklmn 1.90±0.11abstuvwxyz - - - 2.88±0.38a 

G88K2 - 4.19±0.21efghıj 2.11±0.09nopqrs - 1.27±0.03ı 2.04±0.66ab 

G88S1 2.22±0.10bcdefghıjk 5.05±0.83de - - 4.25±0.14ab - 

G88Y1 1.95±0.13ghıjk 1.54±0.06abxyz - - - - 

G90S1 2.94±0.08abqrstuvwxyz 6.79±2.01b 3.23±0.09d 5.02±0.27ghı - - 

G90Y1 - 3.30±0.23ghıjklmnopqr 2.29±0.20klmnopq - - - 

G90Y2 3.46±0.15hıjklmnopqrstu 9.80±0.20a 2.14±0.03mnopq 6.10±0.16efg 1.73±0.03ghı - 

)xSx 
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Çizelge 4.1. İzolatların proteaz, lipaz , amilaz, selülaz, pektinaz ve ksilanaz aktivitesine ait enzimatik indeksleri (devam) 

Ortalama ± Std. Hata 

Mean ± Std. Error 

                                                                                                     ( 

İZOLAT 

/ENZİM 
PROTEAZ LİPAZ AMİLAZ SELÜLAZ PEKTİNAZ KSİLİNAZ 

G91K1 - 2.04±0.05abqrstuvwxyz - - - - 

G91S1 2.78±0.00abcdestuvwxyz 2.31±0.16abnopqrstuvwxyz 2.13±0.13nopqr 3.39±0.09ıjklm - - 

G91S2 - 1.49±0.06abxyz - 4.10±0.06hıjk - - 

G91S3 4.82±0.08bc 2.20±0.36abopqrstuvwxyz 2.00±0.07opqrst 10.83±1.46b 3.32±0.15cd - 

G91Y1 - - - - - - 

G91Y2 1.74±0.10hıjk 1.35±0.02abz - - - - 

G92S1 2.83±0.02abcdeqrstuvwxyz 1.93±0.23abrstuvwxyz - - - - 

G92S2 - - 3.04±0.06def - - - 

G93Y1 - - - - 1.67±0.19ghı - 

G95S1 - 3.41±0.07ghıjklmnop 2.77±0.20efghıj - 1.67±0.08ghı - 

G95Y1 3.70±0.75fghıjklmnop 3.43±0.11ghıjklmnop 1.32±0.11abxyz 3.29±0.35ıjklm - - 

G95Y2 - 2.83±0.24klmnopqrstuvwx 2.79±0.22defghı - - - 

G96Y1 4.33±0.15cdef 2.97±0.22jklmnopqrstuv 2.64±0.12fghıjkl - - - 

G96Y2 - 1.60±0.15abwxyz - - - 1.40±0.15b 

G96Y3 2.97±0.07pqrstuvwxyz 2.01±0.07abqrstuvwxyz 1.37±0.01abxyz - - 1.77±0.19ab 

G99K1 - 3.36±0.18ghıjklmnopq - 1.54±0.04m - - 

G99K2 - 1.91±0.00abstuvwxyz - - - - 

 

)xSx 
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Çizelge 4.1. İzolatların proteaz, lipaz , amilaz, selülaz, pektinaz ve ksilanaz aktivitesine ait enzimatik indeksleri (devam) 

Ortalama ± Std. Hata 

Mean ± Std. Error 

                                                                                                      ( 

İZOLAT 

/ENZİM 
PROTEAZ LİPAZ AMİLAZ SELÜLAZ PEKTİNAZ KSİLİNAZ 

G99K3 - 1.78±0.08abstuvwxyz - 2.80±0.00jklm - - 

G99Y1 2.74±0.06abcdefuvwxyz 1.69±0.03abtuvwxyz - - - - 

G99Y2 - 1.44±0.04abyz - - - - 

 
*Enzim İndeksleri, ilgili testte ölçülen ortalama şeffaf zon çaplarının ortalama koloni çaplarına oranı olarak hesaplanmıştır. Tüm ölçümler dört tekrarlı olarak yapılmıştır.   
** Farklı harflerle ifade edilen gruplar arasındaki farklılık istatistiki olarak önemlidir (p<0.05) 

 

Çizelge 4.2. 16S rRNA dizi analizi için seçilmiş 20 adet izolatın proteaz, lipaz , amilaz, selülaz, pektinaz ve ksilanaz aktivitesine ait 

enzimindeksleri.  

 

 

Ortalama ± Std. Hata 

Mean ± Std. Error.Error 

                                                                                        (   

İZOLAT/ENZİM PROTEAZ LİPAZ AMİLAZ SELÜLAZ PEKTİNAZ KSİLİNAZ 

G91S3 4.82±0.08bc 2.20±0.36abopqrstuvwxyz 2.00±0.07opqrst 10.83±1.46b 3.32±0.15cd - 

G90Y2 3.46±0.15hıjklmnopqrstu 9.80±0.20a 2.14±0.03mnopq 6.10±0.16efg 1.73±0.03ghı - 

G90S1 2.94±0.08abqrstuvwxyz 6.79±2.01b 3.23±0.09d 5.02±0.27ghı - - 

G88S1 2.22±0.10bcdefghıjk 5.05±0.83de - - 4.25±0.14ab - 

G88K1 3.78±0.06efghıjklmn 1.90±0.11abstuvwxyz - - - 2.88±0.38a 

G83S3 2.85±0.05abcdqrstuvwxyz 3.67±0.15fghıjklm 3.91±0.37c 4.40±0.10ghıj 2.05±0.05ghı - 

)xSx 

)xSx 
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Çizelge 4.2. 16S rRNA dizi analizi için seçilmiş 20 adet izolatın proteaz, lipaz , amilaz, selülaz, pektinaz ve ksilanaz aktivitesine ait 

enzimatik indeksleri(devam) 

 

 

Ortalama ± Std. Hata 

Mean ± Std. Error.Error 

                                                                                         (   

İZOLAT/ENZİM PROTEAZ LİPAZ AMİLAZ SELÜLAZ PEKTİNAZ KSİLİNAZ 

G105Y1 7.29±0.71a 1.87±0.34abstuvwxyz 3.03±0.29def 12.75±1.38a 3.81±0.38abcd - 

G105S1 - - - - - - 

G100Y1 3.40±0.12ıjklmnopqrstuv 6.96±0.54b 2.18±0.08lmnopq 7.02±0.46def - - 

G80K3 4.03±0.17defghıj - 3.05±0.13def - 4.44±0.90a - 

G70K2 2.73±0.34abcdefuwxyz 7.24±0.78b 2.69±0.04fghıjk 4.07±0.13hıjk 2.34±0.18efg - 

G42K2 3.57±0.20gıjklmnopq 4.89±0.22def 2.68±0.09fghıjk 2.66±0.04jklm 1.76±0.14ghı - 

G119Y1T - 4.37±0.15efgh 1.29±0.04abxyz 7.50±0.00de - - 

G118S2T 4.22±0.16cdefg 4.46±0.22defg 1.69±0.08rstuvwx 3.46±0.19ıjkl - 2.65±0.41ab 

G117Y1T 3.22±0.13lmnopqrstuvw 6.32±1.78cb 2.81±0.01defghı 2.46±0.12klm - 1.90±0.27ab 

G116K1T 4.68±0.25bcd 1.91±0.18abstuvwxyz - - - - 

G114Y1 4.41±0.37cdef 2.71±0.28lmnopqrstuvwxyz - 10.00±0.68bc 3.78±0.22abcd - 

G114S1T 3.78±0.17efghıjklmn - - 9.53±0.64bc 3.46±0.38bcd - 

G113Y3 5.12±0.07b 3.15±0.13hıjklmnopqrs 4.70±0.17ab 9.77±0.42bc 3.48±0.29bcd 1.75±0.25ab 

G107Y2 3.26±0.09klmnopqrstuv 7.33±0.67b 2.68±0.27fghıjk 4.95±0.30ghı - - 

 
*Enzim İndeksleri, ilgili testte ölçülen ortalama şeffaf zon çaplarının ortalama koloni çaplarına oranı olarak hesaplanmıştır. Tüm ölçümler dört tekrarlı olarak yapılmıştır.   
** Farklı harflerle ifade edilen gruplar arasındaki farklılık istatistiki olarak önemlidir (p<0.05)

)xSx 
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4.5. Seçilen İzolatların Moleküler Tanılanması 

 

27f (5’-AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3’) ve 1492r (5’- TAC GGT TAC 

CTT GTT ACG ACT T-3’) evrensel primer çifti kullanılarak çoğaltılan, 20 adet izolata 

ait, yaklaşık 1500 bp büyüklüğündeki 16S rRNA gen bölgeleri Şekil 4.3, 4.4 ve 4.5’de 

verilmiştir. 

 

                                 1            2           3            4          5            6             

                                    

Şekil 4.3. Seçilen izolatlardan bazılarına ait, PZR ile çoğaltılmış 16S rRNA gen bölgeleri 
(1- Negatif, 2- G90S1, 3- G107Y2, 4- G90Y2, 5- G113Y3, 6- Ladder). 

 

 

                1                 2      3      4       5        6      7       8       9      10     11     12 

                              

Şekil 4.4. Seçilen izolatlardan bazılarına ait, PZR ile çoğaltılmış 16S rRNA gen bölgeleri 
(1-Ladder, 2- Negatif, 3- G100Y1, 4- G118S2T, 5- G70K2, 6- G80K3, 7- G105Y1, 8- 

G114Y1, 9- G83S3, 10- G42K2, 11- G105S1, 12- G117Y1T). 
 

 

                                 

 

 

 

 

 

1500 bp 

1500 bp 
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1500 bp 

                          1           2           3           4          5           6           7          8 

                         

Şekil 4.5. Seçilen izolatlardan bazılarına ait, PZR ile çoğaltılmış 16S rRNA gen bölgeleri 
(1-Ladder, 2- Negatif, 3- G116K1T, 4- G91S3, 5- G88S1, 6- G88K1, 7- G119Y1T, 8- 

G114S1T). 
 

 

4.6. Dizi Analizi Sonuçları 

 

 

Dizileme sonucunda, 17 izolatın kısmi 16S rRNA dizilemesi başarılı bir şekilde 

elde edilmiş, 3 adet izolatın dizileme işlemi sonuçsuz kalmıştır.  Elde edilen diziler 

“https://www.ezbiocloud.net/” adlı internet sayfasında bulunan veri tabanı ile 

karşılaştırılmış ve Ezbicloud GenBank sistemine girişleri yapılarak “SRA accession” 

erişim numaraları alınmıştır (Çizelge 4.3). 



 
 

 

 
 

4
5
 

 

Çizelge 4.3.  EzBioCloud veri tabanı kullanılarak yapılan dizi analizi sonuçlarına göre izolatların tanısı ve GenBank erişim numaraları 
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Veri tabanı kullanılarak yapılan karşılaştırmalı veri analiz sonucunda, 17 adet 

izolata ait 16S rRNA gen bölgesi dizisi 2 adet Pseudomonas sp. (G88K1, G118S2T), 1 

adet Micrococcus sp. (G116K1T), 5 adet Paenibacillus sp. (G100Y1, G90Y2, G83S3, 

G80K3, G70K2), 1 adet Streptococcus sp. (G117Y1T), 2 adet Curtobacterium sp. 

(G107Y2, G90S1), 1 adet Chryseobacterium sp. (G42K2) ve 4 adet Bacillus sp.  

(G119Y1T, G105S1, G113Y3, G105Y1) cinslerine ait sonuç vermiştir. İzolatlar 

içerisinde G80K3 ve G70K2 izolatlarına ait dizi analizleri Paenibacillus xylanexedens 

suşu ile maksimum benzerlik göstererek örtüşmüşlerdir. Aynı şekilde G107Y2 ve G90S1 

izolatlarına ait dizi analizleri de Curtobacterium flaccumfaciens sonucunu vermişlerdir. 

G88S1 izolatına ait dizi ise 16s veri tabanında hiçbir eşleşme göstermediği için hatalı 

dizileme olarak değerlendirilmiştir. Ayrıca Streptococcus thermophilus ile %90.93 

benzerlik oranı ile örtüşen G117Y1T izolatı potansiyel yeni tür olarak değerlendirilmiştir 

(Şekil 4.6). Tanımlaması yapılan 16 adet izolatın koloni fotoğrafları Şekil 4.7‘de 

verilmiştir. 

 

  

 

Şekil 4.6. G117Y1T izolatının 16S rRNA gen bölgesine göre oluşturulmuş filogenetik 

ağaç. 

 

                 

  

80/6 8  Streptococcus pseudopneumoniae|ATCC BAA-960|AICS01000067 
Streptococcus mitis|NCTC 12261|AEDX01000011 

 
 

 
81/94  

 
 

 
77/99  

Streptococcus oralis subsp. dentisani|CECT 7747|CAUK01000005 
Streptococcus oralis subsp. tigurinus|AZ_3a|AORU01000002 

Streptococcus infantis|ATCC 700779|GL732443 
Streptococcus australis|ATCC 700641|GL636092 
Streptococcus rubneri|LMG 27207|JX861483 

Streptococcus azizii|12-5202|MSPR01000035 
Streptococcus sanguinis|SK1|AFAZ01000011 

Streptococcus lactarius|MV1|GU045364 Streptococcus 
peroris|ATCC 700780|GL732464 Streptococcus 
pharyngis|DICM10-00796B|LN624399 

 
 

100/98  

Streptococcus porcorum|682-03|FN643224 Streptococcus 
alactolyticus|ATCC 43077|AF201899 

      
Streptococcus equinus|ATCC 9812|GL698435 

73/-  100/10 0  Streptococcus loxodontisalivarius|NUM 6304|AB828326 

 
100/100  

95/69   Streptococcus saliviloxodontae|NUM 6306|AB828327 
Streptococcus vestibularis|ATCC 49124|GL831116 

100/100  
 

G117Y1T 

Streptococcus salivarius subsp. salivarius|NCTC 8618|CP009913 
Streptococcus thermophilus|ATCC 19258|AY188354 

 
80/9 5Curtobacterium citreum|DSM 20528|X77436 

Curtobacterium albidum|DSM 20512|AM042692 
Curtobacterium oceanosedimentum|ATCC 31317|EF592577 
100/96       Diaminobutyricibacter tongyongensis|KIS66-7|JX876865 

 
72/ -  

77/-  

Planctomonas deserti|13S1-3|MH287062 Curtobacterium 
ammoniigenes|NBRC 101786|BCSV01000013 

Curtobacterium luteum|DSM 20542|X77437 

100/100  Curtobacterium pusillum|DSM 20527|AJ784400 
Curtobacterium flaccumfaciens|LMG 3645|AJ312209 
Curtobacterium herbarum|P 420/07|AJ310413 
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Şekil 4.7. Dizi sonuçları alınmış izolatların mikroskop altındaki koloni görünümleri. 
(Görüntüler 10X büyütme altında boyama yapılmaksızın alınmıştır). 

 
 

G119Y1T G118S2T G105S1 

G107Y2 G90S1 G90Y2 

G116K1T G113Y3 G83S3

 

G117Y1T G105Y1 G100Y1

 

G88K1 G80K3 G70K2 

G42K2 
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5. TARTIŞMA VE SONUÇ 

 

 

Çalışmamız Van Gölü havzasının belirli bölgelerinden toplanmış çeşitli kültür ve 

yabani tahıl bitkilerinden izolasyonu gerçekleştirilen endofit bakteri izolatlarının 

biyoteknolojik öneme sahip ekstraselüler enzimler açısından karakterizasyonuna yönelik 

yapılmış ilk çalışmadır. 

Endofitik bakteriler, yaygın olarak bitki büyümesini teşvikeden rizobakteri 

(PGPR) olarak adlandırılan rizosferik bakterilerin doğal üyesidir. Bunlar aslında bitki 

konakçısının içsel dokularında yaşayabilme yeteneğini kazanmış uzmanlaşmış bir 

rizobakteri grubudur (Reinhold-Hurek ve Hurek, 1998). Dolayısıyla, endofitik bakteriler 

yüzeyi sterilize edilmiş bitki dokularından izole edilen ve konakçı bitkilerine belirgin bir 

şekilde zarar vermeyen bakteriler olarak tanımlanmaktadır (Santoyo ve ark., 2016). 

Yeryüzünde var olan yaklaşık 300.000 bitki türünün bir veya daha fazla endofite ev 

sahipliği yaptığı düşünülmektedir (Ryan ve ark., 2008). Bu endofitler hem fungus hem 

de bakteri olabilir (Reinhold-Hurek ve Hurek, 2011).  

Literatürde, endofitik bakteriler farklı tipteki bitki konakçılarından izole edilmiş 

ve karakterize edilmiştir. Bunlar arasında tarım bitkileri, çayır bitkileri, aşırı ortamlarda 

yetişen bitkiler ve yabani ve çok yıllık bitkiler bulunur (Afzal ve ark., 2019). Endofitik 

bakteriler kökler, saplar, yapraklar, tohumlar, meyveler, yumru kökler, ovüller ve 

nodüller dahil olmak üzere yerin altında ve üstünde bulunan farklı bitki kısımlarından 

izole edilmiştir (Senthilkumar ve ark., 2011). Endofitik bakteriler için uygulanan 

izolasyon prosedürü, endofit araştırmaları için anahtar rol oynamaktadır. Endofit 

bakterilerin izolasyonunda yüzey seterilizasyonu çok önem taşımaktadır. Endofitik 

bakterilerin izolasyonu için en yaygın yöntemlerden birisi triturasyon yöntemidir. Bu 

süreç sodyum hipoklorit ve etanol de dahil olmak üzere farklı dezenfektanlar kullanarak 

yapılmaktadır (Gardner ve ark., 1982; Fisher ve ark., 1992; Hinton ve Bacon, 1995). 

Literatürde endofit bakterilerin ekstraselüler enzim üretme potansiyellerine 

yönelik çalışmalar mevcuttur. Carrim ve ark. (2006), yaptıkları çalışmada bir medikal 

bitki olan Jacaranda decurrens’in sürgün ve yapraklarından endofit bakteri izolasyonu 

gerçekleştirmiş ve bu izolatlarda proteaz, amilaz, lipaz ve esteraz ekstraselüler enzim 

üretimini incelemişlerdir. Elde ettikleri izolatların 16S rRNA dizilemeleri ağırlıklı olarak 
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Bacillus sp. cinsine ait suşları tanımlarken Pseudomonas sp., Corynebacterium sp. ve 

Actinomyces sp. cinslerinin varlığını da ortaya koymuştur. Ayırtedici katı besiyerleri 

kullanarak yaptıkları enzim taramaları sonucunda izolatların %60’nın proteaz, %60’nın 

amilaz, %40’nın lipaz ve %40’nın esteraz aktivitesine sahip olduğu belirlenmiştir. Bir 

başka çalışmada Cho ve ark. (2007), Kore’nin üç farklı bölgesinden topladıkları Ginseng 

bitkisinin köklerinden 63 endofitik bakteri izolatı elde etmiş ve bu izolatlar içinden 13 

farklı cins tanımlanmıştır. Bu cinsler arasında Microbacterium sp., Bacillus sp., 

Paenibacillus sp., Pseudomonas sp., Pseudoclavibacter sp., Erwinia sp., Pectobacterium 

sp. gibi cinsler bulunmaktadır. Bu bakteriler proteaz, selülaz, ksilanaz ve pektinaz 

enzimleri için ayırtedici katı besiyerlerinde test edilmişlerdir. Pozitif enzim aktivite 

sonuçları çeşitlilik gösterse de, proteaz aktivitesi gösteren suş sayısı diğerlerine kıyasla 

daha  fazla gözlemlenmiştir. Çalışmamızda ise lipaz enzim aktivitesi gösteren suş 

sayısının daha fazla olduğu belirlenmiş ve sırasıyla bunu proteaz, amilaz, selülaz, 

pektinaz ve ksilanaz enzim aktivitelerinin takip etttiği gözlemlenmiştir. Aynı çalışmada 

endofit bakterilerin antifungal özellikleri başarılı bir şekilde ortaya konmuştur. Endofit 

bakteri izolatlarının ekstraselüler enzim üretimi ile ilgili yapılan bir diğer çalışmada, 

bakteri ve fungus izolasyonu için çeşitli medikal bitkilerin kök, sürgün ve yaprak 

kısımları kullanılmıştır. Elde edilen izolatlar amilaz, proteaz, esteraz, lipaz, selülaz ve 

asparaginaz enzimleri açısından taranmışlardır. Yaptıkları denemelerde endofitik 

bakterilerin endofitik funguslara göre daha fazla enzim üretme potansiyelleri olduğunu 

göstermişlerdir (Jalgaonwalave ve Mohajan, 2011). Bu çalışmada izolatların moleküler 

tanımlaması yapılmamıştır. 

Tez çalışmamızda elde ettiğimiz, gerek izolatlarımızın filogenetik kimlikleri 

(Çizelge 4.3) gerekse enzim sonuçları (Şekil 4.2) tek tek her bir çalışma ile olmasa da, 

genel profil olarak literatür verileri ile tutarlılık göstermektedir. Moleküler tanımlamasını 

başarı ile yaptığımız 16 adet izolat Firmucutes (Bacillus sp., Paenibacillus sp.), 

Proteobacteria (Pseudomonas sp.), Actinobacteria (Micrococcus sp., Curtobacterium 

sp.) ve Bacteroidetes (Chryseobacterium sp.) dört ana şubesi içinde gruplanmışlardır. Bu 

sonuçlar sadece yukarıda belirli sayıda örnekleri verilen ekstraselüler enzim amaçlı 

endofit bakteri çalışmaları ile değil aşağıda örneklerini vereceğimiz başka amaçlar 

doğrultusunda yapılmış diğer endofit çalışmalarının sonuçları ile de örtüşmektedir. 
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Tahıl bitkilerini (buğday, arpa vs.) endofit bakteri izolasyonları için kullanan 

çalışmalar da mevcuttur. Chavez ve ark. (2019), mısır ve buğday bitkilerinin kök 

kısımlarından toplam 136 adet endofit bakteri izolatı elde etmişler ve bu izolatları IAA 

(Indole-3-acetic acid) üretim ve PSI (Phosphorus solubilization index) kapasiteleri 

yönünden incelemişlerdir. Kayda değer sonuçlar aldıkları 41 izolatın 16S rRNA 

tanımlamaları, bu bakterileri Proteobacteria (Pseudomonas sp., Acinetobacter sp., 

Burkholderia sp. vs.) ve Firmicutes (Bacillus sp., Brevibacillus sp.,) şubeleri altında 

guruplandırmıştır.  

Antimikrobiyal ve antioksidant özelliklerini araştırma amaçlı, Aloe vera bitkisinin 

kök, sürgün ve yapraklarından izole edilen endofit bakterilerin moleküler 

karakterizasyonu 13 cinse ait veriler ortaya koymuştur. Bu cinsler arasında Bacillus sp. 

(%20.7), Pseudomonas sp. (%20.7) ve Enterobacter sp. (%13.8) öne çıkmıştır 

(Akinsanya ve ark., 2015). Lilley ve ark. (1996), şeker kamışından izole ettikleri endofit 

bakterilerden 23 farklı cins teşhis etmişlerdir. Germida ve ark. (1998), 220 endofit bakteri 

izolatı içerisinden 18 farklı cins teşhis etmişlerdir.  

Yukarıda verilen ve sayıları daha da arttırılabilecek çalışmalarda da gösterildiği 

gibi, pek çok araştırmacı farklı bölgelerden, farklı bitkilerden, farklı sayıda ve farklı 

cinslere ait endofit bakteri suşları tanımlamışlardır. Hatta aynı bitkinin farklı bölgelerdeki 

topraklardan alınan örnekleri sahip oldukları endofit bakteriler açısından farklılık 

gösterebilmektedir (Cho ve ark., 2007). Bu veriler endofit çeşitliliğinin farklı bölgeler, 

farklı bitkiler hatta izolasyon yapılan farklı bitki dokularına göre değişiklik gösterdiğini 

ortaya koymaktadır (Akinsanya ve ark., 2015).  

Bu tez çalışması her ne kadar biyoteknolojik perspektif doğrultusunda yapılsa da, 

ekstraselüler enzimlerin varlığı endofit bakteri-bitki konakçısı ilişkisi açısından da 

değerlendirilmeli ve tartışılmalıdır. Örneğin, Al-Mallah ve ark. (1987), bitki hücre 

duvarını yıkan enzimlerin (selülaz, pektoliyaz) Rhizobium loti’nin azot tutucu nodül 

oluşturmasında etkili olduğunu göstermiştir. Başka bir çalışmada farklı oranlarda selülaz 

ve pektinaz enzimlerinin  endofitik diazotrof (azot fiksasyonu yapabilen) bakterilerin 

bitki hücreleri arası kolonizasyonunda önemli bir yere sahip olabileceği bildirilmiştir 

(Verma ve ark., 2001). Hücre duvarını yıkan enzimlerin bitki patojeni bakteriler 

tarafından da sentezlendiği düşünüldüğünde bu enzimlerin her iki gurup içerisindeki 

ekspresyonları ve regülasyonları hakkında daha fazla bilgiye sahip olmak bu iki bakteri 
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grubunu anlamak ve ayırt edebilmek için çok önemli olabilir. Ancak tüm bakterilerin bu 

enzimleri üretemediği düşünüldüğünde, bu bakterilerin bitki dokusu iç kısımlarına başka 

mekanizmalar kullanarak girdikleri düşünülebilir.  

G117Y1T izolatı dışında tüm izolatlarımızın 16S rRNA dizileme sonuçları %99-

100 benzerlik oranları vermektedir (Çizelge 4.3). 16S rRNA gen sekansları tek başına 

yeni bir türü tanımlamaya yetmeyebilir, ancak yeni bir türün izole edildiğine dair ilk ve 

güçlü bir indikatördür (Tindall ve ark., 2010). 16S rRNA gen dizisi benzerlik oranı eşiği, 

DNA-DNA Hibridizasyonuna (DDH) alternatif olarak bakteri sınıflandırmasında yaygın 

olarak kullanılmaktadır. 1994 yılında Stackebrandt ve Goebel, iki suşun aynı türe ait 

olmadığını doğrulamak için %97 16S rRNA gen dizisi benzerlik eşiğini önermiştir. 

%97'den daha az 16S rRNA gen dizisi benzerliği paylaşan iki suşun aynı türün üyeleri 

olmadığına dair belgelenmiş kanıtlar vardır (Collins ve ark., 1991; Amann ve ark., 1992; 

Fox ve ark., 1992; Stackebrandt ve Goebel, 1994). Daha sonraki yıllarda 380 çift suşun 

karşılaştırılmasına dayanarak, Stackebrandt ve Ebers (2006), Stackebrandt ve Goebel 

tarafından önerilen % 97 orijinallik değerinden daha yüksek bir eşik olan % 98.7 16S 

rRNA gen dizisi benzerlik oranını önermiştir. Daha yakın bir zamanda, 571 çift suş 

kullanılarak yapılan çalışma sonucunda benzer bir eşik aralığı (% 98.2-99.0) önerilmiştir 

(Meier-Kolthoff ve ark., 2013b). Kim ve ark. (2014) yaptıkları çalışmada genom ve 16S 

rRNA gen dizisi benzerlikleri arasında bir milyondan fazla karşılaştırma yapmışlardır. Bu 

çalışmada, iki katlı çapraz validasyon istatistiksel testi kullanılarak, önceki öneriler 

(%98.2-99.0) ile benzer bir sonuçla, iki türün ayırt edilmesinin eşiği olarak %98.65 16S 

rRNA gen dizisi benzerlik oranının kullanılabileceğini gösterilmiştir. G117Y1T kod 

numaralı izolatımızın verdiği %90.93 benzerlik oranının yukarıdaki tüm eşiklerin çok 

altında olduğu bir gerçektir. Bu oran bu izolatın farklı bir tür olarak değerlendirilmesine 

yönelik güçlü bir indikatördür. Ancak DNA-DNA hibridizasyonu, tüm genom 

sekanslaması, fenotipik karakterizasyonlar (morfoloji, fizyoloji, biyokimya vs.), hücresel 

yapısal elementlerin kimyasal karakterizasyonu (hücre duvarı peptidoglikanı, teikoik 

asitler, mikolik asitler, vb., hücre zarı yağ asitleri, polar lipitler, pigmentler, vb. veya 

poliaminler gibi sitoplazmanın bileşenleri) gibi çalışmalar ek olarak yapılmalıdır (Tindall 

ve ark., 2010). G117Y1T izolatı pektinaz haricinde tüm enzimler yönünden pozitif 

sonuçlar vermiştir. 
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16S rRNA dizileme sonuçlarımızın veri tabanı ile karşılaştırılması, Paenibacillus 

cinsine ait 5 adet izolatımızın olduğunu göstermiştir (G100Y1, G90Y2, G80K3, G70K2, 

G83S3). %99.25 benzerlik oranı ile Paenibacillus nuruki suşu ile benzeşen G100Y1 

proteaz, amilaz, lipaz ve selülaz enzim testlerinde pozitif sonuçlar vermiş, yüksek selülaz 

ve lipaz indeks değerleriyle dikkat çekmiştir. % 99.84 benzerlik oranı ile Paenibacillus 

tundrae suşu ile benzeşen G90Y2 izolatı ise ksilanaz enzimi dışındaki tüm enzimleri 

üretmiş ve yüksek selülaz ve lipaz indeks değeri göstermiştir (Çizelge 4.2). Yine ksilanaz 

dışındaki tüm enzimler için pozitif sonuç veren G83S3 izolatı %99.23 oranı ile 

Paenibacillus seodonensis ile örtüşmüştür. Burada ilginç olan %100 benzerlik oranı ile 

Paenibacillus xylanexedans suşu ile örtüşen G80K3 ve G70K2 kodlu izolatlarımızdır. Bu 

izolatlarımıza ait 1503 baz çiftinin tümü dizilenmiş ve sonuç elde edilmiştir. Ancak 

çizelge 4.2 incelendiğinde 16S rRNA dizilemesine göre aynı suş gibi görünen bu iki 

izolatın enzim üretme profilleri birbirinden son derece farklıdır ve tartışmaya açıktır. Bu 

iki izolatın aynı türün farklı alt türleri olması akla gelen ilk olasılıktır. Tabi bir diğer ve 

en basit açıklama da laboratuvarımızda ya da dizileme sırasında yapılan deneysel 

hatalardan kaynaklanan basit bir kontaminasyon olduğudur. Dolayısı ile 16S rRNA gen 

bölgesinin “proofreading” özelliği daha güçlü, özel bir enzim ile çoğaltılarak, dizileme 

çalışmasının tekrarlanması ve daha önce bahsi geçen diğer moleküler tanımlama 

testlerinden bazılarının yapılması gerekmektedir. 

Penibacillus, 1993 yılında Bacillus cinsinden flogenetik olarak ayrılmış, ancak 

gelecekte daha fazla alt bölüme girmesi muhtemel olan bir cinstir. Birçok türü bitkilerde 

besin alımını teşvik eden, fitopatojenlerin çoğalmasını kontrol edebilen ve fitohormonlar 

üretebilen suşlara sahip, iyi bilinen bitki büyümesi detekçileridir. Tarımsal uygulamalara 

ek olarak Paenibacillus tıp ve biyoremidasyon alanında, bazıları halihazırda ticarileşmiş 

olan antimikrobiyaller, enzimler ve ekzopolisakkaritler üretir. Ancak bu cinsin tüm 

üyeleri faydalı değildir. Bazı türleri bal arısı hastalıkları, besin zehirlenmeleri ve fırsatçı 

insan hastalıklarına sebep olmaktadır (Grady ve ark., 2016).  

G119Y1T, G113Y3, G105Y1 ve G105S1 izolatları sırası ile Bacillus toyonensis 

(%100 benzerlik oranı), Bacillus halotolarens (%99.93 benzerlik oranı), Bacillus subtilis 

sbp. inaquosorum (%99.92 benzerlik oranı) ve Bacillus idriensis (%99.58) ile 

örtüşmüşlerdir. G119Y1T izolatı lipaz, amilaz ve yüksek selülaz aktivitesi göstermiştir. 

G113Y3 test edilen altı enzim için de pozitif sonuç vermiş, özellikle hayli yüksek selülaz 
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aktivitesi dikkat çekmiştir. G105Y1 ksilanaz dışındaki tüm enzimler için pozitif sonuç 

vermiş, yüksek proteaz ve selülaz enzim indeksi göstermiştir. Dizileme için seçmiş 

olduğumuz izolatlar içinde bu enzimlerin hiç birini üretmeyen tek izolatımız olan G105S1 

de Bacillus cinsine ait sonuç vermiştir (Çizelge 4.2). Bacillus sp., cinsi Gram +, düşük 

G+C içeriğine sahip, çubuk şekilli, endospor oluşturma yetisine sahip aerob ya da 

fakültatif anaeroblardır. Bacillus sp. cinsleri toprak, alkali ortamlar, hidrotermal 

menfezler, böcek bağırsağı gibi çok çeşitli ortamlarda bulunabilirler. Çok çeşitli 

ortamlardaki varlıkları geniş ve çok yönlü metabolik yeteneklerini yansıtır ve bu 

özellikleri onları endüstriyel uygulamalar için yüksek potansiyellere sahip, çok önemli 

mikroorganizmalar haline getirir. Bu cinse ait, gıda, ilaç, çevre ve tarım endüstrileri için 

çok önemli metabolitler sentezleyen, ekonomik değeri olan pek çok tür vardır ( Schallmey 

ve ark., 2004; Vary ve ark., 2007; Pérez-García ve ark., 2011; Yamashiro ve ark., 2011). 

Örneğin bir çalışmada aromatik hidrokarbonların parçalanmasından sorumlu anahtar 

enzimleri üreterek farklı petrol türevlerini parçalayan Bacillus sp. suşları izole edilip, 

karakterizasyonları yapılmıştır (da Cunha ve ark., 2006).  

%100 benzerlik oranı ile Pseudomonas congelans ile eşleşen G118S2T pektinaz 

dışındaki enzim testlerinde pozitif sonuç vermiştir. %99.62 ile Pseudomonas orientalis 

sonucunu veren G88K1 proteaz, lipaz ve ksilanaz enzimlerini üretme potanssiyelini 

göstermiştir. Tüm izolatlar göz önüne alındığında, sayıca en az pozitif sonuç ksilanaz 

enzim aktivisinde çıkmıştır (Şekil 4.2). Bu nedenden ötürü bu iki izolat ksilanaz enzim 

üreticileri olarak değerlidir. Pseudomonas cinsi üyeleri çok fazla metabolik çeşitlilik 

gösteren ve sonuç olarak çok çeşitli yaşam alanlarını kolonize edebilen Gram negatif, 

“Proteobacteria” şubesine ait bakterilerdir (Madigan, 2005). Biyoteknolojik 

uygulamalara sahip, oldukça önemli bir bakteri cinsidir. Örneğin biyokontrol amaçlı 

kullanılan bazı floresan Pseudomonas suşları fungal patojenlerin büyümesini inhibe eden 

ve hastalığı baskılayıcı ekstraselüler sekonder metabolitler üretir (Haas ve Defago, 

2005).Ayrıca bu cinsin bazı üyelerinin biyoremidasyon amaçlı kullanılabileceği çeşitli 

çalışmalarda gösterilmiştir (Yen ve ark., 1991; Luque-Almagro ve ark., 2005).  

Çalışmamızda dizileme sonuçlarına göre “Actinobacteria” şubesine ait 

izolatlarımızdan biri %99.58 ile Micrococcus luteus ile eşleşen G116K1T olmuştur. Bu 

izolat yüksek proteaz aktivitesi ile birlikte lipaz aktivitesi göstermiştir (Çizelge 4.2). 

Mikrokoklar Gram +, spor üretmeyen, hareketsiz, küresel hücre şekline sahip 
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bakterilerdir Bu bakteriler su ve toprak dahil olmak üzere çok çeşitli ortamlarda 

bulunabilirler (Letnik ve ark., 2016). Actinobacteria şubesinin diğer pek çok temsilcisi 

gibi piridin, herbisit, klorlu bifenoller ve yağ asitleri gibi olağandışı substratları 

metabolize etme kabiliyetleri açısından çok yönlüdürler (Sims ve O’Loughlin, 1992; 

Doddamani ve Ninnekar, 2001).  

Actinobacteria şubesine ait diğer izolatlarımız %100 benzerlik oranı ile 

Curtobacterium flaccumfaciens ile eşleşen G107Y2 ve G90S1 bakterileridir. Her iki 

izolatta proteaz, yüksek lipaz, amilaz ve selülaz aktiviteleri sergilemişlerdir. Lipaz ve 

selülaz enzim indeksleri arasında istatistik olarak önemli fark olmaması, diğer iki enzim 

arasında istatistiksel olarak önemli olsa da, sayısal değerlerin birbirlerine yakın olması bu 

iki izolatın aynı suş olabileceği olasılığını arttırmaktadır. Ancak yine de farklı alt türler 

olabileceği de unutulmamalı, G80K3 ve G70K2 izolatlarının ileri karakterizasyonu için 

yapılması gereken, daha önce belirttiğimiz teknikler bu izolatlar için de geçerlidir. 

Curtobacterium cinsine ait endofit bakteriler kırmızı yonca, pirinç ve patates dahil pek 

çok bitkiden izole edilmiştir (Sturz ve Matheson, 1996; Elbeltagy ve ark., 2000; Lacava 

ve ark., 2007). Lacava ve ark. (2007), yaptıkları çalışmada narenciye (citrus) bitkilerinden 

daha önce izolasyonunu gerçekleştirdikleri Curtobacterium flaccumfaciens endofitik 

suşunun Xylella fastidosa sub sp. pauca patojenik bakterisinin sebep olduğu bir portakal 

hastalığı olan turunçgilde alacalı kloroz (citrus variegated chlorisis = CVC) hastalığının 

semptomlarını azalttığını göstermişlerdir.  

Bacteroidetes şubesine ait tek izolatımız %99.44 benzerlik oranı ile 

Chryseobacterium luteum’u gösteren G42K2 kodlu bakteridir. Ksilanaz dışında tüm 

enzim aktivitelerini göstermiştir. Bu cins Gram negatif, çubuk şeklinde, flexirubin tipi 

pigment üretmesi nedeniyle sarı-turuncu koloniler oluşturan bakterilerdir ki bu oluşum 

izolatımızın oluşturduğu koloni rengi ile tutarlıdır. Chryseobacterium sp., cinsi tatlı su 

kaynakları, toprak, deniz balıkları ve insan konakları dahil olmak üzere çeşitli 

habitatlardan 100’den fazla tür içerir (Matu ve ark., 2019). 2018 yılında yayınlanan bir 

çalışmada sebze dökümü atık toprağından izole edilen ve tanımlanan Chryseobacterium 

indologens suşunun gösterdiği pektinaz enzim aktivitesinin meyve suyu berraklaştırma 

işlemi için potansiyel taşıdığı gösterilmiştir (Roy ve ark., 2018). Enzim indeks 

sonuçlarımız G42K2 izolatının da pektinaz aktivitesine sahip olduğunu göstermektedir 

(Çizelge 4.2). Biyoteknolojik uygulamalar ile ilgili yapılan bir başka çalışmada doğal ve 
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yapay soğuk ortamlardan izolasyonu ve tanımlaması yapılan Chryseobacterium sp., 

suşlarında soğuk-aktif proteaz enzimi taranmıştır (Mageswari ve ark., 2017). Bu 

çalışmada soğuk-aktif proteaz enzim aktivitesine sahip, ileriye dönük endüstriyel alanda 

kullanım potansiyeli olan yeni bir suş keşfedilmiştir. Çalışmada, Chryseobacterium sp. 

IMDY adı verilen bakteri izolatının büyüme sıcaklığı 28 oC olarak belirlenmiştir. 

İzolatlarımızın optimum büyüme sıcaklığının da bu sıcaklığa yakın olduğu 

düşünüldüğünde, gelecekte benzer bir çalışmanın bu izolat ile yapılabilirliğini ortaya 

çıkmaktadır. 

Tez çalışmasından elde edilen sonuçlar aşağıda maddeler halinde verilmiştir.  

1) Daha önce Van ilinin çeşitli bölgelerinden toplanmış kültür ve yabanıl tahıl 

bitkilerinin sağlıklı kök, yaprak ve gövde kısımlarından izolasyonu yapılarak elde edilen 

bakteri izolatlarından 128 adeti Van Yüzüncü Yıl Üniversitesi, Bitki Koruma Bölümü 

Bakteriyoloji laboratuvarından temin edilmiştir. Öncelikle bu izolatlar endüstriyel öneme 

sahip proteaz, amilaz, lipaz, selülaz, pektinaz ve ksilanaz enzim üretim yeteneklerini test 

etmek için ayırt edici katı besiyerleri kullanılarak taranmıştır. Yapılan bu nitel tarama 

testleri sonucunda, test edilen 128 suşdan 84'ünün proteaz, 41'nin selülaz, 28'inin 

pektinaz, 95'inin lipaz, 10'unun ksilanaz, 71'ininde lipaz ürettiği tespit edilmiştir. 

İzolatların içerisinde 6 enzimi üreten 1, 5 enzimi üreten 8, 4 enzimi üreten 16, 3 enzimi 

üreten 37, 2 enzimi üreten 41, 1 enzimi üreten 19 ve hiç enzim üretmeyen 8 tane suş 

olduğu belirlenmiştir.  

2) Hesaplanan enzim indeksleri (EI) değerlerine göre seçilen en başarılı 19 izolat 

ile bu enzimlerden hiç birini üretmeyen 1 izolat, 16S rRNA gen bölgesi dizileme yöntemi 

ile moleküler tanımlamaya tabi tutulmuştur. 20 adet izolata ait ilgili gen bölgelerinden 17 

adeti başarılı bir şekilde okunmuş, 3 adet dizileme sonuçsuz kalmıştır.  

3) Veri tabanı kullanılarak yapılan karşılaştırmalı veri analiz sonucunda, 17 adet 

izolata ait 16S rRNA gen bölgesi dizisi 2 adet Pseudomonas sp.,(G88K1, G118S2T), 1 

adet Micrococcus sp., (G116K1T), 5 adet Paenibacillus sp., (G100Y1, G90Y2, G83S3, 

G80K3, G70K2), 1 adet Streptococcus sp., (G117Y1T), 2 adet Curtobacterium 

sp.,(G107Y2, G90S1), 1 adet Chryseobacterium sp., (G42K2) ve 4 adet Bacillus sp., 

(G119Y1T, G105S1, G113Y3, G105Y1) cinslerine ait sonuç vermiştir. 

4) G117Y1T izolatı dışında tüm izolatlarımızın 16S rRNA dizileme sonuçları 

%99-100 benzerlik oranları vermiştir. G117Y1T kod numaralı izolatımızın verdiği 
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%90.93 benzerlik oranı, bu izolatın farklı bir tür olarak değerlendirilmesine yönelik güçlü 

bir indikatör olarak sonuçlarımız içerisinde yer almıştır. 

Bu çalışmada, nitel olarak üretimleri ortaya konan enzimlerden bazılarının 

saflaştırılarak, aktivitelerinin ve stabilitelerinin farklı sıcaklıklar ve pH değerleri gibi 

fiziksek koşullarda nicel olarak ortaya konması bu çalışmanın devamı olarak ayrıca 

yapılacaklar arasındadır. Endofit bakteriler yüksek tür çeşitliliği ve farklı ortamlara 

adaptasyonları, farmasötik veya tarımsal uygulamalar gibi pek çok alan için zengin enzim 

ve yeni ikincil metabolitler kaynağı olarak kabul edilirler. Bu nedenle, endofit bakteri 

izolatlarının sadece ekstraselüler enzimler açısından değil, belirlenen ve endüstriyel 

olarak önem taşıyan bazı sekonder metabolitler açısından da araştırılması ileriye dönük 

planlar arasındadır.  
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