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OZET

TAHIL BITKILERINDEN iZOLE EDILMIS OLAN ENDOFIT
BAKTERILERDE BiYOTEKNOLOJIiK ONEME SAHIiP BAZI ENZIMLERIN
BELIRLENMESI

DOGAN, Gokhan
Yiksek Lisans Tezi, Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dal
Tez Danigmant: Dr. Ogr. Uyesi Bilgin TASKIN
Mart 2020, 71 sayfa

Endofit bakteriler saglikli bitkilerin dokular1 iginde higbir belirgin hastalik
belirtisine neden olmadan, yasam dongiisiiniin tamamini veya bir kismini gegiren
mikroorganizmalardir. Endofitik bakterilerin bitki biiylimesini tesvik edici 6zellikleri ile
ilgili pek c¢ok arastirma mevcut olmasina ragmen biyoteknolojik Oneme sahip
ekstraseliiler enzimler gibi biyoaktif bilesikler agisindan degerlendirilmelerine yonelik
calismalar nispeten daha sinirli ve yenidir. Bu ¢aligmada daha 6nce bazi kiiltiir ve yabanil
tahil bitkilerinin (Poaceae familyas1) saglikli kok, govde ve yaprak oOrneklerinden
izolasyonu gerceklestirilen 128 adet endofit bakteri izolat1 6ncelikle proteaz, lipaz,
amilaz, pektinaz, ksilanaz ve seliilaz enzimlerini iiretebilme yetenekleri agisindan nitel
olarak incelenmislerdir. Test edilen 128 susdan 84'iiniin proteaz, 41'nin seliilaz, 28'inin
pektinaz, 95'inin lipaz, 10'unun ksilanaz, 71'ininde lipaz irettigi tespit edilmistir.
[zolatlarin icerisinde 6 enzimi iireten 1, 5 enzimi iireten 8, 4 enzimi iireten 16, 3 enzimi
iireten 37, 2 enzimi lireten 41, 1 enzimi iireten 19 ve hi¢ enzim iiretmeyen 8 tane sus
oldugu belirlenmistir. Ayrica enzim indekslerine gore se¢ilen belirli sayida izolatin 16S
RNA dizilemesi yolu ile molekiiler tanimlamasi gerceklestirilmistir. Dizi analiz
sonucunda, 17 adet izolata ait 16S rRNA gen bolgesi 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
sonug vermistir. Ayrica Streptococcus thermophilus ile %90.93 benzerlik oranmi ile

oOrtlisen bir izolat potansiyel yeni bir tiir olarak degerlendirilmistir.

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

Mikrobiyal biyoteknoloji, Poaceae familyasi






ABSTRACT

DETERMINATION OF SOME BIOTECHNOLOGICALLY IMPORTANT
ENZYMES IN ENDOPHYTIC BACTERIA ISOLATED FROM CEREAL
PLANTS

DOGAN, Gokhan
M. Sc. Thesis, Agricultural Biotechnology Department
Supervisor: Assist. Prof. Dr. Bilgin TASKIN
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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1. GIRIS

Bakteriler cok 6nemli enzim kaynaklaridir. Ciinkii kisa siirede biiyiik miktarlarda
kiiltiirlenebilirler ve enzim {iretimini arttirmak icin bakteriyel hiicreler iizerinde genetik
manipiilasyonlar yapilabilmesi miimkiindiir. Bununla birlikte mikrobiyal enzimlerin
hayvansal ve bitkisel enzimlerden daha aktif ve stabil olusu mikrobiyal enzimlere dikkati
daha ¢ok ¢ekmistir (Anbu ve ark., 2013; Gopinath ve ark., 2013).

Mikroorganizma kaynakli enzimler, katalitik aktivitelerinin ¢ok yiiksek olmalari,
daha stabil ve ucuz olmalar1 ve fermantasyon yontemleri ile fazla miktarda elde
edilebilmeleri sebebiyle endiistrinin her alaninda kullanilmaktadir (Wiseman, 1987).
Bugiin endiistride kullanilan bir¢ok enzim mikrobiyal kokenli oldugu i¢in, endiistriyel
enzimlerin iiretiminde ve gelistirilmesinde mikroorganizma kullanimi artmistir (Demain
ve Solomon, 1981). Ozellikle son yillarda rekombinant DNA teknolojisinden
yararlanilarak, enzim teknolojisi giderek gelismis ve enzim {iretimi biiyiikk boyutlara
ulagmistir (Gessese, 1998).

Endofit bakteriler saglikli bitkilerin dokular1 iginde higcbir belirgin hastalik
belirtisine neden olmadan, yasam dongiisiiniin tamamini veya bir kismini gegiren
mikroorganizmalardir (Hallman ve ark., 1997). Literatiirde, ¢esitli endofitik bakterilerin,
fosfat ve diger besleyiciler gibi besin ve mineral dongiilerini iyilestirme yolu ile bitki
biiyiimesini tesvik yeteneklerini ortaya koyan pek ¢ok arastirma mevcuttur (Costa ve
Loper, 1994; Verma ve ark., 2001; Lee ve ark., 2004; Wakelin ve ark., 2004). Bitki
gelisimini artiran endofitik bakterilerin en ¢ok calisilmis Ozelliklerinin basinda 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
katilan endofitik diazotrofik bakteriler, Graminea familyasina bagl ¢ok sayida konukg¢u
bitkiden izole edilmistir. Bakteriler nitrogenaz enzimi yardimiyla havadaki serbest azotu
bitkinin kullanabilecegi formlara doniistiiriir (Ozdemir, 2002). Azot fiksasyonu yapan
bakterilerin ¢esitlilik ve topluluk yapisi iizerine yapilan galismalar, bu bakterilerin
nitrogenaz enzimi liretme yetenegine sahip tiirleri igeren her subede yaygin bir sekilde

bulundugunu gostermistir (Hardoim, 2011).



Endofitik mikroorganizmalarin bitki hastaliklarina karsi biyokontrol ajani olarak
kullanilmast da ilgi ¢ekici aragtirma konularindan biridir (Narisawa ve ark., 1998).
Ornegin, endofitik bakterilerin, fungal gelisimi baskilama yetenegine sahip oldugunu
gosteren bir¢ok ¢alisma bulunmaktadir. Celtik tohumlarindan izole edilen bazi1 endofitik
bakterilerin, Rhizoctonia solani, Pythium myriotylum, Gaeumannomyces graminis ve
Heterobasidium annosum‘a karsi giicli bir antifungal etkiye sahip oldugu
gozlemlenmistir (Mukhopadhyay ve ark., 1996). Bitki hastaliklarinin baskilanmasinda
endofitik bakteriler; yer ve besin rekabeti mekanizmalarini kullanarak patojene karsi
dogrudan etki gosterirken, ayni zamanda bitkide dayaniklilik sistemlerini uyararak
patojenlere karsida dolayli etki gosterebilmektedir (Sturz ve ark., 1998, Puentea ve ark.,
2009). Ayrica hidrojen siyanid (HCN) ve antibiyotikler gibi antimikrobiyal maddelerin
endofitik bakteriler tarafindan iiretimi, fitopatojenler ile biyolojik miicadelede endofitik
bakterilerin kullandigi 6nemli mekanizmalardandir (Blumer ve Haas, 2000).

Diger taraftan endofitik bakterilerin, biyoteknolojik 6neme sahip ekstraseliiler
enzimler agisindan incelenmesini igeren ¢aligmalar daha sinirlidir (Carrim ve ark., 2006).
Bu nedenle endofitik bakteriler, farkli potansiyellere sahip enzim ya da enzimler elde
etmek i¢in yeni bir kaynagin temsilcisi olabilirler.

Bu ¢alismanin amaci, Van ili igerisinde, daha 6nce ¢esitli kiiltiir ve yabanil tahil
bitkilerinden 1izolasyonu yapilan endofit bakterilerin Oncelikle kati besiyerinde
endiistriyel agidan Onem tasiyan proteaz, amilaz, lipaz, seliilaz, ksilanaz ve pektinaz
enzimlerini liretme potansiyelleri yoniinden nitel olarak incelenmesi ve bir sonraki
asamada; enzim aktivitesi yoniinden yiiksek olan suslarin 16S rRNA dizi analizi ile

molekiiler tanisinin yapilmasidir.



2. KAYNAK BILDIiRISLERI

2.1. Endofit Bakteriler

En genis anlamda endofitler, yiiksek bitkilerin intra/interseliiler dokularinda
yasayan ancak konukcusunda herhangi bir hastalik belirtisine neden olmayan, bitkilerin
kok, govde ve yaprak gibi dokularinda kolonize olan, ylizey dezenfeksiyonu yapilmis bu
bitki dokularindan veya bitkinin i¢ kisimlarindan izole edilebilen, yasamlarmnin bir
kismin1 veya tamamini bitki i¢erisinde gegiren bakteriyel ve fungal mikroorganizmalardir
(Petrini ve ark., 1989; Hallmann ve ark., 1997; Ryan ve ark., 2008; Kumar ve ark., 2014).

Perotti (1926), bitkilerin kok dokusunda patojen olmayan bakterilerin varliginm
ortaya doken ilk arastirmacidir. Hennig ve Villforth (1940) higbir zararli etkiye maruz
kalmamis bitkilerin kok, govde ve yapraklarinda bakteri varligini tespit etmislerdir.
1940'lardan bu yana bitkilerin ¢esitli organlarinda endofitik bakterilerin varligina dair ¢ok
sayida rapor bulunmaktadir (Hallmann ve ark., 1997).

Endofitik bakteriler, obligat veya fakiiltatif olarak siniflandirabilir. Obligat
endofitik bakteriler, yasamlarini siirdiirebilmek i¢in konukgu bir bitkiye ihtiya¢ duyarlar
ve gelisebilmeleri, hayata tutunabilmeleri i¢in bu ¢ok onemlidir. Fakiiltatif endofitlerin
ise konukeu bitki diginda yagamini siirdiirdiigii bir zaman dilimi vardir (Hardoim ve ark.,
2008).

2.2. Endofit Bakterilerin Cesitliligi

Genel olarak endofitik bakteriler, rizosferik veya patojen bakterilere gore diisiik
popiilasyonlarda bulunur (Hallmann ve ark., 1997; Rosenblueth ve Martinez-Romero,
2004). Endofitlerin popiilasyon yogunlugu, esas olarak bakteri tliriine ve konakci
genotipine, konak¢inin hangi gelisim asamasinda olduguna ve ¢evre kosullarina baglh
olarak degismektedir (Pillay ve Nowak 1997).

Acidobacteria, Actinobacteria, Aquificae, Bacteroidetes, Cholorobi, Chloroflexi,
Cyanobacteria, Deinococcus-Thermus, Firmicutes, Fusobacteria, Gemmatimonadetes,

Nitrospira, Planctomycetes, Proteobacteria, Spirochaetes ve Verrucomicrobiae



subelerine ait kiiltiire alinabilen ve kiiltiire alinamayan 200'den fazla endofit bakteri cinsi
oldugu rapor edilmistir (Hallmann ve ark., 1997; Sessitsch ve ark., 2012; Sun ve Guo
2012; Malfonova ve ark., 2013). Bununla birlikte, en 6nemli endofitler, ii¢ ana subeye
ayrilmiglardir. Bunlar Actinobacteria, Proteobacteria ve Firmicutes subeleridir. Bu
subelerin  igerisinde  Azoarcus, Acetobacter (Gluconobacter olarak yeniden
adlandirilmig), Bacillus, Enterobacter, Burkholderia, Herbaspirillum, Pseudomonas,
Serratia, Stenotrophomonas ve Streptomyces tiirleri vardir (Malfonova ve ark., 2013).
Bununla birlikte tanimlanan endofitlerin sayis1 ¢ok daha azdir.

Endofitik bakteri tiirleri ¢ok sayida bitki tiiriinden elde edilmis olsalarda
yogunlukta, bezelye (P. sativum), domates (Lycopersicum esculentum), misir (Zea mays),
bugday (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 salatalik (Cucumis sativa) gibi ¢esitli
kiiltiir bitkilerinde izole edilmis ve tanimlanmistir. Bununla birlikte, ekonomik olarak
onemli baz1 farmasétik bitkilerden de ¢esitli bakteri suslar izole edilmistir. Arthrobacter,
Actinobacter, Aeromonas, Agrobacterium, Alcaligenes, Bacillus, Azospirillium,
Enterobacter, Flavobacterium Pseudomonas, Acinetobacter, Azotobacter, Beijerinckia,
Burkholderia, Enterobacter, Erwinia, Flavobacterium, Rhizobium, ve Serratia tiirleri

bunlara 6rnek olarak gosterilebilir (Gray ve Smith, 2005).

2.3. Endofit Bakterilerin Bitkide Kolonizasyonu

Birgok bitki, tohum ve embriyo dahil olmak iizere bulundurduklar1 endofitik
bakteri acisindan cesitlilik icermektedir. Bu sayede endofitik bakteriler yeni bitkilerde
varliklarii garantiye almis olur (Truyens ve ark., 2015; Nelson, 2017). Endofitler
muhtemelen ¢imlenme ve erken fide biiyiimesi sirasinda, gelismekte olan fidelerde
harekete gecip biiyiirler. Bitkinin biiyiimesi ile beraber, fideler ortaya ¢iktikca, kokler ile
toprak mikrobiyomu arasindaki etkilesimler baglar. Bitkinin biiylimesi ile birlikte
rizosferde bakteriyel aktivite artmaya baslar ve bdylelikle bakterilerin kok yoluyla
bitkinin i¢ine girmesi kolaylasir. Ve son asamada bazi endofitler koklerin de 6tesinde

bitki endosferinde (govde ve yapraklar gibi) kolonize olmaya baslar. Baz1 bakteriyel



endofitler de ¢igekleri ve tohumlar1 kolonize ederler ve biiyiik olasilikla ana endofit

topluluktan dollere dikey olarak aktarilirlar (Truyens ve ark., 2015; Mitter ve ark., 2017).

2.4. Endofit Bakterilerin Onemi ve Biyoteknoloji

Bitkiler biiylime ve gelisme i¢in C, H, N, O ve P gibi 16 temel elemente ihtiyag
duyarlar. Bitkiler bu elementleri topraktan, atmosferden, su ve organik maddelerden
kimyasal formda elde edip kullanilirlar. Endofit bakterilerin ise bu besin elementlerinin
aliminda rolii oldukga biiyiiktiir (Arachevaleta ve ark., 1989).

Endofitik bakteriler bazi patojenik organizmalarin zararli etkilerini azaltip
onleyebilir. Endofit bakterilerin konak¢iya sagladig1 faydalar rizosferik bakteriler i¢in
kullanilan mekanizmalara benzer yollarla tespit edilmektedir (Kloepper ve ark., 1999;
Gray ve Smith, 2005). Fungal, bakteriyel, viral kaynakli ve bazi 6zel durumlarda
bocekler ve nematodlardan kaynakli zararlar bitkilerin, endofitik bakteriler ile
asilanmasiyla azaltilabilmektedir (Kerry, 2000; Sturz ve ark, 2000; Ping ve Boland,
2004; Berg ve Hallmann, 2006).

Birgok endofit bakteri (Pseudomonas sp., Burkholderia sp. ve Bacillus sp. gibi)
rizosferik bakteriler ile ortak cinslere sahiptir (Lodewyckx ve ark., 2002). Bu cinsler
antibiyotikler, antikanser bilesikler, ugucu organik bilesikler, antifungal, antiviral, bocek
6ldiiriicii ve immiinosupresif ajanlar dahil olmak iizere cesitli sekonder metabolitlerin
iireticisidir. Biyolojik olarak bir¢ok aktif bilesik endofitik organizmalardan izole edilmis
olmakla birlikte, potansiyelinin ¢ok altinda kullanilan yeni ve dogal bir iriin
kaynaklaridir (Joseph ve Mini Priya, 2011).

Endofitik  bakteriler  ayrica  fitoremediasyonda  kullanilabilmektedir.
Ksenobiyotikler ile kirlenmis toprakta yetisen bitkilerin, gerekli atik parcalayici genlere
sahip olan endofit bakterileri bitki icerisine aldig1 gézlemlenmistir. Nitekim, nitro-
aromatiklerle kirlenmis tarla alanlarinda, bu bilesiklerin pargalanmasini saglayan
enzimleri kodlayan genlerin endofitik suslarda olduk¢a yaygin oldugu bildirilmistir
(Siciliano ve ark., 2001). Ayrica yapilan bir arastirmada Melez Kavak agaglarindan
(Populus deltoids x nigra) izole edilmis bir fito-simbiyotik endofitik tiiriin, 2,4,6-
trinitrotoluen gibi sayisiz nitro-aromatik bilesigi biyolojik olarak parcalayabildigi

gosterilmistir (Van Aken ve ark., 2004).



Yapilan diger bir ¢aligmada ise, genetik olarak modifiye edilmis endofitler ile
enfekte edilen bitkilerde nikel birikiminin ve toleransinin arttifi gozlemlenmistir.

(Lodewyckx ve ark., 2001)

2.5. Endofitik Bakteriler Tarafindan Uretilen Sekonder Metabolitler

Sekonder metabolitler mikroorganizmalarin biliylimesinde, gelismesinde ve
cogalmasinda, kisacasi yasamini siirdiirebilmesinde dogrudan etkisi olmayan fakat
mikroorganizmalarin savunma sistemlerinde 6nemli rol oynayan organik bilesikler olarak
tanimlanabilir (Stamp, 2003). Mikrobiyal gelisim igin zorunlu olmasa da, sekonder
metabolitler toplumun sagligi, beslenmesi ve ekonomisi i¢in ¢ok dnemli bir konumdadir
(Berdy, 2005).

Endofit bakterilerin bir dizi biyoaktif metabolit tirettikleri bildirilmektedir; bunlar,
zorlu hastaliklara karsi tedavi icin ilag, gida ve kozmetik endiistrisi gibi potansiyel
uygulamalar i¢in miikemmel bir hammadde kaynagidir (Strobel ve Daisy, 2003;
Goodstime ve ark., 2014). Endofitik bakteriler antimikrobiyal bilesikleri, fitohormonlari
veya Onciillerini, B12 ve B1 gibi vitaminleri, biyo koruyuculart igeren diisiik molekiil
agirlikli sekonder metabolitleri tiretirler (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, immiinosiipresif 6zellikleri olan terapdtik
ajanlar da tretmektedirler (Korkina, 2007). Bazi endofitik bakteriler ve irettikleri

sekonder metabolitler Cizelge 2.1°de gdsterilmistir.



Cizelge 2.1. Baz1 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
Coronamycin
Spektinomisin
Treponemycin
Androprostamines
Camptothecine
Indolokarbazol
Doksorubusin
Antrasiklin
Daptomisin
Monensin
Mitomisin
Saadamycin

Streptavidin

Pseudonocardia sp.
Streptomyces sp.

Streptomyces spectabilis
Streptomyces Strain MS-6-6
Streptomyces sp. MK932-CF8
Lysinibacillus sp. and B. cereus
Streptomyces sp.

Streptomyces sp.

Streptomyces sp. YIM66403
Streptomyces roseoporous
Streptomyces cinnamonensis
Streptomyces caespitosus and S. lavendulae
Streptomyces sp. Hedaya48,
Streptomyces albusDSM 40763

Anti-malarialsitma
Anti-malarialsitma
Anti-tiiberkiiloz
Anti-tiiberkiiloz
Anti-prostat kanseri
Anti-kanser

Anti-kanser

Meme kanseri ve tiimorleri tedavisi

AntitimOr

Bakteriyel deri enfeksiyonlart

Koksidiyoz Onleyici
Kemoterapdtik Ajan
Antidermatofit

Immiino terapi

2.6. Ekstraseliiler (Hiicre dis1) Enzimler

Enzimler, reaksiyon hizin arttiran ve reaksiyon sirasinda tiiketilmeyen proteinler

olarak tanimlanmaktadir. Katalizor olarak islev gosterirler, bu ylizden temel kimyasal



reaksiyonlart hatir1 sayilir derece hizlandiran yeni yollar olustururlar (Bender ve ark.,
1984). Mikrobiyal hiicre dis1 enzimler, sitoplazmik membrana bagl ribozomlar
tarafindan iiretilir ve membran yolu ile hiicrenin disina taginirlar (Priest, 1984). Ya
cevreye salinabilir ya da bakteri hiicresinin dis ylizeyine bagl kalabilirler. Yiizeye baglh
enzimler bakterilere serbest salinimli enzimlere gore daha ¢ok avantaj saglarlar. Cilinkii
yiizeye bagli olanlar, bakteri hiicresi i¢in katalize ettikleri reaksiyonlar1 koruyarak {iriin
alimin1 kolaylastirir (Hoffman ve Decho, 1999). Bununla birlikte, hiicreye bagli olmayan
enzimler, substrati mikrobiyal biiyiime taleplerinin iizerinde hidrolize edebildiklerinden,

beslenme avantajlari saglayabilir (Vetter ve ark., 1998).

2.6.1. Endofitik bakteriler tarafindan iiretilen hiicre dis1 enzimler

Bakteriyel endofitlerin, seliilaz, ksilanaz, proteaz, amilaz, pektinaz, esteraz, lipaz,
proteaz, asparaginaz vb. enzimler {irettikleri de rapor edilmektedir (Sturz ve Nowak,
2000; Carrim ve ark., 2006). Bu enzimleri iiretebilen endofitik bakterilerin bitkinin farkli
yerlerinden izole edildigini gésteren ¢cok sayida kaynak ¢alismasi bulunmaktadir (Cizelge
2.2). Bu tiir kesif calismalar1 agar plaka tespit yontemlerine dayanmaktadir. Fransiz
lavantasinda (Lavandula dentate) yapilan ¢aligsmalarda, bu bitkinin 30'dan fazla endofitik
bakteri susuna sahip oldugu tespit edilmistir. Nocardiopsis bakteri tiirlerinin bitkinin
farkli biiylime asamalarinda yiiksek miktarda o-amilaz hiicre dis1 enzimini salgiladig:
tespit edilmistir (Stamford ve ark., 2001).

Tibbi agidan 6nemli bitkilerden de a-amilaz, proteaz ve seliilaz tireten endofitik
bakteriler izole edilmistir (Vijayalakshmi ve ark., 2016). Yapilan cesitli ¢alismalarda
endofitik bakterilerin (Alcaligenes faecalis, Burkholderia cepacia ve Enterobacter
hormaechei) ¢ok yillik bitkilerde a-amilaz, proteaz ve seliilaz agisindan hiper enzimatik

aktivite gosterdigi tespit edilmistir (Leo ve ark., 2016).



Cizelge 2.2. Endofit bakterilerin tirettigi hiicre dis1 enzimler(Khan ve ark., 2017)

Tiir 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. Seliilaz, Ksilanaz, Pektinaz
Paenibacillus amylolyticus Pektinliyaz

Alcaligenes faecalis, Burkholderia cepacia,

Enterobacter hormaechei B 2z, KsildefLignin

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., ACC deaminaz, Endoglukanaz, Proteaz
Curtobacterium sp., Microbacterium sp.,

Mucilaginibacter sp., Chitinophaga sp.

Acinetobacter sp., Bacillus sp. ACC deaminaz, Seliilaz, Proteaz, Amilaz, Pektinaz

Bacillus licheniformis, Bacillus pseudomycoides,

Lo L L-asparaginaz
Paenibacillus senitriformus parag

Pseudomonas hibiscicola, Macrococcus sp., Seliilaz, 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 kullanim alanlar1

Proteazlar, proteinlerde ve polipeptitlerde bulunan peptit baglarinin hidrolizini
katalize eden enzimlerdir. Deterjan ve eczacilikta yaygin olarak kullanilirlar, bunu gida
endstrileri takip eder. Piyasadaki endiistriyel enzimlerin % 60'in1 temsil ederler (Singh
ve ark., 2016).

Proteazlar gida endiistrisinde unlu mamullerin iiretimi i¢in yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu enzimler karistirma siiresini azaltmak, hamur kivamini ve
homojenligi azaltmak, ekmekteki gliiten kuvvetini diizenlemek, doku ve lezzetini
geligtirmek i¢in kullanilir (Tucker ve Woods, 1995, Miguel ve ark., 2013). Proteazlarin
bir diger 6nemli uygulamas siit endiistrisi ile iligkilidir. Dogal olarak olusan proteazlar
peynirin lezzet 6zelliklerine 6nemli dlgiide katkida bulunur. Peynir olgunlagmasinin
hizlanmasi, fonksiyonel oOzelliklerinin degistirilmesi ve siit iriinlerinin alerjenik
ozelliklerinin azaltilmasi i¢in kullanilirlar (Thomas ve Mills, 1981).

Keratinazlar proteaz sinifina ait enzimlerdir. Bu enzimler keratin yapidaki
maddelerin geri déniisiimiinde kullanilabilmektedir (Calin ve ark., 2017). Insanlarin
giinliik olarak ¢evreye biraktig1 yesil ve hayvansal atiklar ¢ok sayida keratin barindirir.
Proteaz simifina ait olan keratinaz enzimi bu atiklarin geri doniistimiinde biiyiik 6nem
tasimaktadir (Cavello ve ark., 2015; Hossain ve ark., 2017).

Enzim teknolojisinde, deterjan endiistrisi tarafindan ftretilen iriinler proteaz
enziminin kullanimiyla etkinligi arttirilarak c¢amasirlarin daha 1iyi temizlenmesini
saglarlar. Ayrica bu enzimler protezlerin ve kontak lenslerin temizlenmesinde de
basartyla kullanilmaktadir (Jacobson ve ark., 1985).

Konvansiyonel deri isleme yontemlerinde kullanilan kireg ve siilfit yliksek toksik
etkiye ve kirlilige sebep olmaktadir. Bunlarin yerine kullanilan proteaz enzimi kirliligi ve

toksititeyi azaltmaktadir (Thanikaivelan ve ark., 2004).

2.6.3. Amilaz enzimi ve kullanim alanlar

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

eden nisasta bozundurucu enzimlerdir (Takata ve ark., 1992).



11

Amilazlar, enzimatik deterjan formiilasyonunda kullanilan ikinci tip enzimlerdir
ve tiim s1vi deterjanlarin % 90'1 bu enzimleri igerir (Gupta ve ark., 2003; Mitidieri ve ark.,
2006; Hmidet ve ark., 2009). Amilazlar patates, sos, krema ve ¢ikolata gibi nisastali
artiklarin  dekstrinlere ve diger oligisakkaritlere indirgenmesini saglayarak
uzaklagtirllmasinda yardimci olurlar. Amilazlar ayrica camasir beyazlatmada, {iriiniin
temizleyicilik 6zelliginin arttirllmasinda ve renklerde kararma olmadan beyazlatmanin
artirllmasinda da yaygin olarak kullanilmaktadir (Borchet ve ark., 1995; Tanaka ve
Hoshino, 1999).

Amilazlar unlu mamullerinde, hamurun ¢esitli 6zelliklerinin arttirilmasi amaciyla
da kullanilmaktadir. Amilazlarin hamura eklenmesi, mayalanma oraninin arttirtlmasi ve
hamurun viskozitesinin azaltilmasiyla sonuglanarak iirliniin hacminde ve dokusunda
iyilesmelere neden olur. Ayrica hamurda ekmegin lezzetini, kabuk rengini ve kizartma
kalitesini artiran ek sekerler de iiretir. Fermente edilebilir bilesiklerin {iretilmesinin yan1
sira, amilazlar ayrica ekmek pisirme isleminde kivrilma Onleyici bir etkiye sahiptir ve
firinlanmis tirlinlerin yumusakliklarini koruyarak bu tirlinlerin raf 6mriinii arttirmaktadir
(Maarel ve ark., 2002; Gupta ve ark., 2003). Amilazlar nisasta ile birlikte igecek
endistrisinde glukoz ve fruktoz surubu iiretmek i¢in de kullanilmaktadir (Maarel ve ark.,
2002).

Amilazlar tekstil endiistrisinde ¢6zgii ipinin giiclendirilmesi i¢in kullanilan nisasta
tabakasinin kumas lizerinden uzaklastirilmasinda (hasil sokme) kullanilmaktadir (Gupta
ve ark., 2003; Drauz ve ark., 2010).

Kagit tretimi endiistrisinde yazma kalitesini arttirmak ve kagit ylizeyinin
pliriizsiiz ve gii¢lii olmasi amaciyla nisasta kaplamasi kullanilir. Bu uygulamada
nisastanin viskozitesi kagit boyutlandirma i¢in ¢ok yiiksektir. Bu dezavantaj amilazlar

kullanilarak asilabilmektedir (Bruinenberg ve ark., 1996).

2.6.4. Lipaz enzimi ve kullanim alanlari

Lipazlar, lipidlerin yag asitlerine ve gliserole hidrolizini katalize eder. Bu
reaksiyonun tersine c¢evrilmesi, diisiik su icerigine sahip bir ortamda veya daha ziyade
organik c¢oziiciilerin varliginda gerceklesir. Bu tiir reaksiyonlar esterlestirme,

transesterifikasyon ve interesterifikasyon igerir. Interesterifikasyon terimi, literatiir
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boyunca daha genis bir anlama sahiptir ve bir ester ve bir asit (asitoliz), bir ester ve bir
alkol (alkoliz) veya iki ester (transesterifikasyon) arasindaki asil radikallerinin degisimini
ifade eder. Tiim bu reaksiyonlar, lipidlerin fiziksel 6zelliklerini degistirmeye ve yeni
esterler liretmeyi saglar (Ghazali ve ark., 1995).

Son zamanlarda, deterjan endiistrisinde, ¢amasir, bulasik makinelerinde yag
kalintilarinin ~ giderilmesinde ve tikanmis borularin temizlenmesindeki islevsel
onemlerinden dolay1, mikrobiyal hidrolitik lipazlar bu alandaki en biiylik pazarlardan biri
haline gelmistir. Deterjan formiilasyonlarina lipaz eklenmesi deterjanlarin performansini
arttirmakla kalmaz, ayn1 zamanda daha iyi bir ekolojik ¢evreye katki sunabilmektedir.
(Nerurkar ve ark., 2013).

Gida endiistrisinden ucuz yaglarin kaliteli yaglara g¢evrilmesi biiylik 6nem
tagimaktadir. Daha ucuz yaglarin lipaz katalizli transesterifikasyonu, 6rnegin palmiye
orta fraksiyonundan kakao yagi tiretmek i¢in kullanilabilir (Hasan ve ark., 2006). Ayrica
lipazlar {riinlerde insan siiti yagi yerine kullanilabilecek betapol sentezinde
kullanilabilmektedir (Nakajima ve ark., 2000).

Lipazlar, bitkisel ve hayvansal PUFA'lar1 (¢oklu doymamis yag asiti)
zenginlestirerek ¢esitli balik yaglarinin (ton balig1 yagi, ringa balig1 yagi) ve hodan yagi
gibi cesitli bitki yaglariin eldesinde kullanilir. Serbest PUFA'lar ve bunlarin mono ve
diacilgliseritleri daha sonra cesitli farmasoétikler iiretmek icin kullanilir (Sharma ve ark.,

2001).

2.6.5. Seliillaz enzimi ve kullanim alanlari

Seliilazlar, seliiloz zincirinin -1,4-glukozit baglarini hidrolize eden enzimlerdir
(Nishida ve ark., 2007). Seliilazlar bitki hiicrelerinin yapisinda bulunmakla beraber bazi

bakteriler ve hayvanlar tarafindan da iiretilmektedir.

Seliilazlar, tekstil endiistrisinde kumaglarin biyolojik olarak parlatilmasi ve
kotlarda taslanmis bir goriiniim elde edilmesinin yani sira tekstil boyalariin
renklendirilmesinde ve pargcalanmasinda kullanilabilmektedir (McMullan ve ark., 2001).
Deterjan endiistrisinde pamuklu kumaslarin yumusakligini1 ve parlakligini arttirmak icin
ev tipi ¢camasir deterjanlarinda kullanilmaktadir (Cherry ve Fidantsef, 2003; Adrio ve
Demain, 2014).
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Genel itibariyle hemiseliilazlar ve pektinazlar ile kombine halde kullanilan
seliilazlar gida isleme, hayvan yemi iiretimi, meyve ve sebze sularinin iiretimi, sarap ve
bira iiretiminde bitki hiicre duvarlarinin parcalanmasi amaci ile kullanilmaktadir
(Menendez ve ark., 2015). Yag verimini arttirmak, yiiksek seviyede antioksidan ve E
vitamini igerigini korumak i¢in zeytin yagi ekstrasyonu sirasinda seliilaz, hemiseliilaz ve
pektinazlarin bir kombinasyonu kullanilmistir (Galante ve ark., 1998). Ayrica yag
macununun Vviskozitesini azaltmak ve polifenolik maddelerin zeytin meyvelerinden

ekstraksiyonu i¢in bu karisim kullanilmaktadir (Ranalli ve ark., 2003).

Gevis getiren hayvanlarin yem bilesimi seliiloz, hemiseliiloz, pektin ve lignin
bakimindan zengin olmasi sebebiyle oldukca karmasiktir. Bu yiizden yemin sindirile
bilirligini arttirmak amaciyla seliilaz preparatlari kullanilmaktadir (Vasco ve ark., 2016).

Seliilazlarin kagit ve kagit hamuru endiistrilerinde kullanimi ¢ogunlukla kagidin
miirekkepten arindirilmasina dayanmaktadir, ancak yeni ortaya ¢ikan bir uygulamadir.
Liflerin parcalanmasi ve vizkozite kaybi olasiliklarinin olmasi nedeni ile kagit
endiistrisinde seliilazlarin bulunmasi istenmez. Fakat cesitli calismalarda 6zellikle alkali
seliilazlarin atik kagitlardan miirekkebin arindirilmasi, liflerin modifikasyonu ve kagidin
geri dontlisiimii i¢in kullanildigr belirtilmektedir (Eriksson, 1990; Bajpai, 1999).

Dogal olarak olusan nisasta ve seliiloz, alternatif biyoyakitlarin potansiyel
kaynagi olarak kabul edilmistir (Sing ve ark., 2016; Sreedharan ve ark., 2016).
Lignoseliilozik biyokiitle, tarim, ormancilik ve evsel atiklar da dahil olmak {izere farkli
endiistrilerden gelen atiklar igerisinde bol miktarda bulunmaktadir (Li ve ark., 2009;
Cherebuni, 2016; Isikgor ve ark., 2016). Seliilazlar bu atiklarin geri doniisiimiinde
kullanilabilmektedir.

2.6.6. Pektinaz enzimi ve kullanim alanlari

Pektinazlar depolimerizasyon ve deesterifikasyon reaksiyonlar1 ile pektik
maddelerin pargalanmasini saglayan enzimler grubudur (Petrolli ve ark., 2009). Pektinaz
ayrica meyve suyunun aritilmasi sirasinda ticari enzim formiilasyonu i¢in iyi bilinen bir
enzimdir. Bu enzim glikozidik baglar1 agarak poligalakturonik asidi mono-galakturonik

aside ayirir (Oyewole ve ark., 2011).
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Genel olarak igecek endiistrisinde meyvelerin iglenmesi enzim preparatlari ile
yapilmaktadir (Khan ve ark., 2013). Pektinazlar viskoziteyi azaltmada, meyve posasinin
sivilastirilmasiyla meyve suyunun verimini ve homojenligini arttirmada ve meyve
kabuklarinin uzaklastirilmasinda ¢ok o©nemli bir rol oynamaktadir (Kareem ve
Adebowale, 2007; Chaudhri ve Suneetha, 2012; Makky ve Yusoff, 2015). Pektinazlar
sarap iretiminde, dziitleme islemini desteklemek, meyve suyu verimini maksimuma
cikarmak, filtrelemeyi kolaylastirmak, lezzet ve renk arttirmak amaciyla kullanilmaktadir
(Chaudhri ve Suneetha, 2012). Pektinazlar ¢ay yapraklarinin hiicre duvarlarinda bulunan
pektini parcalayarak cay fermantasyonunu hizlandirir ve caym kopiikk olusturma
ozelliklerini ortadan kaldirir. Ayrica fermantasyon sirasinda ¢ayin rengindeki degisimi ve
karakteristik aromanin olugmasini saglar (Carr, 1985; Praveen ve Suneetha, 2015).

Tekstil rlinlerinin  temizleme islemi agir kimyasallarin  kullanimim
gerektirmektedir. Pektinaz gibi enzimlerin kesfedilmesi ile beraber sektor yavasga gevre
dostu enzimatik temizleme islemlerine yonelmeye baslamistir. Biyo-ovalama adi verilen,
selillozik olmayan kirlilikleri tekstil ipliklerinden uzaklastirmaya yarayan yontem
pektinaz gibi spesifik enzimlerin kullanilmasi ile gergeklestirilmektedir (Praveen ve
Suneetha, 2014).

Gevis getiren hayvanlar i¢in yem iiretiminde pektinaz kullanim1 yem viskozitesini
azaltmakta ve besin maddelerinin ruminantlar tarafindan emilimini arttirmaktadir.
Bununla birlikte besin maddelerini enzimatik etki ile serbest birakmakta ve diski
miktarini ise azaltmaktadir (Praveen ve Suneetha, 2014).

Kagitlarin geri donilisimiinde mevcut yontemler c¢evreye zarar veren
kimyasallarin kullanilmasi ile saglanmaktadir. Enzimler kullanilarak yapilan geri
doniisiim daha az kirletici, daha verimli ve enerji tasarrufludur. Bu islemlerde pektinazlar
ile beraber hemiseliilazlar, seliilazlar ve lignolitik enzimler kullanilmaktadir (Xu ve ark.,

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

2.6.7. Ksilanaz enzimi ve kullanim alanlari

Ksilanazlarin substrati olan ksilan, bitki hiicrelerinde o6nemli bir yapisal

polisakkarittir ve diinyadaki tiim yenilenebilir organik karbonun yaklasik iicte birini
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olusturan, dogada en bol bulunan ikinci polisakkarittir. Ksilanazlar, ksilandaki 1,4-p-D-
ksilozidik baglarinin endo-hidrolizini katalize eden glikozidazlardir (Prade, 1995).

Cesitli meyvelerden elde edilen meyve sular1 nisasta, pektin, seliiloz, hemiseliiloz
ve lignin gibi polisakkaritlerin varligindan dolay1 bulanik ve viskoz bir haldedir (Lee ve
ark., 2006). Meyve sularinin bu Ozellikleri ticari olarak istenmemekte ve toplum
tarafindan tercih edilmemektedir. Bu nedenle meyve sularinin bulanikligini ve
viskozitesini ortadan kaldirmak amaciyla ksilanaz ve diger farkli enzimler
kullanilmaktadir (Kumar ve ark., 2014). Ksilanaz, meyve ve sebzelerden elde edilen
suyun veriminin arttirtlmasina yardimci olur. Ayrica meyve sularinin filtrelenebilirligini
arttirmasindan dolay1r meyve suyunun viskozitesini azaltir (Biely, 1985). Ksilanazlar bira
iiretiminde mayadan elde edilen sekerlerin ekstraksiyon islemini arttirarak lezzette ve
verimde artisa sebep olurlar (Garg ve ark., 2010).

Tahil tanelerinin endosperm hiicre duvarlari1 arabinoksilanlar ile karigik formda
bulunan, b-glukanlar, seliillozlar, mannanlar ve galaktanlar gibi polisakkaritleri ¢ok
miktarda igerir. Bunlarin biiyiikk c¢ogunlugunu arabinoksilanlar ve beta-glukanlar
olusturmaktadir (Longland ve ark., 1995). Yemlerin ksilanaz tedavisi, ruminantlar
tarafindan bitki hiicre duvari sindirimine yardimci olan kaliteli silajlar iiretilmesine
olanak saglamaktadir. Ksilanaz tedavisi, hayvan yemindeki besleyici seker igerigini
arttirarak inek ve diger ruminantlarda sindirime yardimci olur (Garg ve ark., 2010).

Ksilanaz ile on agartma teknolojisi endiistride ticari olarak kullanilmaktadir
(Bajpai, 1999). Enzim destekli kagit hamuru agartma isleminde esas olarak kullanilanlar
endo-B-ksilanazlardir (Viikari ve ark., 1994). Ksilanazlar, kagit hamurunun lifleri
tizerinde yeniden ¢okeltilmis ksilan1 hidrolize eder. Liflerin gecirgenligi, ligninin
liflerden daha kolay ¢ikarilmasini saglayan ksilanaz iglemi ile artar. Ksilanazin kullanimi
ile klorlu agarticilarin kullanimi azaltilarak ¢evre kirliliginin 6ntine gegilir (Kantelinen ve
ark., 1993).

Ksilanazlar tarimsal ve diger lignoseliilozik atiklarin geri dontstiiriilerek katma
degerli iirlinler {retilmesinde kullanilmaktadir. Bu islem lignoseliilazlarin
delignifikasyonu, serbest sekerler {iretmek icin karbonhidrat polimerlerinin
depolimerizasyonu ve son olarak etanol iiretmek icin basit sekerlerin fermentasyonu

asamalarindan olusmaktadir (Beg ve ark., 2001). Ksilanin, seliilozu enzimlerin hidrolitik



16

etkilerinden korudugu bilinmektedir. Bu nedenle ksilanazin kullanim ile seliilozlarin
hidrolitik potansiyeli arttirilarak parcalanmasi kolaylastirilmaktadir (Hu ve ark., 2011).
Unlu mamiiller endiistrisinden hamurun yumusak ve hacimli olmasi iireticiler ve
tiiketiciler tarafindan tercih edilmektedir. Ksilanaz uygulamasi suda ¢oziiniirliigii az olan
hemiseliillozun ¢oziiniirliiglini arttirarak hamurun hacimli ve yumusak olmasini saglar
(Rouau, 1993; Laurikainen ve ark., 1998; Jiang ve ark., 2005). Cesitli tiretim islemlerinde
ksilanazlarin kullanilmas: bromatlar gibi kimyasal katki maddelerinin kullanimini
azaltacak seviyededir (Kulkarni ve ark., 1999). Bugday nisastasi ve glutenin endiistriyel

olarak ayrilmasinda ksilanazlar kullanilmaktadir (Biely, 2003).



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Bakteri izolatlar

Bu calismada, Van Yiiziincii Y1l Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma
Boliimii, Bakteriyoloji laboratuvarinda stoklarinda bulunan, Van ili ve civarinda, bazi
kiiltiir ve yabanil tahil bitkilerinden (Poaceae familyasi) izole edilmis endofit bakteriler

kullanilmistir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Kullanilan izolatlar, konukgular1 ve izole edilen organlar

izolat Konuk¢u izole Organ

1 G99Y1 Yabani Arpa Yaprak
2 G99K3 Yabani Arpa Kok

3 G99K1 Yabani Arpa Kok

4 G96Y3 Bugday Yaprak
5 G96Y?2 Bugday Yaprak
6 G96Y1 Bugday Yaprak
7 G95Y2 Brom Yaprak
8 G95Y1 Brom Yaprak
9 G95S1 Brom Stirgtin
10 G93Y1 Brom Yaprak
11 G92S2 Brom Stirgiin
12 GI1Y?2 Bugday Yaprak
13 G91S3 Bugday Siirgiin
14 G91S2 Bugday Stirgtin
15 G91S1 Bugday Stirgiin
16 G105S1 Domuz Ayrigi Siirgiin
17 G101Y2 Kelt Kuyrugu Yaprak
18 G90Y?2 Yabani Bugday Yaprak
19 GIo0Y1 Yabani Bugday Yaprak
20 G90S1 Yabani Bugday Siirgiin
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Cizelge 3.1. Kullanilan izolatlar, konukgular1 ve izole edilen organlar(devam)

izolat Konukcu Izole Organ
21 G88Y1 Tir Bugday Yaprak
22 G88S1 Tir Bugday Stirgiin
23 G88K2 Tir Bugday Kok
24 G88K1 Tir Bugday Kok
25 G85K3 Bugday Anast Kok
26 G85K2 Bugday Anast Kok
27 G84Y1 Yabani Arpa Yaprak
28 G83K1 Bugday Kok
29 G83K1 Yabani Arpa Kok
30 G83S3 Bugday Siirgiin
31 G83S2 Bugday Stirgtin
32 G83S1 Bugday Stirgtin
33 G82Y1 Gramine Yaprak
34 G82S2 Gramine Stirgiin
35 G82S1 Gramine Siirgiin
36 G82K2 Gramine Kok
37 G81Y1 Yabani Cavdar Yaprak
38 G81K2 Yabani Cavdar Kok
39 G81K1 Yabani Cavdar Kok
40 G80S1 Yabani Cavdar Stirgtin
41 G80K3 Yabani Cavdar Kok
42 G80K1 Yabani Cavdar Kok
43 G79Y4 Iki Sirali Arpa Yaprak
44 G79Y3 Iki Stralt Arpa Yaprak
45 G79Y?2 Iki Strali Arpa Yaprak
46 G79Y1 Iki Sirali Arpa Yaprak
47 G79S1 Iki Sirali Arpa Siirgiin
48 G79K3 Iki Strali Arpa Kok
49 G79K1 Iki Stralt Arpa Kok

50 G75K2 Arpa Kok
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Cizelge 3.1. Kullanilan izolatlar, konukgular1 ve izole edilen organlar(devam)

izolat Konukcu Izole Organ
51 G75K1 Arpa Kok
52 G7251 Bugdayanasi Siirgiin
53 G71K1 Arpa Kok
54 G70K2 Arpa Kok
55 G69S2 Gramine Stirgiin
56 G69S1 Gramine Stirgiin
57 G68K3 Poa Kok
58 G68K2 Poa Kok
59 G42K2 Bugday Kok
60 G120S3 Hanim Tarag1 Stirgiin
61 G120S2 Hanim Tarag1 Stirgtin
62 G120S1 Hanim Tarag1 Stirgtin
63 G119Y2T Cipil Yaprak
64 G119Y1T Cipil Yaprak
65 G119S1 Cipil Stirgtin
66 G118Y1T Acem Salkimi Yaprak
67 G118S2T Acem Salkimi Siirgiin
68 G118S1 Acem Salkimi Siirgiin
69 G118K1T Acem Salkimi1 Kok
70 G118K1 Acem Salkimi1 Kok
71 G117vY1T Cipil Yaprak
72 G117K1 Cipil Kok
73 G116S2T Dere Salkimi Siirgiin
74 G116S2 Dere Salkimi Stirgiin
75 G116S1T Dere Salkimi Stirgiin
76 G116K1T Dere Salkimi Kok
77 G115K1T Acem Salkimi Kok
78 G114Y3 Yabani Cavdar Yaprak
79 G1l14Y1 Yabani Cavdar Yaprak

80 G114S1T Yabani Cavdar Siirgiin
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Cizelge 3.1. Kullanilan izolatlar, konukgular1 ve izole edilen organlar(devam)

izolat Konukcu Izole Organ
81 G113Y3 Bugday Yaprak
82 G113Y2 Bugday Yaprak
83 G113S2 Bugday Stirgilin
84 G113S2T Bugday Stirgilin
85 G113S1 Bugday Siirgiin
86 G113K2 Bugday Kok
87 G113K1 Bugday Kok
88 G112K3 Yabani Cavdar Kok
89 G1l11S1 Kelt Kuyrugu Stiirgiin
90 G111K3 Kelt Kuyrugu Kok
91 G111K2 Kelt Kuyrugu Kok
92 (G108S2 Yabani Arpa Siirgiin
93 G107Y2 Bugday Yaprak
94 G107Y1 Bugday Yaprak
95 G107S2 Bugday Stirgtin
96 G107S1 Bugday Stirgiin
97 G106Y1 Bugday Yaprak
98 G106S2 Bugday Siirgiin
99 G106S1 Bugday Stirgiin
100 G106K1 Bugday Kok
101 G105Y1 Domuz Ayrigi Yaprak
102 G105K3 Domuz Ayrigi Kok
103 G105K2 Domuz Ayrigi Kok
104 G102K4 Cayir Arpast Kok
105 G102K3 Cayir Arpasi Kok
106 G102K2 Cayir Arpasi Kok
107 G102K1 Cayir Arpasi Kok
108 G101Y4 Kelt Kuyrugu Yaprak

109 G101Y3 Kelt Kuyrugu Yaprak
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Cizelge 3.1. Kullanilan izolatlar, konukgular1 ve izole edilen organlar(devam)

Izolat Konukcu izole Organ
110 G101Y1 Kelt Kuyrugu Yaprak
111 G101K1 Kelt Kuyrugu Kok
112 G100Y3 Cayir Yumagi Yaprak
113 G100Y2 Cayir Yumagi Yaprak
114 G100Y1 Cayir Yumagi Yaprak
115 G100S1 Cayir Yumagi Siirgiin
116 G100K1 Cayir Yumagi Kok
117 G99Y2 Yabani Arpa Yaprak
118 G99K2 Yabani Arpa Kok
119 G92S1 Brom Siirgiin
120 GI1Y1 Bugday Yaprak
121 GI1K1 Bugday Kok
122 G79K2 Iki Sirali Arpa Kok
123 G118S1T Acem Salkimi Siirgiin
124 G116S1 Dere Salkimi Stirgiin
125 G114Y2T Yabani Cavdar Yaprak
126 G114Y2 Yabani Cavdar Yaprak
127 G111K1 Kelt Kuyrugu Kok
128 G107K1 Bugday Kok

3.2. izolatlarn Gelistirilmesi

%20 gliserol igeren Nutrient sivi besiyerinde -80°C’de saklanan saf kiiltiirlerin

gelistirilmesi i¢in kullanilan Nutrient Agar besiyerinin Cizelge 3.2’de verilmistir.

Cizelge 3.2. Izolatlarin gelistirilmesi i¢in kullanilan Nutrient Agar besiyerinin bilesimi

Besiyeri Bilesen Miktar (1 L, pH 7.5)
Tripton 109
. Maya Oziitii 59
Nutrient Agar
NaCl 109
Agar 15¢
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3.3. Enzim Aktivitelerinin Nitel Olarak Belirlenmesi

3.3.1. Proteaz enzimi aktivitesinin belirlenmesi

Proteaz aktivitesi Carrim ve ark. (1988)’nin bildirmis oldugu yontemde bazi
degisiklikler yapilarak belirlenmistir. Izolatlarn tiimiine proteaz enzimi iiretimi igin %1
(9/l) yagsiz siit tozu igeren Nutrient Agar hazirlanmistir. Bunun igin siit tozu disindaki
besiyeri igerikleri distile suda ¢6ziildiikten sonra, ortam 121°C’de 15 dakika sterilize
edilmistir. Siit tozu (10 g/100 ml) ayrica 110°C’de 5 dakika 2 defa sterilize edilerek ve
45°C’ye kadar sogutulup, temel besiyerlerine aseptik kosullarda ilave edilerek iyice
karistirilmistir (Cizelge 3.3). Daha sonra esit hacimlerde (20 ml) steril petrilere dokiilerek
katilagsmasi beklenmistir. Coziinebilir siit tozu igeren proteaz ortamlarina nokta seklinde
ekilen izolatlar, 25 °C°de 2-3 giin inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda 0.1 M
HCI soliisyonundan 2 ml petrilerin yiizeyine dokiilerek, koloniler etrafinda seffaf zon
olusumu degerlendirilmistir. Proteaz aktivitesine sahip izolatlarda seffaf bir zon olusumu
meydana gelmis ve bunlar proteaz aktivitesine sahip pozitif suslar olarak segilmislerdir
(Carrim ve ark., 2006).

Cizelge 3.3. Izolatlarin proteaz enzim aktivitesini belirlemek igin kullanilan besiyeri

bilesimi
Besiyeri Bilesen Miktar (1 L)
Nutrient Broth 8¢
Proteaz Ortami Skim Milk 109
Agar 159

3.3.2. Amilaz enzimi aktivitesinin belirlenmesi

Amilaz aktivitesi Hankin ve Anagnostakis (1975)’in bildirmis oldugu yontemde
baz1 degisiklikler yapilarak belirlenmistir. Izolatlarin tiimiine Amilaz enzimi iiretimi igin
%1 ¢ozlinebilir nisasta igeren Nutrient Agar hazirlanmistir (Cizelge 3.4). Coziinebilir
nisasta iceren amilaz ortamlarina nokta seklinde ekilen suslar 25 °C’de 2 giin inkiibasyona

birakilmistir. Inkiibasyon sonunda petriye liigol ¢ozeltisi (%1 °lik iyot ¢dzeltisi) dokiilerek
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boyama islemi gergeklestirilmistir. Amilaz aktivitesine sahip suslarda koyu mavi zemin
tizerinde koloni ¢evresinde seffaf bir zon olusumu meydana gelmis ve bu suslar amilaz

aktivitesine sahip pozitif suslar olarak segilmislerdir.

Cizelge 3.4. izolatlarin amilaz enzim aktivitesini belirlemek icin kullanilan besiyeri

bilesimi
Besiyeri Bilesen Miktar (1 L)
Nutrient Broth 8¢
Amilaz Ortami Coziinebilir Nigasta 109
Agar 15¢

3.3.3. Lipaz enzimi aktivitesinin belirlenmesi

Lipaz aktivitesi Hankin ve Anagnostakis (1975)’in bildirmis oldugu yontemde
baz1 degisiklikler yapilarak belirlenmistir. Oncelikle lipaz aktivitelerinin belirlenmesi
amaciyla lipaz ortami hazirlanmistir. Lipaz ortami su igeriklerden olusmustur (g/l):
Nutrienth Broth 8 g, CaCl> H20 0.1 g, agar 15 g, pH 6.0 ve 20 ml Tween 20 (Cizelge
3.5). Lipaz ortam1 121°C’de 15 dakika sterilize edildikten sonra besiyeri iceriklerinden
ayr1 olarak sterilize edilen Tween 20 lipaz ortamlarina ilave edilerek iyice karistirilmigtir.
Daha sonra hazirlanan bu besiyerleri petrilere yaklagik 20 ml olacak sekilde dokiilmiistiir.
Izolasyonu gergeklestirilen suslarin lipaz aktivitesinin belirlenmesi amaciyla lipaz
ortamlarina nokta ekimi yapilmig ve suslar gelisme sicakliklarinda 2-3 giin inkiibe
edilerek koloni ¢evresinde agik renkte opak zon olusumu meydana gelen suslar pozitif

olarak degerlendirilmistir.

Cizelge 3.5. Izolatlarin lipaz enzim aktivitesini belirlemek igin kullanilan besiyeri

bilesimi
Besiyeri Bilesen Miktar (1 L, pH 6.0)
Nutrient Broth 10g
Lipaz Ortami CaCl2.H20 54
Agar 154

Tween 20 20 mi
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3.3.4. Seliilaz enzimi aktivitesinin belirlenmesi

Seliilaz aktivitesi Amore ve ark. (2015)’nin bildirmis oldugu yontemde bazi
degisiklikler yapilarak belirlenmistir. Oncelikle seliilaz aktivitelerinin belirlenmesi
amactyla seliilaz ortami hazirlanmistir. Seliilaz ortam1 su igeriklerden olusmustur (g/1):
NaNOz 1 g, KoHPO4 1 g, KCI 1 g, MgSO4 0.5 g, yeast extract 0.5 g, glucose 1 g,
Karboksimetilseliilloz (CMC) 5 g, Agar 15 g (Cizelge 3.6). Seliilaz ortaminda yer alan
bilesenlerin distile suda tamamen ¢6zilmesinden sonra ortam 121°C’de 15 dakika
sterilize edilmistir. Sterilizasyondan sonra hazirlanan besiyerleri esit hacimlerde (20 ml)
steril petrilere dokiilmiistiir. 1zole edilen suslarin seliilaz aktivitesinin belirlenebilmesi
icin seliilaz ortamina nokta ekimi yapilmis ve 25°C’de 5-8 giin inkiibasyona
birakilmislardir. Inkiibasyon sonunda petrilere once %0.2’lik (w/v) Kongo kirmizisi
¢ozeltisi dokiilerek 20 dakika oda sicakliginda beklenmistir. Daha sonra ise petriler 5 M
NaCl ¢ozeltisi ilave edilerek yikanmis ve 30 dakika oda sicakliginda bekletilmislerdir.
Kirmiz1 zemin {izerinde, koloni ¢evresinde agik sar1 renk zon olusan koloniler pozitif

sonug olarak degerlendirilmislerdir.

Cizelge 3.6. Izolatlarm seliilaz enzim aktivitesini belirlemek i¢in kullanilan besiyeri

bilesimi

Besiyeri Bilesen Miktar (1 L)
NaNO3z 19
KH2PO4 1lg
KCI 19

Seliilaz Ortami MgSOﬁ 059
Maya Oziitii 059
Glikoz 1lg
Karboksimetilseliiloz (CMC) 59
Agar 15¢g

3.3.5. Ksilanaz enzimi aktivitesinin belirlenmesi

Ksilanaz aktivitesi Amore ve ark. (2015)’nin bildirmis oldugu yontemde bazi
degisiklikler yapilarak belirlenmistir. Oncelikle ksilanaz aktivitelerinin belirlenmesi

amaciyla ksilanaz ortam1 hazirlanmistir. Ksilanaz ortami su igeriklerden olusmustur (g/1):
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NaNO3 1 g, K2HPO4 1 g, KCI 1 g, MgS0O4 0.5 g, yeast extract 0.5 g, glucose 1 g, agar
15 g, Ksilan 5 g (Cizelge 3.7). Ksilanaz ortaminin bilesenleri distile suda ¢6ziildiikten
sonra, ortam 121°C’de 15 dakika sterilize edilmistir. Sterilizasyondan sonra aseptik
kosullarda steril petrilere 20’ser ml dokiilerek katilasmasi beklenmistir. izolatlar ksilan
iceren besiyerine ekildikten sonra 2-4 giin 25°C’de inkiibasyona birakilmiglardir.
Inkiibasyon sonunda petriye %0.1°lik (W/v) kongo kirmizis1 ¢ozeltisi dokiilerek 20 dakika
stireyle boyama islemi gergeklestirilmistir. Boyama siiresinin sonunda fazla boyanin
uzaklastirilmasi igin petriye 5 M NaCl ¢ozeltisi eklenerek 30 dakika oda sicakliginda
bekletilmistir. Kirmizi zemin iizerinde koloni ¢evresinde agik renkte zon olusan suslar

pozitif olarak degerlendirilmistir.

Cizelge 3.7. Izolatlarm ksilanaz enzim aktivitesini belirlemek icin kullanilan besiyeri

bilesimi

Besiyeri Bilesen Miktar (1 L)
NaNOs 1g
K2HPO4 1g
KCl 1g

Ksilanaz Ortam MgSOﬁ 059
Maya Oziitii 059
Glikoz 1lg
Ksilan 5¢g
Agar 15¢g

3.3.6. Pektinaz enzimi aktivitesinin belirlenmesi

Pektinaz aktivitesi Kobayashi ve ark. (1999)’nin bildirmis oldugu yontem
kullanilarak belirlenmistir. Oncelikle pektinaz aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla
pektinaz ortami hazirlanmistir. Pektinaz ortami su igeriklerden olusmustur (g/1): Maya
ekstrakti 2 g, Amonyumsiilfat 2 g, Na,HPO4 6 g, KH2PO4 3g, Pektin 5 g, Agar 15 g
(Cizelge 3.8). Pektinaz ortamimin igerikleri distile suda ¢oziildiikten sonra, ortam
121°C’de 15 dakika sterilize edilmistir. Steril besiyeri aseptik kosullarda petrilere 20’ser
ml dokiilerek katilasmasi beklenmistir. Izolatlarin nokta ekimleri yapildiktan sonra
25°C’de 3 giin inkiibasyona birakilmiglardir. Petriye %1°lik setiltrimetil amonyum bromit
(CTAB) cozeltisi eklendikten sonra oda sicakliginda 10 dakika bekletilmislerdir. Siire



sonunda koloni ¢evresinde seffaf zon olusumu meydana gelen suslar pozitif olarak

degerlendirilmistir.

Cizelge 3.8. Izolatlarin pektinaz enzim aktivitesini belirlemek igin kullanilan besiyeri

bilesimi

Besiyeri Bilesen Miktar (1 L)
Maya Oziitii 29
(NH4)2504 29

Pektinaz Ortanm NazHPO« oo
KH2PO4 39
Pektin 59
Agar 159

3.4. izolatlarin Enzimatik indekslerinin Belirlenmesi

Izolatlar igin, her bir enzim aktivitesinin Enzim Indeksi (EI) bolim 3.2.2° de
belirtilen inkiibasyon siirelerinin sonunda alinan 6l¢iimler kullanilarak hesaplanmustir.
Enzim Indeksleri, ilgili testte dlciilen ortalama seffaf zon ¢aplarinin ortalama koloni

caplarina oran olarak ifade edilmistir (Castro ve ark., 2006; Jena ve Rath., 2013; Castro

ve ark., 2014).
X3 Hidroliz Bolgesi
h
'// Bakteri Kolonisi
X7
Y7
Yz
L e Hidroliz Bolgesi Capt _ X
" Bakteri Koloni Capt Y

Sekil 3.1. Calismada kullanilan izolatlarin enzim indekslerinin (EI) hesaplanmasi

X1

Y1

Y2

N

y

5

6

7Y

4

7Y

\
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3.5. Bakterilerin Kismi 16S rRNA Dizi Analizi ile Molekiiler Tanimlanmasinin

Y apilmasi

[zolatlarn kati segici besiyerlerinde enzim aktivitelerinin belirlenmesinden sonra
farkli zon ¢aplar1 veren, 17 adet izolat tan1 islemleri i¢in se¢ilmistir. Kismi 16S rRNA baz
dizisinin belirlenmesi yontemi ile bakterilerin tanisi; DNA izolasyonu, izole edilen
DNA’nin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile ¢ogaltilmasi, PZR iiriinlerinin agaroz
jelde yiiriitiilmesi, ¢cogaltilan DNA’nin baz dizi sirasinin belirlenmesi ve bu siranin veri
tabaninda bulunan mikroorganizmalara ait baz dizi siralar1 ile karsilastirilarak

isimlendirilmesi asamalarindan olusmustur.

3.5.1. DNA izolasyonu

PZR reaksiyonlarinda kalip olarak kullanilmak i¢in, ilgili izolatlardan total DNA
izolasyonu kaynatma yontemi ile yapilmustir. Bunun igin yaklasik 10’CFU/mL
yogunlugundaki bakteri siispansiyonundan 2 ml almarak 10 dk kaynatilmig ve
santrifiijlenerek hiicre kalintilart uzaklastirilmistir (Newton, 1995). Total DNA igeren
supernatant temiz bir tiipe transfer edilerek, PZR reaksiyonlarinda kalip DNA kaynagi

olarak kullanilmustir.

3.5.2. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)

PZR reaksiyonlarinda 27f (5’-AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3’) ve 1492r
(5’-TACGGTTAC CTT GTT ACG ACT T-3’) evrensel primer ¢ifti kullanilmistir (Lane
ve ark., 1991). Izole edilen DNA’daki 16S rRNA gen bdlgelerinin PZR ile ¢ogaltilmasi
amaciyla, her bir 6rnek i¢in toplam hacim 50 pl olacak sekilde asagidaki PZR karigim

hazirlanmis ve reaksiyonlar ¢izelge 3.9°da verildigi gibi gerceklestirilmistir;

PZR karigimu;

7.5 ul kalip DNA

5 ul PZR Tamponu (10X)
3 ul MgClz (25 mM)

2.5 ul Tag DNA polimeraz

vV V V VY
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> 4 ul ANTP karisimi (0.3 mM )

» 5 ul 27f primerinden (20 pmol)
> 5 ul 1492r primerinden (20 pmol)
> 20 ul steril distile su

Cizelge 3.9. 16S rRNA bolgelerinin ¢ogaltilmas1 PZR kosullar

Sicaklik Siire Dongii Sayist
95°C 5 dk 1
94°C 1dk
55°C 1dk 30
72°C 2dk
72°C 10 dk 1

3.5.3. PZR iiriinlerinin agaroz jelde yiiriitiilmesi

5 pL PZR iirliniine 1 pL jel yiikleme tamponu eklenip, 1X TAE ile hazirlanmis
%1’lik agaroz jeldeki kuyucuklara yiliklenmistir. PZR firlinlerinin biiytikliiklerini
belirlemek i¢in agaroz jeldeki ilk kuyucuga 100bp DNA marker yiiklenmistir. Jel 100
voltta 1 saat yiirttiildiikten sonra etidyum bromiir ile boyanarak UV 15181 altinda

incelenmistir.

3.5.4. PZR iiriinlerinin sekans analizi

PZR iriinleri Yeni Nesil Dizileme (New Generation Sequencing) teknigi
kullanilarak Sentebiolab Biyoteknoloji (Ankara) sirketine hizmet alimi yolu ile
yaptirilmistir. Bu dizileme islemi Miseq (Illumina) yeni nesil dizileme platformu ve
Nextera XT kiti kullanilarak gerceklestirilmistir. Siralama sonuglart ise Kit v2 300cy
kullanilarak ~ yine firma tarafindan  diizenlenmistir. Elde edilen diziler
“https://www.ezbiocloud.net/” adli internet sayfasinda yer alan veri tabani ile
karsilastirilmis ve sonrasinda diziler GenBank sitesine girisleri yapilarak “SRA
accession” erisim numaralart alinmistir. Filogenetik agaclar tekli genlere uyarlanmis
DSMZ (German Collection of Microorganisms and Cell Cultures GmbH) filogenomik
veri hatt1 kullanilarak http://ggdc.dsmz.de/ adresinde bulunan GGDC web sunucusu
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tarafindan olusturulmustur (Meier-Kolthoff ve ark., 2013a; Meier-Kolthoff ve ark.,
2014). Coklu dizi hizalamas1 “MUSCLE” ile yapilmis (Edgar, 2004) ve filogenetik agag
Maximum Likehood yontemi kullanilarak olusturulmustur (Stamatakis, 2014).

3.6. Verilerin Analizi

Tiim nitel enzim 6l¢lim deneyleri dorder tekrarli ve her bir petri dl¢timii ikiser

tekerriirlii olacak sekilde yapilmustir.

3.7. istatistik Analiz

Calismada elde edilen enzimatik indeks verilerinin istatistik analizinde, SAS 9.4
(SAS, 2014) paket programi kullanilmigtir. Gruplara ait ortalamalar arasindaki
farkliliklarin belirlenmesinde genel dogrusal model (GLM) analizi yapilarak, gruplar

arasindaki farkliliklarin belirlenmesinde Duncan c¢oklu karsilagtirma testi kullanilmastir.






4. BULGULAR

4.1. Enzim Aktivitelerinin Nitel Olarak Belirlenmesi

Bu calismada, Van golii havzasi icerisinde, farkli bolgelerden, cesitli kiiltlir ve
yabanil tahil bitkilerinin saglikli kok, siirgin ve yaprak bolgelerinden daha oOnce
izolasyonu yapilan toplam 128 endofit bakteri izolati kullanilmistir.

25°C’de gelisebilen toplam 128 adet izolat 3.2.2.°de belirtildigi gibi kati
besiyerinde proteaz, amilaz, lipaz, seliilaz, ksilanaz ve pektinaz enzimlerini iiretme
yetenekleri agisindan incelenmistir. Sekil 4.2°de bu enzimleri irettigi belirlenen bazi
izolatlarin agarli besiyerinde enzimatik aktivitelerine ait fotograflar verilmistir.

Test edilen 128 susdan 95'inin lipaz, 84'iniin proteaz, 71'inin amilaz, 41'nin
seliilaz, 28'inin pektinaz, 10'ununda ksilanaz, iirettigi tespit edilmistir. Izolatlarin
i¢cerisinde 6 enzimi iireten 1, 5 enzimi iireten 8, 4 enzimi iireten 16, 3 enzimi lireten 37, 2
enzimi Ureten 41, 1 enzimi lireten 19 ve hi¢c enzim iiretmeyen 8 tane sus oldugu

belirlenmistir.

M Lipaz M Proteaz M Amilaz mSeliilaz ™ Pektinaz M Ksilinaz

7,8%

Sekil 4.1. Calismada kullanilan 128 endofit bakteri izolatinin enzim iiretim yiizdeleri.
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Sekil 4.2. Bazi izolatlarin ayirtedici besiyerlerindeki enzim aktivitelerini gosteren érnek
fotograflar. (A: Amilaz, B: Proteaz, C: Lipaz, D: Seliilaz, E: Pektinaz, F:
Ksilanaz)
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4.2. Tzolatlarin Enzimatik Indeks Sonuglar

Izolatlar i¢in, her bir enzim aktivitesinin Enzim Indeksi (EI) ¢izelge 4.1°de

verilmistir.
4.3. Molekiiler Tamimlama i¢in Izolat Secim Sonuclar
Enzim indekslerinin belirlenmesinden sonra, enzimlerden en az bir tanesi i¢in

gelecek vaat eden 19 izolat ile bu enzimlerin higbirini liretmeyen 1 izolat 16S rRNA

sekanslama yontemi yolu ile tani iglemleri igin se¢ilmistir (Cizelge 4.2).



Cizelge 4.1. izolatlarin proteaz, lipaz , amilaz, seliilaz, pektinaz ve ksilanaz aktivitesine ait enzimatik indeksleri

Ortalama =+ Std. Hata
Mean =+ Std. Error

X+S,
iZOLAT : X .X) . . ..
ENZIM PROTEAZ LiPAZ AMILAZ SELULAZ PEKTINAZ KSILINAZ
G100K1 2.92:+(). ] [ 2bcarstuvwxyz - - - - -
G100S1 2.40-+0.0320cdefghxyz 1.65+0.1 7304wy 1.36+0.042 . - -
G100Y1 3.40+0. 1 2tikimnoparstuv 6.96+0.54° 2.18+0.08'MMPd 7 02+0.46%1 - -
G100Y?2 3.020.320Parstuvwxy 1.84(.0730stuvwxyz 1.36+0.08%% . - -
G100Y3 2.81(.033bcderstuvwxyz 3.02:0.251KImnopgrstu 1.61+0.05Wwyz . - -
G101K1 1.88+0.12¢hik 2.42-0.]g2bmnoparstivwxyz - 3 17.4() 2 4.55+0.958M - -
G101Y1 2.86:(.08abcdarstuvwxyz 3.44-£0.29ghikimno 1.67+0.125wwy - -
G101Y2 - 5.63+0.38¢ - - - -
G101Y3 1.95+0.078Mik 1.90+0.0530stuvwxyz - - - -
G101Y4 3.254(. 1 2KImnoparstu 2.05+0.052barstuvwxyz - - - -
G102K1 1.62+0.031k - - - - -
G102K2 2.26+(.082bedefehiz 7.00+0.68° - - - -
G102K3 4.07+0.37dfeh - - - 3.39+0.15¢ -
G102K4 2.22:+().093bcdefank 3.46+0.2 ] ghiklmno 1.41£0.028wyz . - 1.67+0.01%
G105K2 - 2.00£0. ] 12barstuvwxyz 1.43+£0.082V"y2 2 4240.11K™  1.79+0.15¢" -
G105K3 3.51+0.48¢ehuklmnopars - - 4.46+0.208"  3.92+0.343¢
G105S1 - - - - - -
G105Y1 7.29+0.712 1.87-+0.343bstuvwxyz 3.03+0.29%f 12.75+1.38%  3.81+0.382

ve



Cizelge 4.1. izolatlarin proteaz, lipaz , amilaz, seliilaz, pektinaz ve ksilanaz aktivitesine ait enzimatik indeksleri (devam)

Ortalama + Std. Hata
Mean + Std. Error

X+S,
iZOLAT . (X. ) . . ..
Enzim PROTEAZ LiPAZ AMILAZ SELULAZ PEKTINAZ KSILINAZ
G106K1  2.68+0.062bcdehvwxyz - 2.50-£0. ] 3Mkimn - -
G106S1  3.16+0.04'Mmnoparstuvw 1.67+0.0830uWxyz - - - -
G106S2  3.72+0.29fehiklmno 2.72-£0.18'mnopqrstuvwxyz 1.96:£0.07Pars - - -
G106Y1  3.81+0.16cehikim - - 4.89+0.208"  2.24+0.119"
G107K1 - 2.41+0.143bmnoparstuvwxyz - - - -
G107S1 - 2.80-£0.28KImnoparstuvwxy - 2.70+0.7 1)KIm 1.64+0.32%
G107S2  3.08+0.03Mnoparstuvwx 1.94:(.0520rstuvwxyz 1.19+0.03%2 - - -
G107Y1  2.20+0.]8edefehik 2.92-+0.3giKImnoparstuvw 1.44+0.08%0VWyz . - 2.88+0.132
G107Y2  3.26+0.09Kmnoparstu 7.33+0.67° 2.68+0.27"€hik 4.95+£0.30¢" - -
G108s2 - 2.56:£0.3820Imnoparstuvwxyz 2.27+0.13KImnopa 1.46+0.10&™
G111K1 - 3.63+0.1(fehikimn - - - -
G111K2  3.10+0.]4mnoparstuvwx 2.35+0.0620mnoparstuvwxyz 1.11+0.01° - - -
G111K3  3.09+0.04mnoparstuvwx 2.32-+0.0620mnoparstuvwxyz 1.47+0.05%0vwyz . - -
G111S1 - 2.56:£0.0730Imnoparstuvwxyz 2.32+0.16KIMMoPa 4 05£0.25Mik -
G112K3  2.87+0.16d0cdarstuvaxyz 1 7640023 - - - -
G113K1  3.17+0.28!mnoparstuvw 2.12:£0.033R0parstuvwxyz 1.36+0.0232 - - -
G113K2  2.13+0.02¢fehik 1.60+£0.0530VWxyz - - - -
G113S1  4.02+0.209¢fehi 2.96:£0.56KImnoparstuvw 2.42+0.09vkimnop - -

qe



Cizelge 4.1. izolatlarin proteaz, lipaz , amilaz, seliilaz, pektinaz ve ksilanaz aktivitesine ait enzimatik indeksleri (devam)

Ortalama + Std. Hata
Mean =+ Std. Error

(X£S;)

IZOLAT . . .. . ..
Enzim  PROTEAZ LiPAZ AMILAZ SELULAZ PEKTINAZ  KSIiLINAZ
G113S2 3.27+0.08kImnoparstuv 2.23+0. 1 42b0parstuvwxyz 2.54+0.09ghikimn - - -

G113S2T - 1.99-+0.2 52brstuvwxyz - - - -

G113Y2  3.33+0.15MImMOPAsy 2 4940, 1 70mnORAISINYZ ] 5440 10RPNYE - -

G113Y3  5.12+0.07° 3.150. 1 3hikimnopars 4.70+0.17%° 9.77+0.42°¢ 3.48+0.29°« 1.75+0.25%
G114S1T  3.78+0.]7¢fehikimn - - 9.53+0.64"° 3.46+0.38"« -

G114Y1  4.4140.37¢df 2.71+0.28!mnoparstuvwxyz - 10.00+£0.68>  3.78+0.22%cd .

G114Y2 - - - - - -

G114Y2T - - - - - -

G114Y3 - - - 6.15+1.35°%% 2.94+0.119%f -

G115K1T  2.19+0.67dfehik 2.64-+0.12'mnoparstuvwxyz - - - -

G116K1T  4.68+0.25° 1.91-£0, ] gabstuvwxyz - - - -

G116S1 - - - - - -

G116S1T  1.51+0.13K 1.364+0.10%2 - - - -

G116S2 3.97+0.224¢fehik - - - 3.48+0.13P« -

G116S2T  4.15+0.22¢defoh - - 8.29+0.26% 3.07+0.14¢% -

G117K1 - 2.67+0.28'mnoparstuvwxyz 1.86:+0.120rstuvw - - -

G117Y1T  3.22+0.13'mnoparstvw g 3941 780 2.8140.01defeh 2.46+0.124m 1.90+0.27%
G118K1  3.46+0.11Mikimnopgrstu 5 684 () (gImnoparstuvwxyz 1.85+0.069rstvW - 1.41+0.01™ -

9¢



Cizelge 4.1. izolatlarin proteaz, lipaz , amilaz, seliilaz, pektinaz ve ksilanaz aktivitesine ait enzimatik indeksleri (devam)

Ortalama + Std. Hata
Mean =+ Std. Error

(X+£S;)
IZOLAT : . . . .
Enzim  PROTEAZ LiPAZ AMILAZ SELULAZ PEKTINAZ  KSIiLiNAZ
G118K1T - 1.82+0, 1 22bstuvwxyz 1.59+0.253uvwWxyz 8 48+().62% -
G118S1 4.38+£0.40°df 3.860.65¢ ekl 2.87+0.34defeh - - -
G118S1T - - - - - -
G118S2T  4.22+0.16°%" 4.46+0.22%f0 1.69+0.08"stuvwx 3.46+0.199! 2.65+0.41%
G118Y1T  1.94+0.13¢hik 2.62-0.223Imnoparstuvwxyz 1.16+0.022 4.01+0.54Mk - -
G119s1 2.06+0.23ehik 1.35+0.07% - - - -
G119Y1T - 4.37+0.15°%09" 1.29+0.04%%7 7.50+0.00% - -
G119Y2T - 4.37+0.15°%%9" 2.59+£0.2 5¢mikim 2.08+0.21'™ - -
G120S1 2.50-0. ] 23bcdefgwxyz - 1.60+0.04Wwyz . - -
G120S2 - - - 4.20+0.34Mk  3,07+0.14%%
G120S3 2.93+(0.] [ 3bastuwxyz 1.53+0.16%2 - - - -
G42K2 3.57+0.208kimnopq 4.89+0.22%f 2.68+0.09ehik 2.66+0.04K™ 1 76+0.14&" -
G68K?2 - 3.6140.94 ehikim 5.0040.00? - - -
G68K3 - 4.59+0.34%f0 4.02+0.19¢ 5.10+0.33¢" - -
G69S1 - 5.01+0.32% 3.95+0.25¢ 3.65+0.37mkl - -
G69S2 - 4.36+0.66°57" 4.79+0.13%° 1.93+0.07'™ - -
G70K2 2.73:£0.343bcdefuwxyz 7.24+0.78° 2.69+0.04ehik 4.07+0.13Mk 2 3440.18°
G71K1 1.64+0.05% 1.84:£0.333bstuvwxyz - - - -

LE



Cizelge 4.1. izolatlarin proteaz, lipaz , amilaz, seliilaz, pektinaz ve ksilanaz aktivitesine ait enzimatik indeksleri (devam)

Ortalama + Std. Hata
Mean + Std. Error

(x£S,)

IZOLAT . . . . .
Enzim  PROTEAZ LiPAZ AMILAZ SELULAZ PEKTINAZ  KSIiLiNAZ
G72S1 4.01+0.19%fehy 2.38+0.033bmnoparstuvwxyz 1.25+0.013%2 - - -
G75K1 3.85+0.18efehikl 9.38+0.312 3.80+0.17¢ - - -
G75K2 - - 4.49+0.05° 3.42+0.2644 - -
G79K1 3.284(0.25KImnoparstuv - 2.44-0.041kimno - - -
G79K2 - 1.24+0.02° - - - -
G79K3 3.97+0. ] gdefehik - 1.8940.049rtu - 2.10+0.102 -
G79S1 2.75+0.0330cdeftuvwxyz - - - -
G79Y1 1.85+0.098mk 3.040. | 71kImnoparst 2.25+0.15Kmnopa - _ - -
G79Y2 4.1340.149%fdn 2.67+0.25!mnopgrstuvwxyz 1.67+0.03Wy 33540 121Km 1 63+0.03¢" -
G79Y3 2.80+0. [ 43bcdestivwayz - - - -
G79Y4 4.48+0.220% - 2.95+0.08%efon - - -
G80K1 2.30=0. [ 42bedefehy 4.09-£0.26°ehik 1.40+0.0830wxyz 2.79+0.09KIm -
G80K3 4.03+0.179¢fehy - 3.05+0.139%f - 4.4440.90? -
G80S1 - - 3.80+0.08° 7.27+1.05% - -
G81K1 1.62+0.034% 1.51+0.043%7 - - - -
G81K2 - - 1.21+0.0522 3.57+0.05%! - -
G81Y1 - 2.07+0. 1 42bparstuvwxyz 2.99-+0.06% 5.51+0.58f9" 1.57+0.148™ -
G82K2 - - 2.22+0.08'Mmnopq - - -

8¢



Cizelge 4.1. izolatlarin proteaz, lipaz , amilaz, seliilaz, pektinaz ve ksilanaz aktivitesine ait enzimatik indeksleri (devam)

Ortalama + Std. Hata

Mean =+ Std. Error

(X£Sy)
IZOLAT . . . . ..
Enzim PROTEAZ LiPAZ AMILAZ SELULAZ PEKTINAZ KSIiLINAZ
G82s1 3.34+0.04/KImnopgrstuv 2.75:0.] 5'mnoparstuvwxy - - - -
G82S2 3.310.03/KImnoparstuv 2.62:£0.073mnopqrstuvwxyz 1.51£0.2330uvwxyz 1.91+0.098" -
G82Y1 1.86+0.168k 2.35+0.243bmnoparstivwxyz - - -
G83K1 3.55+0. ] eMikimnopar 2.19-£0.203R0parstuvwxyz 1.37+0.0230%2 - - -
G83S1 1.65+0.041k - - - - -
G83S2 3.05:£0.24"0parstuvwx 2.29-(. ] Abnoparstuvwxyz 1.1340.022° - - -
G83S3 2.85+0.05%cdarstuvwxyz 3 67401 5fghikim 3.91+0.37¢ 4.40+0.108"  2.05+0.05¢" -
G84K1 - 1.49+0.0330%2 2.030.130parst - - -
G84Y1 1.54+0.02/ - - - - -
G85K2 3.49+0.04Mikimnoparst - - - - -
G85K3 2.9440.1 6Rarstuvwxyz 4.32+0.16°M 2.76+0.20°feM - - -
G88K1 3.78+0.06¢ ehikimn 1.90-0. ] ] 3bstuvwxyz - - - 2.88+0.38?
G88K2 - 4.19+0.21¢fehi 2.11+0.09m°pars - 1.27+0.03! 2.04+0.66%°
G88s1 2.22-+0.]Qbedefehiik 5.05+0.83% - - 4.2540.14%
G8sY1 1.95+0.138hik 1.54+0.0620%7 - - - -
G90s1 2.94+0.0g2barstuvwxyz 6.79+2.01° 3.23+0.09¢ 5.02+0.27¢" - -
GooY1 - 3.30-0.238mikimnopar 2.29-+0.20KImnopd - - -
G90Y?2 3.46:£0.1 Shukimnopqrstu 9.80+0.20% 2.14+0.03Mnopd 6.10+0.16°5" 1.73+0.038™ -

6¢



Cizelge 4.1. izolatlarin proteaz, lipaz , amilaz, seliilaz, pektinaz ve ksilanaz aktivitesine ait enzimatik indeksleri (devam)

Ortalama + Std. Hata
Mean + Std. Error

(X£Sy)
}I%ISZLIAMT PROTEAZ LiPAZ AMILAZ SELULAZ PEKTINAZ  KSIiLINAZ
GOkl - 2.0440.05%0arstuvwayz - i ) :
G91S1 2.78+0,003bcdestuvwxyz 2.3120.1 63Pnoparstuvwxyz 2.13+0.13"0par 3.39+0.09Vkm - -
G91S2 - 1.49+0.06%07 - 4.10£0.06Mk - _
G91S3 4.82+0.08" 2.20-0.3630oparstuvwxyz 2.00+0.070Parst 10.83+1.46° 3.32+0.15% -
Go1Y1 - - - - . -
G91Y2 1.74+0.10Mk 1.35+0.022 - - - -
G92S1 2.83+().028bcdearstuvwxyz 1.93-£0,232brstuvwxyz - - . i
G92S2 - - 3.04+0.06" - - ;
Go3YL - : : - 1.67:0.199"
G95S1 - 3.41+0.07&ikimnop 2.77+0.20¢em - 1.67+0.082"
G95Y1 3.70=+£0.75"ehikdmnop 3.43+0. 1 18mklmnop 1.32+0.112792 3.20+0.350km ]
G95Y2 - 2.83+0.24KImnoparstivwx 5 79y, ppdefeh - ; ]
G96Y1 4.33+0.15¢0f 2.97+0.221kImnopgrstuv 2,640, 12kl - - _
G96Y2 - 1.60-+£0.1520W%y2 - - - 1.40+0.15°
G96Y3 2.97+0.07Parstuvwxyz 2.01=£0.073barstuvwxyz 1.37+0.013%7 - - 1.77+0.19%
G99K1 - 3.36+0.18ehikimnopq - 1.54+0.04™ - -
GI99K2 . 1.91:£0.002bstuvwxyz - - - -

0)%



Cizelge 4.1. izolatlarin proteaz, lipaz , amilaz, seliilaz, pektinaz ve ksilanaz aktivitesine ait enzimatik indeksleri (devam)

Ortalama + Std. Hata
Mean =+ Std. Error

(x£S,)
IZOLAT : ; - : —
/ENZIM PROTEAZ LIPAZ AMILAZ SELULAZ PEKTINAZ KSILINAZ
G99K3 1.78£0.0830stuvwxyz k 2.80+0.00KMm .
G99Y1l 2.74:t0'06abcdefuvwxyz 1.69i0'03abtuvwxyz ) i )
G99Y2 1.44+0.042%2 - - -

*Enzim Indeksleri, ilgili testte Slciilen ortalama seffaf zon ¢aplarimin ortalama koloni ¢aplarma orani olarak hesaplannustir. Tiim 8l¢iimler dort tekrarl olarak yapilmustir.

** Farkli harflerle ifade edilen gruplar arasindaki farklilik istatistiki olarak dnemlidir (p<0.05)

Cizelge 4.2. 16S rRNA dizi analizi igin se¢ilmis 20 adet izolatin proteaz, lipaz , amilaz, seliilaz, pektinaz ve ksilanaz aktivitesine ait

enzimindeksleri.

Ortalama + Std. Hata

Mean =+ Std. Error.Error

(X£S,)

IZOLAT/ENZIM PROTEAZ LiPAZ AMILAZ SELULAZ PEKTINAZ KSILINAZ
G91S3 4.82+0.08" 2.20+0.36200Parstvwxyz 5 0+0.07°%P9t  10.83+1.46" 3.32+0.15% -

G90Y2 3.46+0.1 5Miklmnoparstu g 8()-+(0.202 2.14+0.03™°Pd  6.10+0.16° 1.73+0.03&™ -

G90s1 2.94=£0.0830arsuvwxyz 6 7943 (1P 3.23+0.09¢ 5.02+0.27¢" - -

G88s1 2.22:+(). ] obedefehik 5.05+0.83% - - 4.25+0.14% -

G88K1 3.78+0.0 6 ehkimn 1.90+0. 1 13bstuvwxyz - - - 2.88+0.382
G83S3 2.85+0.05cdarstuvwxyz 3 67.4() 1 5fghukim 3.91+0.37¢ 4.40+0.108" 2.05+0.058 -

1%%



Cizelge 4.2. 16S rRNA dizi analizi i¢in se¢ilmis 20 adet izolatin proteaz, lipaz , amilaz, seliilaz, pektinaz ve ksilanaz aktivitesine ait
enzimatik indeksleri(devam)

Ortalama + Std. Hata
Mean =+ Std. Error.Error

(X£S,)

IZOLAT/ENZIM PROTEAZ LiPAZ AMILAZ SELULAZ PEKTINAZ KSILINAZ
G105Y1 7.29+0.712 1.87+0.342bstuvwxyz 3.03+0.29%f 12.75+1.382 3.81+0.3820cd

G105S1 - - - - - -
G100Y1 3.40+0. ] 21kimnoparsty 6 960, 54P 2.18+0.08'MMOPd 7 02+0.46% - -

G80K3 4.03+0.]79¢feny - 3.05+0.13%f - 4.4440.902 -

G70K2 2.73+0.3430cdefuwxyz 7 2440 78P 2.69+0.04%hk 4 07+0.13Mk 2.34+0.18°% -

G42K2 3.57+0.2081kmnopq 4.89+0.220%f 2.68+0.09%k 2 66+0.04/KM 1.76:+0.14& -
G119Y1T - 4.37+0.158%" 1.2940.04229%  7.50+0.00% - -
G118S2T 4.22+0.16°4f9 4.46+0.22%f9 1.69+0.08™WX 3 460,194 - 2.65+0.41%
G117Y1T 3.22:4(0.1 3!mnoparstuvw g 3941 780 2.81£0.01%fEh 2 46+0.12Km - 1.90+0.27%
G116K1T 4.68+0.25" 1.91=£0. ] g3bstuvwxyz - - - -

G114Y1 4.41+0.37°%f 2.71+0.28!Mnoparstuvwxyz 10.00+0.68" 3.78+0.2230¢d

G114S1T 3.78+0. 1 7¢fehikimn - - 9.53+0.64 3.46+0.38"

G113Y3 5.1240.07° 3.15+0. ] 3Miklmnopars 4.70+0.17%° 9.77+0.42°¢ 3.48+0.29° 1.75+0.25%
G107Y2 3.26:£0.09KImnoparstuv— 7 334.() 7P 2.68+0.27%k 4 .954+0.30¢™ - -

[4%

*Enzim Indeksleri, ilgili testte dl¢iilen ortalama seffaf zon caplarmin ortalama koloni ¢aplaria oram olarak hesaplannustir. Tiim dlgiimler dort tekrarl olarak yapilmustir.
** Farkl1 harflerle ifade edilen gruplar arasindaki farklilik istatistiki olarak 6nemlidir (p<0.05)
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4.5. Secilen Izolatlarin Molekiiler Tanilanmasi

27f (5°-AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3’) ve 1492r (5’- TAC GGT TAC
CTT GTT ACG ACT T-3’) evrensel primer ¢ifti kullanilarak ¢ogaltilan, 20 adet izolata
ait, yaklasik 1500 bp biiyiikliigiindeki 16S rRNA gen bolgeleri Sekil 4.3, 4.4 ve 4.5°de

verilmigtir.

1500 bp

Sekil 4.3. Segilen izolatlardan bazilarina ait, PZR ile ¢ogaltilmis 16S rRNA gen bolgeleri
(1- Negatif, 2- G90S1, 3- G107Y2, 4- G90Y2, 5- G113Y3, 6- Ladder).

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

1500 bp

Sekil 4.4. Segilen izolatlardan bazilarina ait, PZR ile ¢ogaltilmis 16S rRNA gen bolgeleri
(1-Ladder, 2- Negatif, 3- G100Y1, 4- G118S2T, 5- G70K2, 6- G80K3, 7- G105Y1, 8-
G114Y1, 9- G83S3, 10- G42K2, 11- G105S1, 12- G117Y1T).
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1500 bp

Sekil 4.5. Segilen izolatlardan bazilarina ait, PZR ile ¢ogaltilmis 16S rRNA gen bolgeleri
(1-Ladder, 2- Negatif, 3- G116K1T, 4- G91S3, 5- G88S1, 6- G88K1, 7- G119Y1T, 8-
G114S1T).

4.6. Dizi Analizi Sonuclar:

Dizileme sonucunda, 17 izolatin kismi 16S rRNA dizilemesi basarili bir sekilde
elde edilmis, 3 adet izolatin dizileme islemi sonug¢suz kalmistir. Elde edilen diziler
“https://www.ezbiocloud.net/” adli internet sayfasinda bulunan veri tabam ile
karsilagtirilmis ve Ezbicloud GenBank sistemine girisleri yapilarak “SRA accession”

erisim numaralar1 alinmistir (Cizelge 4.3).



Cizelge 4.3. EzBioCloud veri tabani kullanilarak yapilan dizi analizi sonuglarina gore izolatlarin tanisi ve GenBank erisim numaralari

L. Tasks Name

Do nooDoopoBooBonon

>G119Y1T

>G11882T

*GIIVIT

>G116KIT

>G113Y3

>G107Y2

>G105Y1

>G10581

>G100Y1

>G90Y2

>G90S1

>G88s1

>G8BK1

>G83s83

>GE0K3

>G70K2

>G42K2

Top-hit taxon

Bacillus toyonensis

Pseudomonas congelans

Streptococcus thermophius

Micrococcus luteus

Bacillus halotolerans

Curtobacterium flaccumfaciens

Bacillus subtilis subsp. inaguosorum
Bacillus idriensis
Paenibacillus nurzki

Paenibacillus tundrae

Curtobacterium flaccumfaciens

No hits found

Pseudomonas onentalis

Paenibacillus secdonensis
Paenibacillus xylanexedens

Paenibacillus xylanexedens

Chrysecbacterium luteum

Top-hit strain

BCT-7112

DSM 14939

ATCC 19258

NCTC 2665

ATCC 25096

LMG 3645

KCTC 13429
SMC 4352-2
TI45-13zr

Al0b

LMG 3645

CFML 96-170

DSM 18603

Similarity (%)

100.00

100.00

90.93

100.00

99.80

99.80

o
=)
b
I

Top-hit taxonomy
Bacteria;Firmicutes;Bacilli;Baciliales:Bacilaceze Bacillus

Bacteria;Proteobactena.Gammaprotecbacteria,Psevdomonadales Pseudomon
adaceaePseudomonas

Bacteria:Firmicutes,BacilliLactobacilales Streptococcaceas Streptococcus

Bacteria;Actnobactena;Actinobacteria_c;MicrococcalesMicrococcaceae Micro
coccus

BacteriaFirmicutes,BacilliBacillalesBacillaceas Bacillus

BactenaActinobactena;Actinobacteria_c;Micrococcales;Microbacteriaceae;Cur
tobacterium

Bacteria;Firmicutes;BacilliBacillalesBacillaceae;Bacillus Bacdlus subtilis
Bacteria;Firmicutes;BacilliBacillales:Bacillaceas Bacillus
Bacteria;Firmicutes;BacilliBaciliales Paenibacilaceze;Paenibacillus
Bacteria;Firmicutes,BacilliBacillales:PaenibacillacezePasnibacillus

Bacteria;Actinobactena Actinobacteria_cMicrococczles;Microbacteriaceae;Cur
tobacterium

Bacteria;Proteobactena;Gammaproteobacteria;Psevdomonadales;Pseudomon
adaceas;Pseudomonas

Bacteria;Firmicutes;Bacilfi;Bacillales;Paenibacillaceze;Paenibaciflus
Bacteria;Firmicutes;BacilliBacillales;Paenibacillaceae;Paenibacilius
Bacteria;Firmicutes;BacilliBacillales;PaenibaciflacezePaenibacillus

Bacteria:Bacteroidetes FlavobacteriiaFlavobacteniales Flavobacterizceae Chrys
eobacterium

Completeness (%)

701

100.0

100.0

100.0

100.0

100.0

845

100.0

100.0

100.0

(5]

B9.2

100.0

100.0

100.0

514
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Veri taban1 kullanilarak yapilan karsilastirmali veri analiz sonucunda, 17 adet
izolata ait 16S rRNA gen bolgesi 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.
(GI119Y1T, G105S1, G113Y3, G105Y1) cinslerine ait sonug¢ vermistir. Izolatlar
icerisinde GBOK3 ve G70K2 izolatlarina ait dizi analizleri Paenibacillus xylanexedens
susu ile maksimum benzerlik gostererek ortiismiislerdir. Ayni1 sekilde G107Y2 ve G90S1
izolatlarina ait dizi analizleri de Curtobacterium flaccumfaciens sonucunu vermislerdir.
G88S1 izolatina ait dizi ise 16s veri tabaninda hicbir eslesme gdstermedigi i¢in hatali
dizileme olarak degerlendirilmistir. Ayrica Streptococcus thermophilus ile %90.93
benzerlik orani ile ortiisen G117Y 1T izolat1 potansiyel yeni tiir olarak degerlendirilmistir
(Sekil 4.6). Tanmimlamasi yapilan 16 adet izolatin koloni fotograflar1 Sekil 4.7°de

verilmistir.

go/eg Streptococcus pseudopneumoniae] ATCC BAA-960|AICS01000067

" Streptococcus mitis|NCTC 12261JAEDX01000011

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

Streptococcus infantis| ATCC 700779|GL732443

81/94  Streptococcus australis] ATCC 700641|GL636092

Streptococcus rubneri|lLMG 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

Streptococcus porcorum|682-03|FN643224 Streptococcus

alactolyticus|ATCC 43077|AF201899

Streptococcus equinus|ATCC 9812|GL698435

Streptococcus loxodontisalivarius|NUM 6304|AB828326

9 Streptococcus saliviloxodontae|NUM 6306/AB828327
TO07100 l Streptococcus vestibularis| ATCC 49124|GL831116

Streptococcus salivarius subsp. salivariusNCTC 8618|CP009913

100/100
Streptococcus theymophilus|ATCC 19258|AY188354

G117Y1T
8019 5Curtobacterium citreum|DSM 20528|X77436
Curtobacterium albidum|DSM 20512|AM042692
Curtobakterium oceanosedimentum|ATCC 31317|EF592577
100/96 _____ Diaminobutyricibacter tongyongensis|KIS66-7|IX876865

Planctomonas deserti|13S1-3|MH287062 Curtobacterium
72/: ammoniigenes|NBRC 101786|BCSV01000013
IlZ/— Curtobacterium luteum|DSM 20542|X77437

100/100 Curtobacterium pusillum|DSM 20527|AJ784400
Curtobacterium flaccumfaciens|LMG 3645|AJ312209
Curtobacterium herbarum|P 420/07|AJ310413

Sekil 4.6. G117Y1T izolatinin 16S rRNA gen bdlgesine gore olusturulmus filogenetik
agagc.
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G119Y1T G118S2T G105S1

G107Y?2

G116K1T G113Y3 G83S3

!0]

G117Y1T G105Y1 G100Y1

\

G42K2

Sekil 4.7. Dizi sonuglar1 alinmig izolatlarin mikroskop altindaki koloni goriiniimleri.
(Gortintiiler 10X biiyilitme altinda boyama yapilmaksizin alinmustir).






5. TARTISMA VE SONUC

Calismamiz Van Golii havzasinin belirli bolgelerinden toplanmis cesitli kiiltiir ve
yabani tahil bitkilerinden izolasyonu gerceklestirilen endofit bakteri izolatlarinin
biyoteknolojik dneme sahip ekstraseliiler enzimler agisindan karakterizasyonuna yonelik
yapilmis ilk ¢aligmadir.

Endofitik bakteriler, yaygin olarak bitki biiylimesini tesvikeden rizobakteri
(PGPR) olarak adlandirilan rizosferik bakterilerin dogal iiyesidir. Bunlar aslinda bitki
konakgisinin i¢sel dokularinda yasayabilme yetenegini kazanmis uzmanlasmis bir
rizobakteri grubudur (Reinhold-Hurek ve Hurek, 1998). Dolayisiyla, endofitik bakteriler
ylizeyi sterilize edilmis bitki dokularindan izole edilen ve konakg1 bitkilerine belirgin bir
sekilde zarar vermeyen bakteriler olarak tanimlanmaktadir (Santoyo ve ark., 2016).
Yeryliziinde var olan yaklagik 300.000 bitki tiirlinlin bir veya daha fazla endofite ev
sahipligi yaptig1 diistiniilmektedir (Ryan ve ark., 2008). Bu endofitler hem fungus hem
de bakteri olabilir (Reinhold-Hurek ve Hurek, 2011).

Literatiirde, endofitik bakteriler farkl tipteki bitki konakg¢ilarindan izole edilmis
ve karakterize edilmistir. Bunlar arasinda tarim bitkileri, ¢cayir bitkileri, agir1 ortamlarda
yetisen bitkiler ve yabani ve ¢ok yillik bitkiler bulunur (Afzal ve ark., 2019). Endofitik
bakteriler kokler, saplar, yapraklar, tohumlar, meyveler, yumru kokler, oviiller ve
nodiiller dahil olmak {izere yerin altinda ve iistiinde bulunan farkli bitki kisimlarindan
izole edilmistir (Senthilkumar ve ark., 2011). Endofitik bakteriler i¢in uygulanan
izolasyon prosediirii, endofit arastirmalari i¢in anahtar rol oynamaktadir. Endofit
bakterilerin izolasyonunda yiizey seterilizasyonu ¢ok Onem tasimaktadir. Endofitik
bakterilerin izolasyonu i¢in en yaygin yontemlerden birisi triturasyon yontemidir. Bu
stire¢ sodyum hipoklorit ve etanol de dahil olmak {izere farkli dezenfektanlar kullanarak
yapilmaktadir (Gardner ve ark., 1982; Fisher ve ark., 1992; Hinton ve Bacon, 1995).

Literatiirde endofit bakterilerin ekstraseliller enzim {iretme potansiyellerine
yonelik ¢alismalar mevcuttur. Carrim ve ark. (2006), yaptiklari ¢calismada bir medikal
bitki olan Jacaranda decurrens’in siirgiin ve yapraklarindan endofit bakteri izolasyonu
gerceklestirmis ve bu izolatlarda proteaz, amilaz, lipaz ve esteraz ekstraseliiler enzim

iretimini incelemiglerdir. Elde ettikleri izolatlarin 16S rRNA dizilemeleri agirlikli olarak
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Bacillus sp. cinsine ait suslar1 tanimlarken Pseudomonas sp., Corynebacterium sp. ve
Actinomyces sp. cinslerinin varligin1 da ortaya koymustur. Ayirtedici kati besiyerleri
kullanarak yaptiklari enzim taramalar1 sonucunda izolatlarin %60°nin proteaz, %60’ nin
amilaz, %40’ nin lipaz ve %40’nin esteraz aktivitesine sahip oldugu belirlenmistir. Bir
bagka ¢aligmada Cho ve ark. (2007), Kore’nin {i¢ farkli bolgesinden topladiklari Ginseng
bitkisinin koklerinden 63 endofitik bakteri izolat1 elde etmis ve bu izolatlar i¢inden 13
farkli cins tamimlanmistir. Bu cinsler arasinda Microbacterium sp., Bacillus sp.,
Paenibacillus sp., Pseudomonas sp., Pseudoclavibacter sp., Erwinia sp., Pectobacterium
sp. gibi cinsler bulunmaktadir. Bu bakteriler proteaz, seliilaz, ksilanaz ve pektinaz
enzimleri i¢in ayirtedici kati besiyerlerinde test edilmislerdir. Pozitif enzim aktivite
sonuclar cesitlilik gosterse de, proteaz aktivitesi gosteren sus sayisi digerlerine kiyasla
daha fazla gézlemlenmistir. Calismamizda ise lipaz enzim aktivitesi gosteren sus
sayisinin daha fazla oldugu belirlenmis ve sirasiyla bunu proteaz, amilaz, seliilaz,
pektinaz ve ksilanaz enzim aktivitelerinin takip etttigi gézlemlenmistir. Ayni ¢alismada
endofit bakterilerin antifungal 6zellikleri basarili bir sekilde ortaya konmustur. Endofit
bakteri izolatlarmin ekstraseliiler enzim iiretimi ile ilgili yapilan bir diger ¢alismada,
bakteri ve fungus izolasyonu ig¢in ¢esitli medikal bitkilerin kok, siirgiin ve yaprak
kisimlar1 kullanilmistir. Elde edilen izolatlar amilaz, proteaz, esteraz, lipaz, seliilaz ve
asparaginaz enzimleri agisindan taranmislardir. Yaptiklart denemelerde endofitik
bakterilerin endofitik funguslara gore daha fazla enzim {iretme potansiyelleri oldugunu
gostermislerdir (Jalgaonwalave ve Mohajan, 2011). Bu calismada izolatlarin molekiiler
tanimlamasi yapilmamugtir.

Tez ¢alismamizda elde ettigimiz, gerek izolatlarimizin filogenetik kimlikleri
(Cizelge 4.3) gerekse enzim sonuglari (Sekil 4.2) tek tek her bir ¢alisma ile olmasa da,
genel profil olarak literatiir verileri ile tutarlilik géstermektedir. Molekiiler tanimlamasini
basar1 ile yaptigimiz 16 adet izolat Firmucutes (Bacillus sp., Paenibacillus sp.),
Proteobacteria (Pseudomonas sp.), Actinobacteria (Micrococcus sp., Curtobacterium
sp.) ve Bacteroidetes (Chryseobacterium sp.) dort ana subesi i¢inde gruplanmislardir. Bu
sonuglar sadece yukarida belirli sayida ornekleri verilen ekstraseliiler enzim amaglh
endofit bakteri ¢alismalar1 ile degil asagida orneklerini verecegimiz baska amaclar

dogrultusunda yapilmis diger endofit ¢alismalarinin sonugclari ile de ortiismektedir.
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Tahil bitkilerini (bugday, arpa vs.) endofit bakteri izolasyonlar: i¢in kullanan
calismalar da mevcuttur. Chavez ve ark. (2019), misir ve bugday bitkilerinin kok
kisimlarindan toplam 136 adet endofit bakteri izolat1 elde etmisler ve bu izolatlar1 IAA
(Indole-3-acetic acid) tretim ve PSI (Phosphorus solubilization index) kapasiteleri
yoniinden incelemislerdir. Kayda deger sonuglar aldiklar1 41 izolatin 16S rRNA
tanimlamalari, bu bakterileri Proteobacteria (Pseudomonas sp., Acinetobacter sp.,
Burkholderia sp. vs.) ve Firmicutes (Bacillus sp., Brevibacillus sp.,) subeleri altinda
guruplandirmistir.

Antimikrobiyal ve antioksidant 6zelliklerini arastirma amagli, Aloe vera bitkisinin
kok, siirglin  ve yapraklarindan izole edilen endofit bakterilerin molekiiler
karakterizasyonu 13 cinse ait veriler ortaya koymustur. Bu cinsler arasinda Bacillus sp.
(%20.7), Pseudomonas sp. (%20.7) ve Enterobacter sp. (%13.8) one ¢ikmustir
(Akinsanya ve ark., 2015). Lilley ve ark. (1996), seker kamisindan izole ettikleri endofit
bakterilerden 23 farkli cins teshis etmislerdir. Germida ve ark. (1998), 220 endofit bakteri
izolat1 igerisinden 18 farkli cins teshis etmislerdir.

Yukarida verilen ve sayilari daha da arttirilabilecek ¢alismalarda da gosterildigi
gibi, pek c¢ok arastirmaci farkli bolgelerden, farkli bitkilerden, farkli sayida ve farkli
cinslere ait endofit bakteri suslar1 tanimlamislardir. Hatta ayn1 bitkinin farkli bolgelerdeki
topraklardan alinan ornekleri sahip olduklar1 endofit bakteriler acisindan farklilik
gosterebilmektedir (Cho ve ark., 2007). Bu veriler endofit ¢esitliliginin farkli bolgeler,
farkli bitkiler hatta izolasyon yapilan farkli bitki dokularina gore degisiklik gosterdigini
ortaya koymaktadir (Akinsanya ve ark., 2015).

Bu tez caligmasi her ne kadar biyoteknolojik perspektif dogrultusunda yapilsa da,
ekstraseliiler enzimlerin varligi endofit bakteri-bitki konakgisi iligkisi agisindan da
degerlendirilmeli ve tartisiimalidir. Ornegin, Al-Mallah ve ark. (1987), bitki hiicre
duvarin1 yikan enzimlerin (seliillaz, pektoliyaz) Rhizobium loti’nin azot tutucu nodiil
olusturmasinda etkili oldugunu gostermistir. Baska bir calismada farkli oranlarda seliilaz
ve pektinaz enzimlerinin endofitik diazotrof (azot fiksasyonu yapabilen) bakterilerin
bitki hiicreleri aras1 kolonizasyonunda 6nemli bir yere sahip olabilecegi bildirilmistir
(Verma ve ark., 2001). Hiicre duvarim1 yikan enzimlerin bitki patojeni bakteriler
tarafindan da sentezlendigi diisliniildiiglinde bu enzimlerin her iki gurup igerisindeki

ekspresyonlar1 ve regiilasyonlar1 hakkinda daha fazla bilgiye sahip olmak bu iki bakteri
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grubunu anlamak ve ayirt edebilmek i¢in ¢ok dnemli olabilir. Ancak tiim bakterilerin bu
enzimleri tiretemedigi diisiiniildiigiinde, bu bakterilerin bitki dokusu i¢ kisimlarina bagka
mekanizmalar kullanarak girdikleri diisiiniilebilir.

G117Y1T izolat1 disinda tiim izolatlarimizin 16S rRNA dizileme sonuglar1 %99-
100 benzerlik oranlar1 vermektedir (Cizelge 4.3). 16S rRNA gen sekanslari tek basina
yeni bir tiirii tanimlamaya yetmeyebilir, ancak yeni bir tiiriin izole edildigine dair ilk ve
giiclii bir indikatordiir (Tindall ve ark., 2010). 16S rRNA gen dizisi benzerlik orani esigi,
DNA-DNA Hibridizasyonuna (DDH) alternatif olarak bakteri siniflandirmasinda yaygin
olarak kullanilmaktadir. 1994 yilinda Stackebrandt ve Goebel, iki susun ayni tiire ait
olmadigint dogrulamak i¢in %97 16S rRNA gen dizisi benzerlik esigini Oonermistir.
%97'den daha az 16S rRNA gen dizisi benzerligi paylasan iki susun ayni tiiriin liyeleri
olmadigina dair belgelenmis kanitlar vardir (Collins ve ark., 1991; Amann ve ark., 1992;
Fox ve ark., 1992; Stackebrandt ve Goebel, 1994). Daha sonraki yillarda 380 ¢ift susun
karsilastirilmasina dayanarak, Stackebrandt ve Ebers (2006), Stackebrandt ve Goebel
tarafindan Onerilen % 97 orijinallik degerinden daha yiiksek bir esik olan % 98.7 16S
rRNA gen dizisi benzerlik oranini 6nermistir. Daha yakin bir zamanda, 571 ¢ift sus
kullanilarak yapilan ¢aligma sonucunda benzer bir esik araligi (% 98.2-99.0) onerilmistir
(Meier-Kolthoff ve ark., 2013b). Kim ve ark. (2014) yaptiklari ¢alismada genom ve 16S
rRNA gen dizisi benzerlikleri arasinda bir milyondan fazla karsilagtirma yapmisglardir. Bu
calismada, iki kath capraz validasyon istatistiksel testi kullanilarak, onceki Oneriler
(9%98.2-99.0) ile benzer bir sonugla, iki tiiriin ayirt edilmesinin esigi olarak %98.65 16S
rRNA gen dizisi benzerlik oraninin kullanilabilecegini gosterilmistir. G117Y1T kod
numarali izolatimizin verdigi %90.93 benzerlik oraninin yukaridaki tim esiklerin ¢ok
altinda oldugu bir gergektir. Bu oran bu izolatin farkl bir tiir olarak degerlendirilmesine
yonelik giiglii bir indikatordiir. Ancak DNA-DNA hibridizasyonu, tim genom
sekanslamasi, fenotipik karakterizasyonlar (morfoloji, fizyoloji, biyokimya vs.), hiicresel
yapisal elementlerin kimyasal karakterizasyonu (hiicre duvari peptidoglikani, teikoik
asitler, mikolik asitler, vb., hiicre zar1 yag asitleri, polar lipitler, pigmentler, vb. veya
poliaminler gibi sitoplazmanin bilesenleri) gibi calismalar ek olarak yapilmalidir (Tindall
ve ark., 2010). G117YI1T izolati pektinaz haricinde tiim enzimler yoniinden pozitif

sonuglar vermistir.
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16S rRNA dizileme sonuglarimizin veri tabani ile karsilastirilmasi, Paenibacillus
cinsine ait 5 adet izolatimizin oldugunu gdstermistir (G100Y 1, G90Y2, G80K3, G70K2,
G83S3). %99.25 benzerlik orani ile Paenibacillus nuruki susu ile benzesen G100Y1
proteaz, amilaz, lipaz ve seliilaz enzim testlerinde pozitif sonuglar vermis, yiiksek seliilaz
ve lipaz indeks degerleriyle dikkat ¢ekmistir. % 99.84 benzerlik orani ile Paenibacillus
tundrae susu ile benzesen G90Y2 izolat1 ise ksilanaz enzimi disindaki tiim enzimleri
tiretmis ve yiiksek seliilaz ve lipaz indeks degeri gostermistir (Cizelge 4.2). Yine ksilanaz
disindaki tiim enzimler i¢in pozitif sonu¢ veren G83S3 izolati %99.23 oram ile
Paenibacillus seodonensis ile ortiismiistiir. Burada ilging olan %100 benzerlik orani ile
Paenibacillus xylanexedans susu ile ortiisen G80K3 ve G70K2 kodlu izolatlarimizdir. Bu
izolatlarimiza ait 1503 baz ciftinin timii dizilenmis ve sonug elde edilmistir. Ancak
cizelge 4.2 incelendiginde 16S rRNA dizilemesine gore ayni sus gibi goriinen bu iki
izolatin enzim iiretme profilleri birbirinden son derece farklidir ve tartismaya agiktir. Bu
iki izolatin aynu tiiriin farklr alt tiirleri olmasi akla gelen ilk olasiliktir. Tabi bir diger ve
en basit agiklama da laboratuvarimizda ya da dizileme sirasinda yapilan deneysel
hatalardan kaynaklanan basit bir kontaminasyon oldugudur. Dolayisi ile 16S rRNA gen
bolgesinin “proofreading” 6zelligi daha giiglii, 6zel bir enzim ile ¢ogaltilarak, dizileme
caligmasinin tekrarlanmasi ve daha Once bahsi gecen diger molekiiler tanimlama
testlerinden bazilariin yapilmasi gerekmektedir.

Penibacillus, 1993 yilinda Bacillus cinsinden flogenetik olarak ayrilmis, ancak
gelecekte daha fazla alt boliime girmesi muhtemel olan bir cinstir. Birgok tiirii bitkilerde
besin alimin1 tesvik eden, fitopatojenlerin gogalmasini kontrol edebilen ve fitohormonlar
tiretebilen suglara sahip, iy1 bilinen bitki biiylimesi detekg¢ileridir. Tarimsal uygulamalara
ek olarak Paenibacillus tip ve biyoremidasyon alaninda, bazilar1 halihazirda ticarilesmis
olan antimikrobiyaller, enzimler ve ekzopolisakkaritler iiretir. Ancak bu cinsin tim
tiyeleri faydali degildir. Baz: tiirleri bal aris1 hastaliklari, besin zehirlenmeleri ve firsatci
insan hastaliklarina sebep olmaktadir (Grady ve ark., 2016).

G119Y1T, G113Y3, G105Y1 ve G105S1 izolatlar1 siras1 ile Bacillus toyonensis
(%100 benzerlik oran1), Bacillus halotolarens (%99.93 benzerlik orani), Bacillus subtilis
sbp. inaquosorum (%99.92 benzerlik oran1) ve Bacillus idriensis (%99.58) ile
ortiismiislerdir. G119Y 1T izolat1 lipaz, amilaz ve yliksek seliilaz aktivitesi gostermistir.

G113Y3 test edilen alt1 enzim i¢in de pozitif sonug vermis, 6zellikle hayli yiiksek seliilaz
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aktivitesi dikkat ¢ekmistir. G105Y1 ksilanaz disindaki tiim enzimler i¢in pozitif sonug
vermis, yliksek proteaz ve selillaz enzim indeksi gostermistir. Dizileme igin seg¢mis
oldugumuz izolatlar i¢inde bu enzimlerin hig birini liretmeyen tek izolatimiz olan G105S1
de Bacillus cinsine ait sonug¢ vermistir (Cizelge 4.2). Bacillus sp., cinsi Gram +, diisiik
G+C igerigine sahip, ¢ubuk sekilli, endospor olusturma yetisine sahip aerob ya da
fakiiltatif anaeroblardir. Bacillus sp. cinsleri toprak, alkali ortamlar, hidrotermal
menfezler, bocek bagirsagi gibi ¢ok c¢esitli ortamlarda bulunabilirler. Cok cesitli
ortamlardaki varliklar1 genis ve ¢ok yoOnlii metabolik yeteneklerini yansitir ve bu
Ozellikleri onlar1 endiistriyel uygulamalar i¢in yliksek potansiyellere sahip, ¢ok dnemli
mikroorganizmalar haline getirir. Bu cinse ait, gida, ilag, ¢cevre ve tarim enddistrileri i¢in
cok dnemli metabolitler sentezleyen, ekonomik degeri olan pek ¢ok tiir vardir ( Schallmey
ve ark., 2004; Vary ve ark., 2007; Pérez-Garcia ve ark., 2011; Yamashiro ve ark., 2011).
Omegin bir calismada aromatik hidrokarbonlarin parcalanmasindan sorumlu anahtar
enzimleri ireterek farkli petrol tiirevlerini par¢alayan Bacillus sp. suslari izole edilip,
karakterizasyonlar1 yapilmistir (da Cunha ve ark., 2006).

%100 benzerlik oran1 ile Pseudomonas congelans ile eslesen G118S2T pektinaz
disindaki enzim testlerinde pozitif sonug vermistir. %99.62 ile Pseudomonas orientalis
sonucunu veren G88K1 proteaz, lipaz ve ksilanaz enzimlerini iiretme potanssiyelini
gostermistir. Tiim izolatlar g6z 6niline alindiginda, sayica en az pozitif sonug¢ ksilanaz
enzim aktivisinde ¢ikmustir (Sekil 4.2). Bu nedenden 6tiirii bu iki izolat ksilanaz enzim
tireticileri olarak degerlidir. Pseudomonas cinsi iiyeleri ¢ok fazla metabolik ¢esitlilik
gosteren ve sonug olarak cok ¢esitli yasam alanlarii kolonize edebilen Gram negatif,
“Proteobacteria” subesine ait bakterilerdir (Madigan, 2005). Biyoteknolojik
uygulamalara sahip, olduk¢a dnemli bir bakteri cinsidir. Ornegin biyokontrol amagl
kullanilan bazi1 floresan Pseudomonas suslar1 fungal patojenlerin biiylimesini inhibe eden
ve hastaligi baskilayici ekstraseliiler sekonder metabolitler iiretir (Haas ve Defago,
2005).Ayrica bu cinsin bazi iiyelerinin biyoremidasyon amacli kullanilabilecegi ¢esitli
calismalarda gosterilmistir (Yen ve ark., 1991; Luque-Almagro ve ark., 2005).

Calismamizda dizileme sonuclarina gore “Actinobacteria” subesine ait
izolatlarimizdan biri %99.58 ile Micrococcus luteus ile eslesen G116KI1T olmustur. Bu
izolat yiiksek proteaz aktivitesi ile birlikte lipaz aktivitesi gostermistir (Cizelge 4.2).

Mikrokoklar Gram +, spor iiretmeyen, hareketsiz, kiiresel hiicre sekline sahip
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bakterilerdir Bu bakteriler su ve toprak dahil olmak {izere ¢ok c¢esitli ortamlarda
bulunabilirler (Letnik ve ark., 2016). Actinobacteria subesinin diger pek ¢ok temsilcisi
gibi piridin, herbisit, klorlu bifenoller ve yag asitleri gibi olagandis1 substratlar
metabolize etme kabiliyetleri agisindan ¢ok yonliidiirler (Sims ve O’Loughlin, 1992;
Doddamani ve Ninnekar, 2001).

Actinobacteria subesine ait diger izolatlarimiz %100 benzerlik orani ile
Curtobacterium flaccumfaciens ile eslesen G107Y2 ve G90S1 bakterileridir. Her iki
izolatta proteaz, yiiksek lipaz, amilaz ve seliilaz aktiviteleri sergilemislerdir. Lipaz ve
seliilaz enzim indeksleri arasinda istatistik olarak énemli fark olmamasi, diger iki enzim
arasinda istatistiksel olarak 6nemli olsa da, sayisal degerlerin birbirlerine yakin olmasi bu
iki izolatin ayni sus olabilecegi olasiligini arttirmaktadir. Ancak yine de farkli alt tiirler
olabilecegi de unutulmamali, G8OK3 ve G70K2 izolatlarinin ileri karakterizasyonu i¢in
yapilmasi gereken, daha oOnce belirttigimiz teknikler bu izolatlar i¢in de gecerlidir.
Curtobacterium cinsine ait endofit bakteriler kirmizi yonca, piring ve patates dahil pek
cok bitkiden izole edilmistir (Sturz ve Matheson, 1996; Elbeltagy ve ark., 2000; Lacava
ve ark., 2007). Lacava ve ark. (2007), yaptiklar1 calismada narenciye (citrus) bitkilerinden
daha once izolasyonunu gerceklestirdikleri Curtobacterium flaccumfaciens endofitik
susunun Xylella fastidosa sub sp. pauca patojenik bakterisinin sebep oldugu bir portakal
hastalig1 olan turunggilde alacali kloroz (citrus variegated chlorisis = CVC) hastaliginin
semptomlarini azalttigin1 gostermislerdir.

Bacteroidetes subesine ait tek izolattmiz %99.44 benzerlik orani ile
Chryseobacterium luteum’u gosteren G42K2 kodlu bakteridir. Ksilanaz disinda tim
enzim aktivitelerini gostermistir. Bu cins Gram negatif, ¢ubuk seklinde, flexirubin tipi
pigment iiretmesi nedeniyle sari-turuncu koloniler olusturan bakterilerdir ki bu olusum
izolatimizin olusturdugu koloni rengi ile tutarlidir. Chryseobacterium sp., cinsi tath su
kaynaklari, toprak, deniz baliklar1 ve insan konaklari dahil olmak {izere g¢esitli
habitatlardan 100’den fazla tiir igerir (Matu ve ark., 2019). 2018 yilinda yayinlanan bir
caligmada sebze dokiimii atik topragindan izole edilen ve tanimlanan Chryseobacterium
indologens susunun gosterdigi pektinaz enzim aktivitesinin meyve suyu berraklastirma
islemi icin potansiyel tasidigr gosterilmistir (Roy ve ark., 2018). Enzim indeks
sonuclarimiz G42K2 izolatinin da pektinaz aktivitesine sahip oldugunu gostermektedir

(Cizelge 4.2). Biyoteknolojik uygulamalar ile ilgili yapilan bir baska ¢calismada dogal ve
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yapay soguk ortamlardan izolasyonu ve tanimlamasi yapilan Chryseobacterium sp.,
suslarinda soguk-aktif proteaz enzimi taranmistir (Mageswari ve ark., 2017). Bu
calismada soguk-aktif proteaz enzim aktivitesine sahip, ileriye doniik endiistriyel alanda
kullanim potansiyeli olan yeni bir sus kesfedilmistir. Calismada, Chryseobacterium sp.
IMDY adi verilen bakteri izolatinin biiyiime sicakligi 28 °C olarak belirlenmistir.
Izolatlarimizin  optimum biiyiime sicaklimin da bu sicakhiga yakin oldugu
diisiintildiiglinde, gelecekte benzer bir calismanin bu izolat ile yapilabilirligini ortaya
¢cikmaktadir.

Tez calismasindan elde edilen sonuglar asagida maddeler halinde verilmistir.

1) Daha 6nce Van ilinin ¢esitli bolgelerinden toplanmig kiiltiir ve yabanil tahil
bitkilerinin saglikli kok, yaprak ve govde kisimlarindan izolasyonu yapilarak elde edilen
bakteri izolatlarindan 128 adeti Van Yiiziincii Y1l Universitesi, Bitki Koruma Boliimii
Bakteriyoloji laboratuvarindan temin edilmistir. Oncelikle bu izolatlar endiistriyel dneme
sahip proteaz, amilaz, lipaz, seliilaz, pektinaz ve ksilanaz enzim iiretim yeteneklerini test
etmek i¢in ayirt edici kat1 besiyerleri kullanilarak taranmistir. Yapilan bu nitel tarama
testleri sonucunda, test edilen 128 susdan 84'iniin proteaz, 41'nin seliilaz, 28'inin
pektinaz, 95'inin lipaz, 10'unun ksilanaz, 71'ininde lipaz trettigi tespit edilmistir.
[zolatlarin icerisinde 6 enzimi iireten 1, 5 enzimi iireten 8, 4 enzimi iireten 16, 3 enzimi
iireten 37, 2 enzimi iireten 41, 1 enzimi iireten 19 ve hi¢ enzim iiretmeyen 8 tane sus
oldugu belirlenmistir.

2) Hesaplanan enzim indeksleri (El) degerlerine gore segilen en basarili 19 izolat
ile bu enzimlerden hig birini tiretmeyen 1 izolat, 16S rRNA gen bolgesi dizileme yontemi
ile molekiiler tanimlamaya tabi tutulmustur. 20 adet izolata ait ilgili gen bolgelerinden 17
adeti basaril1 bir sekilde okunmus, 3 adet dizileme sonugsuz kalmstir.

3) Veri taban1 kullanilarak yapilan karsilagtirmali veri analiz sonucunda, 17 adet
izolata ait 16S rRNA gen bolgesi 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 sonu¢ vermistir.

4) G117Y1T izolat1 disinda tiim izolatlarimizin 16S rRNA dizileme sonuglari

%99-100 benzerlik oranlart vermistir. GI117Y1T kod numarali izolatimizin verdigi
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%90.93 benzerlik orani, bu izolatin farkli bir tiir olarak degerlendirilmesine yonelik giiclii
bir indikator olarak sonuglarimiz igerisinde yer almistir.

Bu calismada, nitel olarak tretimleri ortaya konan enzimlerden bazilarin
saflagtirilarak, aktivitelerinin ve stabilitelerinin farkli sicakliklar ve pH degerleri gibi
fiziksek kosullarda nicel olarak ortaya konmast bu ¢aligmanin devami olarak ayrica
yapilacaklar arasindadir. Endofit bakteriler yiiksek tiir gesitliligi ve farkli ortamlara
adaptasyonlari, farmasétik veya tarimsal uygulamalar gibi pek ¢ok alan i¢in zengin enzim
ve yeni ikincil metabolitler kaynag: olarak kabul edilirler. Bu nedenle, endofit bakteri
izolatlarmin sadece ekstraseliiler enzimler agisindan degil, belirlenen ve endiistriyel
olarak 6nem tasiyan bazi sekonder metabolitler agisindan da arastirilmasi ileriye doniik

planlar arasindadir.






KAYNAKLAR

Adrio, J. L., Demain, A. L., 2014. Microbial enzymes: tools for biotechnological
processes. Biomolecules, 4: 117-139.

Afzal, 1., Shinwari, Z. K., Sikandar, S., Shahzad, S. 2019. Plant beneficial endophytic
bacteria: Mechanisms, diversity, host range and genetic
determinants. Microbiological Research, 221: 36-49.

Akinsanya, M. A., Goh, J. K., Lim, S. P, Ting, A. S. Y., 2015. Diversity, antimicrobial
and antioxidant activities of culturable bacterial endophyte communities in Aloe
vera. FEMS Microbiology Letters, 362(23): fnv184.

Al-Mallah, M. K., Davey, M. R., Cocking, E. C. 1987. Enzymatic treatment of clover
root hairs removes a barrier to Rhizobium host specificity. Biotechnology, 5(12):
1319-1322.

Amann, R. I, Lin, C., Key, R., Montgomery, L., Stahl, D. A., 1992. Diversity among
Fibrobacter isolates: towards a phylogenetic classification. Systematic and Applied
Microbiology, 15: 23-31.

Amore, A., Parameswaran, B., Kumar, R., Birolo, L., Vinciguerra, R., Marcolongo, L.,
lonata, E., La Cara, F., Pandey, A., Faraco, V., 2015. Application of a new xylanase
activity from Bacillus amyloliquefaciens XR44A in brewer's spent grain
saccharification. Journal of Chemical Technology & Biotechnology, 90(3): 573-
581.

Anbu, P., Gopinath, S. C. B., Cihan, A. C., Chaulagain, B. P., 2013. Microbial enzymes
and their applications in industries and medicine. Biomed Research International,
2013: 204014.

Arachevaleta, M., Bacon, C. W., Hoveland, C. S., Radcliffe, D. E., 1989. Effect of tall
fescue endophyte on plant response to environmental stress. Agronomy Journal,
81: 83-90.

Bajpai, P., 1999. Application of enzymes in the pulp and paper industry.

Biotechnology, 15: 147-157.

Barraquio, W. L., Revilla L.,, Ladha J. K., 1997. Isolation of endophytic diazotrophic
bacteria from wetland rice. Plant and Soil, 194: 15-24.

Beg, Q. K., Kapoor, M., Mahajan, L., Hoondal, G. S., 2001. Microbial xylanases and their
industrial applications: A Review. Applied Microbiology and Biotechnology, 56:
326-338.

Bender, M. L., Bergeron, R .J., Komiyama, K., 1984. The Bioorganic Chemistry of
Enzymatic Catalysis. Wiley-Interscience, ISBN: 0-471-05991-9, New York, 312.

Berdy, J., 2005. Bioactive microbial metabolites a personal view. The Journal of
Antibiotics, 58: 1-26.

Berg, G., Hallmann, J., 2006. Control of Plant Pathogenic Fungi with Bacterial
Endophytes, Chap. 4. Microbial Root Endophytes(Editor: B. J. E Schulz, C. J. C.
Boyle, T. N. Sieber.) Springer, Berlin. 354.

Biely, P., 2003. Diversity of Microbial Endo-1,4-Xylanases, Chap. 21. Applications of
Enzymes to Lignocellulosics(Editor: S. D. Mansfield, J. N. Saddler). American
Chemistry Society, Washington. 480.

Biely, P., Puls J., Schneider, H., 1985. Acetyl xylan esterases in fungal cellulolytic
systems. FEBS Letters, 186: 80-84.



60

Blumer, C., Haas D., 2000. Mechanism, regulation, and ecological role of bacterial
cyanide biosynthesis. Archives of Microbiology, 173(3): 170-177.

Boddey, R. M., Dobereiner, J., 1995. Nitrogen fixation associated with grasses and
cereals: Recent progress and perspectives for the future. Fertilizer Research, 42:
241-250.

Boer, W., Folman, L. B, Summerbell, R. C.,Boddy, L., 2005. Living in a fungal world:
impact of fungi on soil bacterial niche development. FEMS Microbiology Reviews
, 29: 795-811

Borchet, T. V., Lassen, S .E., Svendsen, A., Frabtzen, V., 1995. Oxidation of stable
amylase for detergent. Biotechnology Journal, 10: 175-179.

Bruinenberg, P. M., Hulst, A. C., Faber, A., Voogd, R. H. A process for surface sizing or
coating of paper. 1996. European Patent Application EP 0,690,170 A, 1.

Calin, M., Constantinescu-Aruxandei, D., Alexandrescu, E., R”Aut, 1., Doni, M. B.,
Arsene, M. L., Oancea, F., Jecu, L., Lazar, B., 2017. Degradation of keratin
substrates by keratinolytic fungi. Electronic Journal Biotechnology, 28: 101-112.

Carrim, A. J. I., Barbosa, E. C., Vieira, J. D. G., 2006. Enzymatic activity of endophytic
bacterial isolates of Jacaranda decurrens Cham.(Carobinha-do-campo). Brazilian
Archives of Biology and Technology, 49(3): 353-359.

Castro, A., Becerra, M., Manso, M.J., Anadon, R., 2006. Calretinin immunoreactivity in
the brain of the zebrafish, Danio rerio: Distribution and comparison with some
neuropeptides and neurotransmitter-synthesizing enzymes. I. Olfactory organ and
forebrain. The Journal of Comparative Neurology, 494(3): 435-4509.

Cavello, 1. A., Crespo, J. M., Garcia, S. S., Zapiola, J. M., Luna, M. F., Cavalitto, S. F.,
2015. Plant growth promotion activity of keratinolytic fungi growing on a
recalcitrant waste known as hair waste. Biotechnology Research International,
2015: 952-921.

Chaudhri, A., Suneetha, V., 2012. Microbially derived pectinases: A Review. Journal
of Pharmaceutical and Biological Sciences, 2: 1-5.

Chen, X. H., Koumoutsi, A., Scholz, R., Eisenreich, A., Schneider, K., Heinemeyer, 1.,
Morgenstern, B., Voss, B., Hess, W. R., Reva, O., Junge, H., Voigt, B., Jungblut P.
R., Vater, J., Stissmuth, R., Liesegang, H., Strittmatter, A., Gottschalk, G., Borriss,
R., 2007. Comparative analysis of the complete genome sequence of the plant
growth-promoting bacterium Bacillus amyloliquefaciens FZB42. Nature
Biotechnology, 25: 1007-1014..

Chen, Y. T., Yuan, Q., Shan, L. T., Lin, M. A., Cheng, D.Q., Li, C.Y., 2013. Antitumor
activity of bacterial exopolysaccharides from the endophyte Bacillus
amyloliquefaciens sp. Isolated from Ophiopogon japonicus. Oncology Letters, 5:
1787-1792.

Cherry, J. R., Fidantsef, A. L., 2003. Directed evolution of industrial enzymes: an update.
Current Opinion Biotechnology, 14: 438-443.

Cho, K. M., Hong, S. Y., Lee, S. M., Kim, Y. H., Kahng, G. G., Lim, Y. P., Kim, H.,
Yun, H. D. 2007. Endophytic bacterial communities in ginseng and their antifungal
activity against pathogens. Microbial Ecology, 54(2): 341-351.

Collins, M. D., Rodrigues, U., Ash, C., Aguirre, M., Farrow, J. A. E., Martinez-Murcia,
A., Phillips, B. A., Williams, A. M., Wallbanks, S., 1991. Phylogenetic analysis of
the genus Lactobacillus and related lactic acid bacteria as determined by reverse
transcriptase sequencing of 16S rRNA. FEMS Microbiology Letters, 77: 5-12.



61

Costa, J. M., Loper, J. E., 1994.characterization of siderophore production by the
biological control agent Enterobacter cloacae. Molecular Plant Microbe
Interactions Journal, 7: 440-448.

da Cunha, C. D., Rosado, A. S., Sebastian, G. V., Seldin, L., Weid, 1., 2006. Oil
biodegradation by Bacillus strains isolated from the rock of an oil reservoir located
in a deep water production basin. Brazilian Application Microbiology and
Biotechnology, 73: 949-959

de Castro, P. A., Fernandes G. R., Franco O. L., 2014. Insights into novel antimicrobial
compounds and antibiotic resistance genes from soil metagenomes. Fronties in
Microbiology, 5: 489.

Demain, A. L., Solomon, N. A., 1981. Industrial microbiology. Science American,
245(3): 67-75.

Doddamani, H. P., Ninnekar, H. Z., 2001. Biodegradation of carbaryl by a Micrococcus
species. Current Microbiology, 43(1): 69-73.

Drauz, K., Groger, H., May, O., 2010. Application of microbial a-amylase in industry-A
review. Brazilian Journal of Microbiology, 41(4): 850-861.

Edgar, C. B., 2004. MUSCLE: multiple sequence alignment with high accuracy and high
throughput. Nucleic Acids Research, 32(5): 1792-1797.

Elbeltagy, A., Nishioka, K., Suzuki, H., Sato, T., Stao Y., Morisaki, H., Mitsui, H.,
Minamisawa K., 2000. Isolation and characterization of endophytic bacteria from
wild and traditionally cultivated rice varieties. Soil Science and Plant Nutrition,
46: 617-629.

Eriksson, K., 1990. Biotechnology in the Pulp and Paper Industry. Wood Science and
Technology, 24: 79-101.

Fox, G. E., Wisotzkey, J. D., Jurtshuk, P., 1992. How close is close: 16S rRNA sequence
identity may not be sufficient to guarantee species identity. International Journal
of Systematic Bacteriology, 42: 166-170.

Garg, N., Mahatma, K. K., Kumar, A., 2010. Xylanase: Applications and
Biotechnological Aspects: Biotechnological Aspects of Xylanase, Lambert
Academic Publishing A. G. & C.O., ISBN-13: 978-3838375045, Germany. 60.

Germida, J. J., Siciliano, S. D., Renato de Freitas, J., Seib, A. M., 1998. Diversity of root-
associated bacteria associated with field grown canola (Brassica napus L.) and
wheat (Triticum aestivum L.). FEMS Microbiology Ecology, 26(1): 43-50.

Gessesse, A., 1998. Purification and properties of two thermostable alkaline xylanases
from an Alkaliphilic Bacillus sp.. Applied and Environmental Microbiology,
64(9): 3533-3535.

Ghazali, H. M., Hamidah, S., Che Man, Y.B., 1995. Enzymatic transesterification of palm
olein with nonspecific and 1,3-specific lipases. Journal of the American Oil
Chemists Society, 72: 633-639.

Goodstime, C. O., Felix, O. E., Augustina, O. J., Christopher, O. E., 2014. Mechanisms
of antimicrobial actions of phytochemicals against enteric pathogens. Journal of
Pharmaceutical, Chemical and Biological Sciences, 2: 77-85.

Gopinath, S. C. B., Anbu, P., Lakshmipriya, T., Hilda, A., 2013. Strategies to characterize
fungal lipases for applications in medicine and dairy industry. Biomed Research
International, 2013: 10.

Grady, E. N., MacDonald, J., Liu, L., Richman, A., Yuan, Z. C., 2016. Current knowledge
and perspectives of Paenibacillus: a review. Microbial Cell Factories, 15(1): 203.



62

Gray, E. J., Smith, D. L., 2005. Intracellular and Extracellular PGPR: Commonalities and
Distinctions in The Plant Bacterium Signaling Processes. Soil Biology and
Biochemistry, 37: 395-412.

Gupta, R., Gigras, P., Mohapatra, H., Goswami, V.K., Chauhan, B., 2003a. Microbial a-
amylases: a biotechnological perspective. Processing Biochemistry, 38: 1599-
1616..

Haas, D., Défago, G., 2005. Biological control of soil borne pathogens by Pseudomonads
fluorescent. Nature Reviews Microbiology, 3: 307-319.

Hallmann, J., Qualt-Hallmann, A., Mahaffee., W. F., Kloepper, J. W., 1997 Bacterial
endophytes in agricultural crops. Canadian Journal Microbiology, 43: 895-914.

Hankin, L. Anagnostakis, S. L., 1975. The use of solid media for detection of enzyme
production by fungi. Mycologie, 67: 597-607.

Hardoim, P. R., Van, Overbeek, L.S., Van Elsas, J.D., 2008. Properties of bacterial
endophytes and their proposed role in plant growth. Trends in Microbiology, 16:
463-471.

Hardoim, P., 2011. Bacterial endophytes of rice- their diversity, characteristics and
perspectives. The Netherlands Plant Research International, ISBN: 978-90-367-
5086-8, Wageningen. 218.

Hasan, F., Shah, A. A., Hameed, A., 2006. Industrial applications of microbial lipases.
Enzyme and Microbial Technology, 39: 235-251.

Hennig, K., Villforth, F., 1940. Experimentelle untersuchungen zur frage der
bakteriensymbiose in hoheren pflanzen und ihrer beeinflussung durchleitelemente.
Biochem Z, 305: 299-309.

Hmidet, N., EI-Hadj, Ali N., Haddar, A., Kanoun, S., Alya, S., Nasri, M., 2009. Alkaline
proteases and thermostable a-amylase co-produced by Bacillus licheniformis NH1.:
characterization and potential application as detergent additive. Biochemical
Engineering Journal, 47: 71-79.

Hoffman, M., Decho, A. W., 1999. Extracellular Enzymes Within Microbial Biofilms
and The Role of the Extracellular Polymer Matrix, Chap. 12. Microbial
Extracellular Polymeric Substances: Characterization, Structure and Function.
(Editor: J. Wingender, T. Neu, H. C. Flemming), Springer, Berlin. 258.

Hossain, M. M., Sultana, F., Islam, S., 2017. Plant growth-promoting fungi (PGPF):
phytostimulation and induced systemic resistance. Plant Microbe Interactions in
Agro-Ecological Perspectives, 2: 135-191.

Hu, H. Q., Li, X. S., He, H., 2010. Characterization of an antimicrobial material from a
newly isolated Bacillus amyloliquefaciens from mangrove for biocontrol of
capsicum bacterial wilt. Biological Control, 54: 359-365.

Hu, J., Arantes, V., Saddler, J. N., 2011. The enhancement of enzymatic hydrolysis of
lignocellulosic substrates by the addition of accessory enzymes such as xylanase:
Is it an additive or synergistic effect. Biotechnology for Biofuels, 4: 36.

Huertas, M. J., Lugue-Almagro, V. M., Martinez-Luque, M., Blasco, R., Moreno-Vivian,
C., Castillo, F., Roldan, M. D., 2006. Cyanide metabolism of Pseudomonas
pseudoalcaligenes CECT5344: role of siderophores. Biochemical Society
Transactions, 34: 5-152.

Hurek, T., Reinhold-Hurek, T., Van Montagu, M., Kellenberger, E., 1991. Infection of
Intact Roots of Kallar Grass and Rice Seedlings by Azoarcus. Chap. 41. Nitrogen
Fixation(Editor: M., Polsinelli, R., Materassi, M., Vincenzini 1). Springer,
Netherlands. 680.



63

Isikgor, F. H., Becer, C. R., 2015. Lignocellulosic biomass: a sustainable platform for
the production of bio-based chemicals and polymers. Polymer Chemistry, 6: 4497-
45509,

Jacobson, J. W., Glick, J. L., Madello, K. L. 1985. U.S. Patent No. 4,540,506.
Washington, DC: U.S. Patent and Trademark Office.

Jalgaonwala, R. E., Mahajan, R. T., 2011. Evaluation of hydrolytic enzyme activities of
endophytes fromsome indigenous medicinal plants. Journal of Agricultural
Technology, 7(6): 1733-1741.

Jena, S. K., Rath, C. C., 2013. Optimization of culture conditions of phosphate
solubilizing activity of bacterial sp. isolated from Similipal biosphere reserve in
solid-state cultivation by response surface methodology. International Journal of
Current Microbiology and Applied Sciences, 2(5): 47-59.

Jiang, Z., Li, X,, Yang, S., Li, L., Tan, S., 2005. Improvement of the bread making quality
of wheat flour by the hyperthermophilic xylanase b from Thermotoga maritime.
Food Research International, 38: 37-43.

Joseph, B., Mini Priya, R., 2011. Bioactive compounds from endophytes and their
potential in pharmaceutical effect: A Review. The American Journal of
Biochemistry and Molecular Biology, 1: 291-309.

Kantelinen, A., Hortling, B., Sundquist, J., Linko, M., Viikari, L., 1993. Proposed
mechanism of the enzymatic bleaching of kraft pulp with xylanases.
Holzforschung-International Journal of the Biology, Chemistry, Physics and
Technology of Wood, 47(4): 318-324.

Kareem, S. O., Adebowale, A. A., 2007. Clarification of orange juice by crude fungal
pectinase from Citrus peel. Nigerian Food Journal, 25: 130-136.

Kerry, B.R., 2000. Rhizosphere interactions and the exploitation of microbial agents for
the biological control of plant-parasitic nematodes. Annual Review of
Phytopathology, 38: 423-441.

Khan, L. A., Shahzad, R., Al-Harrasi, A., Lee, J. I., 2017. Endophytic Microbes: A
Resource for Producing Extracellular Enzymes. Chap. 5. Endophytes: Crop
Productivity and Protection(Editor: D. K. Maheshwari ve K. Annapurna). Springer
International Publishing, Antigua ve Barbuda. 291.

Khan, M., Nakkeeran, E., Kumar, S. U., 2013. Potential application of pectinase in
developing functional foods. Annual Review of Food Science and Technology, 4:
21-34.

Kim, M., Oh, H. S., Park, S. C., Chun, J., 2014. Towards a taxonomic coherence between
average nucleotide identity and 16S rRNA gene sequence similarity for species
demarcation of prokaryotes. International Journal of Systematic and
Evolutionary Microbiology, 64(2): 346-351.

Kloepper, J.W., Rodriguez-Kabana, R., Zehnder, G.W., Murphy, J., Sikora, E.,
Fernandez, C., 1999. Plant root-bacterial interactions in biological control of soil
borne diseases and potential extension to systemic and foliar diseases. Australasian
Plant Pathology, 28: 27-33.

Kobayashi, T., Koike, K., Yoshimatsu, T., Higaki, N., Suzumatsu, A., Ozawa, T., 1999.
Purification and properties of a low-molecular weight, high-alkaline pectate lyase
from an alkaliphilic strain of Bacillus. Bioscience, Biotechnology, and
Biochemistry, 63: 72-75.

Korkina, L. G., 2007. Phenylpropanoids as naturally occurring antioxidants: from plant
defense to human health. Cellular and Molecular Biology, 53: 15-25.



64

Kulkarni, N., Shendye, A., Rao, M., 1999. Molecular and biotechnological aspects of
xylanases. FEMS Microbiology Reviews, 23: 411-456.

Kumar, C. G., Malik, R., Tiwar, M., 1998. Novel enzyme-based detergents: an indian
perspective. Current Science, 75: 1312-1318.

Kumar, L., Nagar, S., Mittal, A., Garg, N., Gupta, V. K., 2014. Immobilization of
xylanase purified from Bacillus pumilus VLK-1 and its application in enrichment
of orange and grape juices. Journal of Food Science and Technology, 51: 1737-
1749.

Kumar, S., Aharwal, R. P., Shukla, H., Rajak, R. C., Sandhu, S. S., 2014.
Endophyticfungi: as a source of antimicrobials bioactive compounds. World
Journal of Pharmacy and Pharmaceutical Sciences, 3: 1179-1197.

Lacava, P. T., Li, W., Arau’jo, W. L., Azevedo, J. L., Hartung, J. S., 2007. The endophyte
Curtobacterium flaccumfaciens reduces symptoms caused by Xylella fastidiosa in
Catharanthus roseus. Journal of Microbiology-Seoul, 45(5): 93-388.

Laurikainen, T., Harkonen, H., Autio, K., Poutanen, K., 1998. Effects of enzymes in fibre-
enriched baking. Journal of the Science of Food and Agriculture, 76: 239-249.

Lee, S., Flores-Encarnacion, M., Contreras-Zentella, M., Garcia-Flores, L., Escamilla, J.
E., Kennedy, C., 2004. Indole-3-acetic acid biosynthesis is deficient in
Gluconacetobacter diazotrophicus strains with mutations in cytochrome c¢
biogenesis genes. Journal of Bacteriology, 186: 5384-5391.

Lee, W.C., Yusof, S., Hamid, S.A., Baharin, B.S., 2006. Optimizing conditions for
enzymatic clarification of banana juice using response surface methodology
(RSM). Journal of Food Engineering, 73: 55-63.

Leo, V. V., Passari, A. K., Joshi, J. B., Mishra, V. K., Uthandi, S., Ramesh, N., Gupta, V.
K., Saikia, R., Sonawane, V. C., Singh, B. P., 2016. A novel triculture system (cc3)
for simultaneous enzyme production and hydrolysis of common grasses through
submerged fermentation. Frontiers Microbiology, 7: 447.

Letnik, I., Avrahami, R., Port, R., Greiner, A., Zussman, E., Rokem, J. S., Greenblatt, C.,
2017. Biosorption of copper from aqueous environments by Micrococcus luteus in
cell suspension and when encapsulated. International Biodeterioration &
Biodegradation, 116: 64-72.

Li, X., Yang, H., Roy, B., Wang, D., Yue, W., Jiang, L., Park, Y. E., Miao, Y., 2009. The
most stirring technology in future: cellulase enzyme and biomass utilization.
African Journal of Biotechnology, 8: 2418-2422.

Lilley, A. K., Fry, J. C., Bailey, M. J., Day, M. J., 1996. Comparison of aerobic
heterotrophic taxa isolated from four root domains of mature sugar beet (Beta
vulgaris). FEMS Microbiology Ecology, 21(3): 231-242.

Lin, J. E; Chang, D. C. N., Shen, G. J., 1991. Correlations among several screening
methods used for identificatifying wood-decay fungi that can degrade toxic
chemicals. Biotechniques, 5: 275-280.

Lodewyckx, C., Taghavi, S., Mergeay, M., Vangronsveld, J., Clijsters, H., Van Der Lelie,
D., 2001. The effect of recombinant heavy metal resistant endophytic bacteria in
heavy metal uptake by their host plant. International Journal of
Phytoremediation, 3: 173-187.

Lodewyckx, C., Vangronsveld, J., Porteous, F., Moore, E.R.B., Taghavi, S., Mezgeay,
M., Lelie, D.V., 2002. Endophytic bacteria and their potential applications. Critical
Reviews in Plant Sciences, 21: 586-606.



65

Longland, A.C., Theodorou, M. K., Sanderson, R., Lister, S. J., Powell, C .J., Morris, P.,
1995. Non starch polysaccharide composition and in vitro fermentability of tropical
forage legumes varying in phenolic content. Animal Feed Science and
Technology,. 55: 161-77.

Luque-Almagro, V. M., Blasco, R., Huertas, M. J., Martinez-Luque, M., Moreno-Vivian,
C., Castillo, F., Roldan, M. D., 2005. Alkaline cyanide biodegradation by
Pseudomonas pseudoalcaligenes CECT5344. Biochemical Society Transactions,
33: 168-9.

Madigan, M., Martinko J., 2005. Brock Biology of Microorganisms. 11. Prentice Hall.
ISBN: 0-13-144329-1, Prentice Hall, USA. 992.

Mageswari, A., Subramanian, P., Chandrasekaran, S., Karthikeyan, S., Gothandam, K.
M., 2017. Systematic functional analysis and application of a cold-active serine
protease from a novel Chryseobacterium sp.. Food Chemistry, 217: 18-27.

Makky, E. A., Yusoff, M. M., 2015. Bioeconomy: pectinases purification and application
of fermented waste from Thermomyces lanuginosus. Journal of Medical and
Bioengineering, 4(1): 76-80.

Malfanova, N, Lugtenberg, B, and Berg, G., 2013. Bacterial Endophytes: Who and
Where, and What Are They Doing There?. Chap. 36. Molecular Microbial
Ecology of the Rhizosphere(Editor: Frans J. De Bruijn). Wiley-Blackwell, New
Jersey. 1328.

Matu, A., Nde, A. L., Oosthuizen, L., Hitzeroth, A., Badenhorst, M., Duba, L., Gidaga,
M., Klinck J., Kriek, I., Lekoma P. J., Nel L., Menende dos Ramos, S., Rossouw,
J., Salomane, N., Segone, N., Serobe, S., Tiyani, T., Hugo, C. J., Newman, J. D.,
2019. Draft genome sequences of seven Chryseobacterium type
strains. Microbiological Research, 8(1): e01518-18.

Mcmullan, G., Meehan, C., Conneely, A., Kirby, N., Robinson, T., Nigam, P., Banat, I.
M., Marchant, R., Smyth, W. F., 2001. Microbial decolourisation and degradation
of textile dyes. Applied Microbiology and Biotechnology, 56: 81-87.

Meier-Kolthoff, J. P., Auch, A. F., Klenk, H. P., Géker, M., 2013a. Genome sequence-
based species delimitation with confidence intervals and improved distance
functions. BMC Bioinformatics, 14: 60.

Meier-Kolthoff, J. P., Goker, M., Klenk, H., 2014. Taxonomic use of DNA G+C content
and DNA-DNA hybridization in the genomic age. International Journal of
Systematic and Evolutionary Microbiology, 64(2): 352-356.

Meier-Kolthoff, J. P., Goker, M., Spréer, C., Klenk, H. P., 2013b. When should a DDH
experiment be mandatory in microbial taxonomy?. Archives of Microbiology, 195:
413-418.

Menendez, E., Garcia-Fralie, P., Rivas, R. 2015. Biotechnological applications of
bacterial cellulases. Bioenginering, 2: 163-182.

Mercado-Blanco, J., Bakker, P. A., 2007. Interactions between plants and beneficial
Pseudomonas spp.: exploiting bacterial traits for crop protection. Antonie Van
Leeuwenhoek, 92: 367-389.

Miguel, A. S. M., Martins-Meyer, T. S., Verissimo Da Costa Figueiredo, E., Lobo, B. W.
P., Dellamora-Ortiz, G. M., 2013. Enzymes in Bakery: Current and Future Trends,
Chap. 14. Food Indusrty(Editor: I. Muzzalupo). Intechopen, Rijeka. 748.



66

Mitidieri, S., Souza Martinelli, A. H., Schrank, A., Vainstein, M. H., 2006. Enzymatic
detergent formulation containing amylase from Aspergillus niger: a comparative
study with commercial detergent formulations. Bioresource Technology, 97: 1217-
1224,

Mitter, B., Pfaffenbichler, N., Flavell, R., Compant, S., Antonielli, L., Petric, A.,
Berninger, T., Naveed, M., Sheibani-Tezerji, R., Von Maltzahn, G., 2017. A new
approach to modify plant microbiomes and traits by introducing beneficial bacteria
at flowering into progeny seeds. Frontiers in Microbiology, 8: 1-10.

Mukhopadhyay, N.K., Garrison, N.K., Hinton, D.M., Bacon,C.W., Khush, G.S., Peck,
H.D., Datta, N., 1996. Identification and characterization of bacterial endophytes
of rice. Mycopathology, 134: 151-159.

Nakajima, M., Snape, J., Khare, S. K., 2000. Applications of Enzymes and Membrane
Technology In Fat and Oil Processing Processing, Chap. 5. Method in Non-
Aqueous Enzymology(Editor: M. N. Gupta). Birkhauser Verlag, Basel. 211.

Narisawa, K., Tokumasu, S., Hashiba, T., 1998. Suppression of club root formation in
Chinese cabbage by the root endophytic fungus Heteroconium chaetospira. Plant
Pathology Journal, 47: 206-210.

Nelson, E.B., 2017. The seed microbiome: origins, interactions, and impacts. Plant and
Soil, 422: 1-28.

Nerurkar, P. M., Joshi, M., Pariti, S., Adivarekar, R., 2013. Application of lipase from
marine bacteria Bacillus sonorensis as an additive in detergent formulation.
Journal of Surfactants and Detergents, 16: 435-443.

Newton, C.R., 1995. PCR: Essential data. John Wiley & Sons, Chichester, UK.

Nishida, Y., Suzuki, K.I., Kumagai, Y., Tanaka, H., Inoue, A., Ojima, T., 2007. Isolation
and primary structure of a cellulase from the japanese sea urchin
Strongylocentrotus nudus. Biochimie, 89(8): 1002-1011.

Oyewole, O. A, Oyeleke, S. B., Dauda, B. E. N., Emiade, S., 2011. Production of amylase
and protease enzymes by Aspergillus Niger and Penicillium Frequestans 1solated
from abattoir effluent. Journal of Microbiology, 1: 174-180.

Ozdemir, S., 2002. Yemeklik Baklagiller. Hasad Yaymcilik, Istanbul, 223.

Pathak, P., Bhardwaj, N. K.., Singh, A K., 2010. Enzymatic deinking of office waste
paper: an overview. Quarterly Journal of Indian Pulp and Paper Technical
Association, 22: 83-88.

Pan, D., Mionetto, A., Tiscornia, S., Bettucci, L., 2015., Endophytic bacteria from wheat
grain as biocontrol agents of Fusarium graminearum and deoxynivalenol
production in wheat. Mycotoxin Research, 31(3): 137-143.

Pérez-Garcia, A., Romero, D., Vicente, A., 2011. Plant protection and growth stimulation
by microorganisms: biotechnological applications of Bacilli in agriculture. Current
Opinion in Biotechnology, 22: 187-193.

Perotti R., 1926. On the limits of biological enquiry in soil science. Proceeding of
International Society of Soil Science, 2:146-161.

Petrini, L.E., Petrini, O., Laflamme, G. 1989. Recovery of endophytes of Abiens
balsamea from needles and galls of Paradiplosis tumifex. Phytoprotection, 70: 97-
103.

Pillay, V. J., J. Nowak., 1997. Inoculum density, temperature and genotype effects on in
vitro growth promotion and epiphytic and endophytic colonization of tomato
(Lycopersicum esculentum 1) Seedlings inoculated with a Pseudomonad
bacterium. Canadian Journal Microbiology, 43: 354-361.



67

Ping, L., Boland, W., 2004. Signals from the underground: bacterial volatiles promote
growth in Arabidopsis. Trends in Plant Science, 9: 263-266.

Prade, R. A., 1995. Xylanases: from biology to biotechnology. Biotechnology & Genetic
Engineering Reviews, 13: 100-131.

Praveen, K. G., Suneetha, V., 2014. A cocktail enzyme pectinase from fruit industrial
dump sites: a review. Research Journal of Pharmaceutical, Biological and
Chemical Sciences, 5(2): 1252-1258.

Praveen, K. G., Suneetha, V., 2015. Efficacy of pectinase purified from Bacillus vit sun-
2 and in combination with xylanase and cellulase for the yield and clarification
improvement of various culinary juices from south india for pharma and health
benefits. International Journal of Pharmtech Research, 7(3): 448-452.

Priest, F. G., 1984. Extracellular Enzymes. Van Nostrand Reinold Co. Ltd., ISBN 13:
9780442305888, Wokingham. 79.

Puentea, M., Ching, Y.,Li B. L., Yoav Bashana, C., 2009. Endophytic bacteria in cacti
seeds can improve the development of cactus seedlings. Environmental and
Experimental Botany, 66: 402-408.

Raddadi, N., Crotti, E., Rolli, E., Marasco, R., Fava, F., Daffonchio, D., 2012. Other
Bacillus Species in Biotechnology. Chap. 4. The most important Bacillus species
in biotechnology. (Editor: E. Sansinenea). Springer, Dordrecht. 373.

Ranalli, A., Pollastri, L., Contento, S., Lucera, L., 2003. Enhancing the quality of virgin
olive oil by use of a new vegetable enzyme extract during processing. European
Food Research and Technology, 216: 109-115.

Reinhold-Hurek, B., Hurek, T., 1998. Life in grasses: diazotrophic endophytes. Trends
in Microbiology, 6: 139-144.

Reinhold-Hurek, B., Hurek, T., 2011. Living inside plants: bacterial endophytes. Current
Opinion in Plant Biology, 14: 435-443.

Reinhold-Hurek, B., Maes, T., Gemmer, S., Van Montagu, M., Hurek, T., 2006. An en-
doglucanase is involved in infection of rice roots by the not cellulose metabolizing
endophyte Azoarcus sp. strain BH72. Molecular Plant-Microbe Interactions,
19(2): 181-188.

Rosenblueth, M., Martinez-Romero, E., 2004. Rhizobium etli maize populations and their
competitivenes for roof colonization. Archives of Microbiology, 181: 337-344.

Rouau, X., 1993. Investigations into the effects of an enzyme preparation for baking on
wheat flour dough pentosans. Journal of Cereal Science, 18: 145-157.

Roy, K., Dey, S., Uddin, M., Barua, R., Hossain, M., 2018. Extracellular pectinase from
a novel bacterium Chryseobacterium indologenes strain SD and its application in
fruit juice clarification. Enzyme Research, 2018: 3859752

Ryan, R. P., Germaine, K., Franks, A., Ryan, D. J., Dowling, D. N., 2008. Bacterial
endophytes: recent developments and applications. FEMS Microbiology Letters,
278: 1-9.

Santoyo, G., Moreno-Hagelsieb, G., del Carmen Orozco-Mosqueda, M., Glick, B. R.,
2016. Plant growth-promoting bacterial endophytes. Microbiology Research, 183:
92-99.

Schallmey, M., Singh, A., Ward, O. P., 2004. Developments in the use of Bacillus species
for industrial production. Canadian Journal of Microbiology, 50: 1-17.



68

Senthilkumar, M., Anandham, R., Madhaiyan, M., Venkateswaran, V., Sa, T., 2011.
Endophytic Bacteria: perspectives and applications in agricultural crop production.
Bacteria in Agrobiology: Crop Ecosystems.(Editor: D. K. Maheshwari). Springer,
Verlag Berlin Heidelberg. 434.

Sessitsch, A., Hardoim, P., Doring, J., Weilharter, A., Krause, A., Woyke, T., Mitter, B.,
2012. Functional characteristics of an endophyte community colonizing rice roots
as revealed by metagenomic analysis. Molecular Plant Microbe Interactions, 25:
28-36.

Sharma, R., Chisti, Y., Banerjee, U. C., 2001. Production, purification, characterization
and applications of lipases. Biotechnology Advence, 19: 627-662.

Siciliano, S., Fortin, N., Himoc, N., 2001. Selection of specific endophytic bacterial
genotypes by plants in response to soil contamination. Applied and Environmental
Microbiology, 67: 2469-2475.

Sims, G. K., O'Loughlin, E. J., 1992. Riboflavin production during growth of
Micrococcus luteus on pyridine. Applied and Environmental
Microbiology, 58(10): 3423-3425.

Singh, M., Kumar, A., Singh, R., Pandey, D. K., 2017. Endophytic bacteria: a new source
of bioactive compounds. 3 Biotechnology, 7: 1-14.

Singh, R., Mittal A., Kumar, M., Mehta, P. K., 2016. Microbial protease in commercial
applications. Journal Pharmedical Chemistry Biology Science, 4: 365-74.

Smith, C. A., Wood, E. J.,, 1991. Molecular and Cell Biochemistry, Biological
Molecules. 1. Chapman&Hall, ISBN-13: 978-0412407802, New York. 206.
Sreedharan, S., Prakasan, P., Sasidharan, S., Benjamin, S., 2016. An overview on fungal
cellulases with an industrial perspective. Journal of Nutrition & Food Sciences,

6: 1.

Stackebrandt, E., Ebers, J., 2006. Taxonomic parameters revisited: tarnished gold
standards. Microbiology Today, 33: 152-155.

Stackebrandt, E., Goebel, B. M., 1994. Taxonomic note: a place for DNA-DNA
reassociation and 16S rRNA sequence analysis in the present species definition in
bacteriology. International Journal of Systematic Bacteriology, 44: 846- 849.

Stamakis, A., 2004. RAXML version 8: a tool for phylogenetic analysis and post analysis
of large phylogenies. Bioinformatics, 30(9): 1312-1313.

Stamford, T. L. M., Stamford,, N. P., Coelho L. C. B. B., Araujo, J. M., 2001. Production
and characterization of a thermostable a-amylase from Nocardiopsis sp. endophyte
of yam bean. Bioresource Technology., 76: 137-141.

Stamp, N., 2003. Out of the quagmire of plant defense hypotheses. The Quarterly Review
of Biology, 78: 23-55.

Stirling, J .L., Thurston, C. F., 1985. Handbook of Enzymes Biotechnology, Chap. 3. The
Application of Enzymes in Industry(Editor: A. Wiseman, E. Norwood, J.
Wiley&Sons 2). Ellis Horwood, Chichester. 457.

Strobel, D., Daisy, B., 2003. Bioprospecting for microbial endophytes and their natural
products. Microbiology and Molecular Biology Reviews, 67: 491-502.

Sturz, A. V., Nowak, J., 2000. Endophytic communities of rhizobacteria and the strategies
required to create yield enhancing association with crops. Applied Soil Ecology,
15: 183-190.

Sturz, A. V., Christie, B. R., Matheson, B. G., 1998. Associations of bacterial endophyte
populations from red clover and potato crops with potential for beneficial
allelopathy. Canadian Journal of Microbiology, 44: 162-167.



69

Sturz, A. V., Christie, B. R., Nowak, J., 2000. Bacterial endophytes: potential role in
developing sustainable systems of crop production. Critical Reviews in Plant
Sciences, 19: 1-30.

Sturz, A.V., Matheson, B. G., 1996. Populations of endophytic bacteria which influence
host resistance to Erwinia induced bacterial soft rot in patato tubers. Plant Soil,
184: 265-271.

Sun, X, Guo, LD., 2012. Endophytic fungal diversity: review of traditional and molecular
techniques. Mycology 3, 1: 65-76.

Takata, H., Kuriki, T., Okada, S., Takesada, Y., lizuka, M., Minamiura, N., Imanaka, T.,
1992. Action of neopullulanase; Neopululanase catalyzes both hydrolysis and
tranglycosylation at alpha-(1-4)-and alpha-(1-6)- glucosicic linkages. The Journal
of Biological Chemistry, 267: 18447-18452.

Tan, R. X., Zou, W. X., 2001. Endophytes: a rich source of functional metabolites.
Natural Product Reports, 18: 448-449

Tanaka, A., Hoshino, E., 1999. Study on the substrate specificity of a-amylases that
contribute to soil removal in detergents. Journal of Surfactants and Detergents,
2: 193-199.

Thanikaivelan, P., Rao, J. R., Nair, B.U., Ramasami, T., 2004. Progress and recent trends
in biotechnological methods for leather processing. Trends in Biotechnology, 22:
181-188.

Thomas, T. D., Mills, O .E., 1981. Proteolytic enzymes of starter bacteria. Netherlands
Milk and Dairy Journal, 35: 255-273.

Tindall, B. J., Rossell6-Mora, R., Busse, H. J., Ludwig, W., Kidmpfer, P., 2010. Notes on
the characterization of prokaryote strains for taxonomic purposes. International
Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology, 60(1): 249-266.

Traving, S. J., Thygesen, U. H., Riemann, L., Stedmon, C. A., 2015. A model of
extracellular enzymes in free living microbes: which strategy pays off?. Applied
and Environmental Microbiology, 81: 7385-7393.

Trotsenko, A. Y., Khmelenina, N. V., 2002. Biology of extremophilic and
extremotolerant methanotrophs. Archives of Microbiology, 177: 123-131.

Truyens, S., Weyens, N., Cuypers, A., Vangronsveld, J., 2015. Bacterial seed endophytes:
genera, vertical transmission and interaction with plants. Environmental
Microbiology Reports, 7: 40-50.

Tucker, G. A., Woods, L. F. J., 1995. Enzymes in Food Processing. Springer, ISBN:
978-1-4615-2147-1, USA. 319.

Van Aken, B., Peres, C., Doty, S., Yoon, J., Schnoor, J., 2004. Methylobacterium populi
sp. Nov., a novel aerobic, pink pigmented, facultatively methylotrophic, methane-
ultilising bacterium isolated from poplar trees (Populus Deltoides X Nigra DN34).
International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology. 54: 1191-
1196.

Van Der Maarel, M. J., Van Der Veen, B., Uitdehaag, J. C., Leemhuis, H., Dijkhuizen,
L., 2002. Properties and applications of starch-converting enzymes of the alpha-
amylase family. Journal of Biotechnology, 94: 137-155.

Vary, P. S, Biedendieck, R., Fuerch, T., Meinhardt, F., Rohde, M., Deckwer, W. D., Jahn,
D., 2007. Bacillus megaterium from simple soil bacterium to industrial protein

production host. Applied Microbiology and Biotechnology, 76: 957-967



70

Vasco-Correa, J., Ge, Y., Li, J., 2016. Biological Pretreatment of Lignocellulosic
Biomass, Chap. 24. Biomass Fractionation Technologies for a Lignocellulosic
Feedstock Based Biorefinery(Editor: S. I. Mussatto). Elsevier Science, USA. 633.

Verma, S. C., Ladha, J. K., Tripathi, A. K., 2001. Evaluation of plant growth promoting
and colonization ability of endophytic diazotrophs from deep water rice. Journal
of Biotechnology, 91: 127-141.

Verma, V. C., Gond, S. K., Kumar, A., Mishr, A., Kharwar, R. N., Gange, A. C., 20009.
Endophytic actinomycetes from Azadirachta indica a. Juss.: isolation, diversity,
and anti-microbial activity. Microbial Ecology, 57: 749-756.

Vetter, Y., Deming, J. W., Jumars, P. A., Krieger-Brockett, B. B., 1998. A predictive
model of bacterial foraging by means of freely released extracellular enzymes.
Microbial Ecology, 36: 75-92.

Viikari, L., Kantelinen, A., Sundquist, J., Linko, M., 1994. Xylanases in bleaching: from
an idea to the industry. FEMS Microbiology Reviews, 13: 335-350.

Vijayalakshmi, R., Kairunnisa, K., Sivvaswamy, S. N., Dharan, S. S., Natarajan, S., 2016.
Enzyme production and antimicrobial activity of endophytic bacteria isolated from
medicinal plants. Indian Journal Science Technology, 9: 1-8

Wakelin, S. A., Warren, R. A., Harvey, P. R., Ryder, M. H., 2004. Phosphate
solubilization by Penicillium sp. Closely associated with wheat roots. Biology and
Fertility of Soils, 40: 36-43.

Webster, G., Gough, C., Vasse, J., Batchelor, C. A., O“Callaghan, K. J., Kothari, S. L.,
Davey, M.R., 1997. Interactions of rhizobia with rice and wheat. Plant and Soil,
194: 115-122.

Wingender, J., Neu, T. R., Flemming, H. C., 2012. Microbial Extracellular Polymeric
Substances: Characterization, Structure and Function. Springer, ISBN: 978-3-
642-64277-7, Verlag Berlin Heidelberg. 258.

Xu, Q. H., Wang, Y. P., Qin, M. H,, Fu, Y. J,, Li, Z. Q., Zhang, F. S., Li, J. H., 2011.
Fibre surface characterization of old new print pulp deinked by combining
hemicellulase with laccase-mediated system. Bioresource Technology, 102: 6536-
6540.

Xu, Q., Fu, Y., Gao, Y., Qin, M., 2009. Performance and efficiency of old newspaper
deinking by combining cellulase/hemicellulase with laccase-violuric acid system.
Waste Managemnet, 29: 1486-1490.

Yamashiro, D., Yoshioka, M., Ashiuchi, M., 2011. Bacillus subtilis pgsE (Formerly
ywtC) stimulates poly-y -glutamate production in the presence of zinc.
Biotechnology and Bioengineering, 108: 226-230.

Yanni, Y. G., Rizk, R.Y., Corich, V., Squartini, A., Ninke,K., Philip-Hollingsworth, S.,
Orgambide, G., de Bruijn,F., Stolzfus, J., Buckley, D., Schmidt, T. M., Mateos, P.
F., Dazzo, F. B., 1997. Natural endophytic assoassociation between Rhizobium
leguminosarumbyv. trifolii and rice roots and assessment of its potential to promote
rice growth. Plant and Soil, 194: 99-114.

Yen, K. M., Karl, M. R,, Blatt, L. M., Simon, M. J., Winter, R. B., Fausset, P. R., Lu, H.
S., Harcourt, A. A., Chen, K. K., 1991. Cloning and characterization of a
Pseudomonas mendocina KR1 gene cluster encoding toluene-4-
monooxygenase. Journal of Bacteriology, 173(17): 5315-5327.



0Z GECMIS

1994 yilinda Sanlrfa’da dogdu. Ilk, orta ve lise dgrenimini Sanlurfa’da
tamamladi. 2013 yilinda Van Yiiziincii Yil Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Tarimsal
Biyoteknoloji Boliimii’nde lisans egitimine basladi. 2017-2018 6grenim déneminde ayni
boliimden ziraat miihendisi olarak mezun oldu. 2018 yilinda Van Yiziinci Yil

Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dali’nda yiiksek lisansa
kabul edildi.



YUZUNCU YIL UNIVERSITESI
FEN BiLIMLER ENSTITUSU
LiSANSUSTU TEZ ORiJINALLIK RAPORU

Tarih: 16/03/2020

Tez Baghg / Konusu:

Talul Bitkilerinden izole Edilmis Olan Endofit Bakterilerde Biyoteknolojik Oneme Sahip Bazi
Enzimlerin Belirlenmesi

Yukarida baghigi’konusu belirlenen tez calismamin Kapak sayfasi, Girig, Ana béliimler ve Sonug béliimlerinden
olusan toplam 60 sayfalik kismina iliskin, 16/03/2020 tarihinde Fen Bilimleri Enstitiisii tarafindan Turnitin
intihal tespit programindan asagida belirtilen filtreleme uygulanarak alinmig olan orijinallik raporuna gore,
tezimin benzerlik oran1 % 2 (Sekiz) dir. ‘
Uygulanan filtreler agagida verilmistir:

- Kabul ve onay sayfasi harig,

- Tegekkdir harig,

- [¢indekiler harig,

- Simge ve kisaltmalar harig,

- Gereg¢ ve yontemler harig,

- Kaynakga harig,

- Alitilar harig,

- Tezden ¢ikan yaynlar harig,

- 7 kelimeden daha az ortiigme igeren metin kisimlart hari¢ (Limit inatch size to 7 words)

Yiiziineii Y1l Universitesi Lisansiistii Tez Orijinallik Raporu Alinmasi ve Kullanilmasma [liskin Yonergeyi
inceledim ve bu ydnergede belirtilen azami benzerlik oranlarina gére tez ¢aligmamin herhangi bir intihal
igermedigini; aksinin tespit edilecegi muhtemel durumda dogabilecek her tiirlii hukuki sorumlulugu kabul
ettigimi ve yukarida vermis oldugum bilgilerin dogru oldugunu beyan ederim.

Geregini bilgilerinize arz ederim. M

/4.03.2820
Tarih ve Imza

Adi Soyadi: Gékhan DOGAN
Ogrenci No: 17910001065
Anabilim Dal: Tarimsal Biyoteknoloji

Program1: Tarimsal Biyoteknoloji

Statiisii: Y. Lisans IQ/ Doktora O
DANISMAN ONAYI STIiTU ONAYI
UYGUNDUR UYGUNDU

Dr. Ogr. Uyesi Bilgin TASKIN Prof.Dr. Suat SENSOY




