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OZET

ENDOFIT BAKTERI G15S1 iZOLATININ TUM GENOM DiZiLEMESI,
BiYOKIMYASAL KARAKTERIZASYONU VE BAZI AGIR METALLERE
KARSI DUYARLILIGININ INCELENEMESI

GOK, Riimeysa
Yiiksek Lisans Tezi, Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dal1
Damigman: Dr. Ogr. Uyesi Bilgin TASKIN
Mayis 2023, 52 sayfa

Endofitler, bitkilerin doku aralarinda/i¢lerinde yasayan ancak konukg¢usunda
gozle gorillen bir hastalik belirtisine neden olmayan bakteriyel veya fungal
mikroorganizmalar1 kapsar. Bu c¢alismada ¢esitli tek yillik bitkilerden izole edilmis ve
daha onceki c¢alismalarda gerek bitki biliylimesini tesvik edici markorler gerekse demir
(Fe*®), kobalt (Co*™®) ve nikel (Ni*?) varliginda yiiksek siderofor iiretme potansiyeli
gosteren G15S1 kodlu endofit izolatinin farkli besi ortamlarindaki biiyiime/ koloni
morfolojisi belirlenmis, biyokimyasal karakterizasyonu ve yeni nesil dizileme yolu ile
tim genom dizilemesi tamamlanmistir. Ayrica izolatin en iyi gelisim gosterdigi kati
besi kiiltiir ortamlarinda bakir, ¢inko, mangan, civa ve lityum metallerine karsi
direncliligi test edilmis ve Minimum Inhibisyon Konsantrasyonlar1 (MIK) ortaya
konmustur. Yapilan gram boyama sonucunda gram-(+), kok hiicre morfolojisine sahip
oldugu anlasilan G15S1 izolatinin identifikasyon amaciyla Microgen ve API ticari
kitleri kullanilarak fenotipik (biyokimyasal) 6zellikleri belirlenmis, bu testlerde sadece
glikoz, iireaz, sitrat, jelatin, sukroz ve arabinoz testlerine pozitif sonu¢ gostermistir.
Bakteri izolat1 proteaz, lipaz, amilaz, pektinaz, ksilanaz ve seliilaz hidrolitik enzimlerini
tiretebilme yetenekleri agisindan nitel olarak incelenmis ve izolatin ilgili ayirt edici besi
ortamlarinda test edilen enzimlerin higbirini iiretemedigi gozlemlenmistir. Illumina
HiSeq platformu kullanilarak yapilan tiim genom dizilemesi sonucunda GI15S1
izolatinin genom boyutunun ve genom G+C igeriginin sirastyla 2.2 Mb (2216911 bp) ve
%31.4 olarak belirlenmistir.  Tiim genom tabanli filogenetik analizde G15S1,
Staphylococcus hominis NCTC 11320, Staphylococcus hominis subsp. novobiosepticus
CCUG 42399 ile birlikte kiimelenmis ve %92,9 dijital DNA-DNA hibridizasyon
(dDDH) degeri ile G15S1 izolatinin Staphylococcus hominis tiirii iginde yer alan bir alt
tiir oldugu ortaya konulmustur.

Anahtar kelimeler: Agir metal, Endofit bakteriler, Mikrobiyal biyoteknoloji,
Tiim genom analizi






ABSTRACT

WHOLE GENOME ANALYSIS, BIOCHEMICAL CHARACTERIZATION AND
INVESTIGATION OF RESISTANCE TO SOME METALS OF G15S1
ENDOPHYTE BACTERIAL ISOLATE

GOK, Riimeysa
M.Sc. Thesis, Department of Agricultural Biotechnology
Supervisor: Asst. Prof. Dr. Bilgin TASKIN
May 2023, 52 pages

Endophytes include bacterial or fungal microorganisms that live in/between the
tissues of plants but do not cause any visible signs of disease in their host. In our
previous study, endophyte bacterial isolate coded G15S1 isolated from various annual
plants showed high siderophore production in the presence iron (Fe*?), cobalt (Co*?) and
nickel (Ni*?) with some plant growth promoting properties. In this study, growth/colony
morphology in different kinds of growt media, biochemical characterization and whole
genome sequencing by next generation sequencing were completed. In addition, the
resistance of the isolate to copper, zinc, manganese, mercury and lithium metals was
tested in solid media, and Minimum Inhibition Concentrations (MIC) were revealed.
The phenotypic (biochemical) characteristics of the G15S1 isolate, which was found to
have gram-(+), coccus cell morphology, were determined by using Microgen and API
commercial kits. The isolate showed positive results only in glucose, urease, citrate,
gelatin, sucrose and arabinose tests in these tests. The bacterial isolate was qualitatively
examined in terms of their ability to produce protease, lipase, amylase, pectinase,
xylanase and cellulase hydrolytic enzymes and it was observed that the isolate could
not produce any of the enzymes tested in the relevant differential media.

As a result of whole genome sequencing using the Illumina HiSeq platform, the
genome size and genome G+C content of the G15S1 isolate were determined as 2.2 Mb
(2216911 bp) and 31.4%, respectively. In the whole genome-based phylogenetic
analysis, G15S1 was clustered togwther with Staphylococcus hominis NCTC 11320 and
Staphylococcus hominis subsp. novobiosepticus CCUG 42399 and with a digital DNA-
DNA hybridization (dDDH) value of 92.9%, G15S1 isolate was revealed to be a
subspecies within the genus Staphylococcus hominis.

Anahtar kelimeler: Heavy metal, Endophyte bacteria, Microbial biotechnology,
Whole genome analysis
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1. GIRIS

Endofit bakteriler, saglikli bitkilerin kok, yaprak, tohum, siirgiin gibi dokularinin
iclerinde ya da doku aralarinda yasam dongiilerinin bir kismini/tamamini gegiren
mikroorganizmalardir (Hallman vd., 1997). Bakteriyel endofitler, konakg1 bitkilerin
biliylimesini tesvik eder ve gesitli patojenlere ve cevresel streslere karsi direnglerini
arttirir.  Ayrica Onemli tibbi Ozelliklere sahip ikincil metabolitlerin sentezini
diizenleyebilir ve cesitli biyolojik etkiler iretebilirler (Wu vd., 2021). Endofitler,
kendilerini dis ortamlarin negatif etkilerinden korumak i¢in bitkinin i¢ ortamini (yani
endosferi) benzersiz bir nis olarak kullanirlar (Senthil kumar vd., 2011).

Bu son derece uzmanlasmis simbiyozlarin evrimi, ortak organizmalar arasindaki
fizyoloji, yapt ve yasam dongiilerinin siki koordinasyonunu gerektirir (Saikkonen vd.,
2004; Reinhold-Hurek ve Hurek, 2011) ve ortaya ¢ikan ortaklik her iki tiire de fayda
saglar (Aravind vd., 2010). Bu tiir karsilikliliklar karasal ekosistemlerde temel iglevlere
hizmet eder: ev sahibi bitkiler endofitleri barindirir ve korur, bu da nitrojen fiksasyonu,
fosfor zenginlestirme ve fitohormonlarin sentezi yoluyla bitkilerin biiyiimesini destekler
(Borah vd., 2019). Bitki mikro ekosistemi igin Onemlerine ragmen, bakteriyel
endofitlerin ev sahibi bitkilerle iliskisi tam olarak anlagilamamustir (Tiwari vd., 2013).

Toprak ve su kaynaklarindaki kirliligin artmasiyla ekolojik kirlenme ¢agimizin
en biiylik sorunlarindan biri olarak karsimiza cikmaktadir. Bu kirlilie neden olan
etmenlerden biri agir metallerdir. Gelisen endiistri ile birlikte artis gosteren, ¢inko,
bakir, civa ve lityum gibi agir metallerin dogal habitatlardan temizlenmesi ve olumsuz
etkilerinin minimuma indirgenmesi ¢6ziim bekleyen 6nemli sorunlardandir. Bununla
beraber agir metallerin gevresel temizliginde bakteri ve mantarlarin kullanimi da son
yillarda olduk¢a fazla Onem kazanmaktadir (Hofmann vd., 2020). Endiistriyel
tesislerden ¢evreye salinan metal yiiklii atik sular siirecler uygun sekilde idare edilmezse
cevresel bir tehdit olusturur (Verma ve Sharma, 2017). Endofit bakteriler bize
hayatimiza dogrudan dokunabilecek potansiyele sahip yeni kaynaklar sunabilirler.
Cevresel kirliligin giinimiizde giderek artmasinin bir sebebi olan bazi metallerin
mikroorganizmalar kullanilarak giderimi olarak tanimlanabilecek biyoremidasyon, bu
mikroskobik organizmalarin sagladig1 yararlardan sadece bir tanesidir. Ayrica gittikce

yaygin hale gelen ve c¢ok etkili bir yontem olan, yeni nesil dizileme ile bir



mikroorganizmanin  tiim kromozom/genom dizilemesinin, haritalamasinin = ve
karakterizasyonun yapilmasi, bir organizmanin sahip oldugu tiim biyoteknolojik
uygulama potansiyelini ortaya koymasi agisindan son derece degerlidir. Tiim genom
dizilemesinin, biyokimyasal karakterizasyon, agir metal/antibiyotik direncliligi gibi
fenotipik veriler esliginde sahip olacag yiiksek deger tartismasiz bir gercektir.

Daha 6nce Van YYU Bilimsel Arastirma Projeleri Baskanlig: tarafindan FYL-
2019-8770 No’lu proje olarak desteklenen “Cesitli tek yillik bitkilerden izole edilmis
olan endofit bakterilerde siderofor iiretim potansiyelleri” bashkli yiliksek lisans
projemizde, G15S1 kod numarali endofit bakteri izolati gerek demir (Fe*™) gerekse
kobalt (Co™) ve Nikel (Ni*?) varliginda siderofor iiretme potansiyeli en yiiksek
izolatlarin baginda gelmistir. Laboratuvarimizda gerceklestirilen baska calismalarda
PGPR (Bitki Gelisimini Tesvik Edici) markdrler acisindan da kayda deger veriler ortaya
koymustur. Bu tez ¢alismasi kapsaminda G15S1 kod numarali izolatimizin farkli besi
ortamlarindaki biiyiime/morfoloji, biyokimyasal testleri, ekstraseliiler enzim iiretme
kabiliyet testleri tamamlanmistir. Ayrica izolatimizin bakir, ¢inko, mangan, civa, lityum
metallerine kars1 direncliligi test edilmis ve kat1 besi ortaminda bu metallere kars1 ortaya
koydugu Minimum Inhibisyon Konsantrasyonlart (MIK) belirlenme testleri
sonuclandirilmistir. Son olarak, izolatin tiim genom dizilemesi yapilarak dizi analizi

gergeklestirilmistir.



2. KAYNAK BILDIRISLERI

2.1 Endofit Bakteriler

Endofit bakteriler, saglikli bitkilerin kok, yaprak, tohum, siirgiin gibi dokularinin
iclerinde ya da doku aralarinda yasam dongiilerinin bir kismini/tamamini gegiren
mikroorganizmalardir (Hallman vd., 1997). Bakteriyel endofitler, konakg¢1 bitkilerin
biliylimesini tesvik eder ve ¢esitli patojenlere ve cevresel streslere karsi direnglerini
arttirtr.  Ayrica Onemli tibbi  Ozelliklere sahip ikincil metabolitlerin sentezini
diizenleyebilir ve ¢esitli biyolojik etkiler tretebilirler (Wu vd., 2021). Endofitler,
kendilerini dis ortamlarin negatif etkilerinden korumak i¢in bitkinin i¢ ortamini (yani
endosferi) benzersiz bir nis olarak kullanirlar (Senthilkumar vd., 2011).

Endofit bakteriler yasam dongiilerinin tamamint veya bir kismint saglikli
bitkilerin toprak altidaki kok dokularinda veya toprak iistiindeki tohum, yaprak, siirgiin
gibi dokularinin i¢ kisimlarinda, doku aralarinda veya doku yiizeylerinde gegiren
mikroorganizmalardir (Hallman vd., 1997).

Endofit bakteriler yasamlarini siirdiirebilme sekilllerine gore iki farkli sekilde
siniflandirilabilir. Bu siiflandirma fakiiltatif ve obligat seklindedir. Fakiiltatif endofit
bakteriler konukg¢u bitkiden ayr1 disarda bir yasam siireci gegirdigi bir siire¢ vardir.
Obligat endofit bakteriler ise yasamlarinin tamamini siirdiirebilmek i¢in kesinlikle bir
konake1 bitkiye ihtiya¢ duyarlarr (Hardoim vd., 2008).

Simbiyotik sekilde yagamlarini devam ettiren organizmalar arasinda fizyolojileri
ve yasam dongiilerinde siki bir koordinasyon olmasi gerekir (Saikkonen vd., 2004;
Reinhold-Hurek ve Hurek, 2011). Yasamlarini simbiyotik olarak yani ortaklik seklinde
devam ettiren her iki tiir yasamlarinda karsilikli fayda saglar (Aravind vd., 2010). Bu
karsilikli fayda saglanan yasam seklinde endofit bakteriler nitrojen fiksasyonu, fosfor
zenginlestirme ve fitohormonlarin sentezi yoluyla bitkilerin biiylimesini destekler
(Borah vd., 2019). Konukgusu oldugu bitkilerde endofit bakterileri diger
mikroorganizmalar ile besin rekabetinden ve ¢evresel etkenlerin sebep oldugu olumsuz
durumlardan korur (Siili vd., 2016). Endofit bakteriler bitki mikro ekosistemi i¢in ¢ok
onemli olmalarina ragmen, bakteriyel endofitlerin konuk¢usu olan bitkilerle iligkisi tam

olarak anlasilamamistir (Tiwari vd., 2013).



Endofit bakteriler, yiizey dezenfeksiyonu yapilmis olan saglikli bitkilerin kok,
govde, yaprak gibi dokularin i¢ kimlarindan izole edilebilirler (Hallmann vd., 1997,
Ryan vd., 2008; Kumar vd., 2014).

Endofit bakterilerin popiilasyonlari, patojen ve rizosferik bakteri gruplarmin
popiilasyonlarina gore diisik seviyededir (Hallmann vd., 1997; Rosenblueth ve
Martinez-Romero,2006). Endofit bakteri popiilasyonunun yogunlugunu konakgi
genotipi, konakc¢inin gelisim asamasi, cevre kosullar1 ve bakterinin tiiri gibi
degiskenlere baglidir (Pillay ve Nowak, 1997). Endofit bakterilerin kiiltiire alinabilen ve
kiiltiire alinamayan 200°den fazla sayida endofit bakteri cinsi oldugu bilinmektedir. Bu
say1 her gecen yil artmaktadir (Hallmann vd., 1997; Sessitsch vd., 2012; Sun ve Guo
2012).

Endofit bakteriler konakg¢isina saglamis oldugu faydalardan kaynakli olarak ¢ok
biiyiik bir biyoteknolojik dneme sahiptirler. Bitkinin topraga tutunarak biiylimesi ve
gelismesi i¢in yakalasik 16 elemente gereksinim duyar. Bitkilerin bu elementeleri
cevreden alip kullanilabilir forma getirmesinde en entkin gdrevi endofit bakteriler
gerceklestrir (Arachevaleta vd., 1989). Viriisler, mantarlar, bakteriler ve bdcekler
tarafindan zarar gormiis hastalikli bitkilerin tedavisinde veya saglikli bitkilerin bu
zararlilar tarafindan zarar gérmesini engellemek icin bitkiyi endofit bakteri ile asilama
calismalar1 yapilmaktadir (Sturz ve ark, 2000; Kerry, 2000; Ping ve Boland, 2004; Berg
ve Hallmann, 2006).

Mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen, mikroorganizmanin biiylimesinde,
gelismesinde, rekabet ortamindan korunmasinda, c¢ogalmasinda dolayli etkisi olan
bilesilere sekonder metabolit denilmektedir (Stamp, 2003). Endofit bakterilerde
yasamlarin1 siirdiirebilmek i¢in pek ¢ok sayida sekonder metabolit iiretmektedir. Bu
sekonder metabolitler gida, kozmetik ve ila¢ endiistrisinde onemli bir yer almaktadir

(Strobel ve Daisy, 2003; Goodstime vd., 2014).
2.2 Agir Metal Duyarhhg:
Diinya genelindeki toprak ve su kirliliginin artmasi ¢evre kirliligini ¢agimizin en

biiylik sorunlarindan biri haline getirmektedir. Agir metaller bu kirlilige sebep olan

unsurlardan bir tanesidir. Yasamakta oldugumuz cagda siirekli gelisen sanayi ve



endiistri beraberinde agir metallerin neden oldugu c¢evre kirliligini beraberinde
getirmektedir. Endiistriyel atiklardan olan bakir, civa, ¢inko ve lityum gibi agir metalleri
dogal yasam alanlarindan arindirilmasi ve dogaya vermis olduklar1 olumsuz etkilerinin
en aza indirgenmesi ¢ziimlenmesi beklenen en 6nemli sorunlardandir. Bununla beraber
gelisen biyoteknoloji ile son yillarda agir metallerin dogal habitatlardan
temizlenmesinde mantarlarin ve bakterilerin kullanimi da oldukga deger kazanmaktadir
(Hofmann vd., 2020).

Endiistriyel iiretim yapan isletmelerden dogaya birakilan agir metal yiikli atik
sular dikkatli ve uygun bir sekilde arindirilmazsa doga ve canlilar i¢in ¢ok 6nemli bir
boyutta ¢evresel bir tehdit olusturmaktadir (Verma vd., 2017). Endofit bakteriler
bizlerin yasamlarina direk fayda saglayabilecek potansiyele sahip yeni kaynaklar olarak
diisiiniilmektedir. Ekolojik kirliligin sebeplerinden bir tanesi olan agir metallerin
cevreden mikroorganizmalarin yasamlarini devam ettirmesinde kullanilmasi seklinde

tanimlanan biyoremidasyon, endofit bakterilerin sagladigi yaralardan bir tanesidir.

2.3 Tiim Genom Dizilenmesi

Siirekli gelisim halinde olan biyoloji bilimindeki en 6nemli yeniliklerden bir
tanedside DNA sekanslmasidir. Ik DNA sekans analiz calismalarinda ¢ok farkli
yontemler denenmesi sonucunda farkli DNA sekanslama teknileri bulunmustur (Wu
vd., 2015).

Lynx Therapeutics firmast 200 yilinda Massively Parallel Signature Sequencing
yontemini kullanarak ilk yeni nesil dizileme teknolojisi (Next Generayion Sequencing-
NGS) bagslatan firma olmugtur. Daha sonraki yillarda bu firmay1 Illumina firmasi satin
almistir. 454 Life Sciences Roche firmasi1 2004 yilinda pirodizileme kimyasia dayali
yeni nesil dizileme teknolojilerinin ikincisini kullanmaya sunmustur (Cock vd., 2010;
Kulski, 2015).

Yasamakta oldugumuz c¢ag boyunca devamli bir sekilde gelisme halinde olan
molekiiler biyoloji ¢aligmalar1 ve ticari olarak alinabilen dis goriinlis 6zelliklere gore
tanimlama yapan Kkitlerin iiretilmesi ve gelistirilmesine ragmen halen bir¢ok molekiiler
genetik ve mikrobiyoloji laboratuvarinda bakteri suslarinin tanimlanmasi agamasinda

zorluk yasanilmaktadir. Bir bakterinin tiim genom dizilemesi ile elde edilen



genomundaki binlerce gen arasindan 16S rRNA geni iyi bir sekilde secilmis 16S rRNA
gen dizisi biyonformatik analizler i¢in tasarlanmig veritabanlariyla karsilagtirildiginda
filogenetik bilgiye dayali tanimlama i¢in 6nemli bir gérev géormiistiir (Rossell6-Mora ve
Amann, 2001; Tindall vd., 2010).

Bir bakterinin genom verilerinin yeni nesil dizileme ile elde edilmesi 12
asamada gerceklesmektedir. Bu asamalar sirasiyla biyolojik materyalin elde edilmesi,
genomik DNA izolasyonu, DNA’nin hedef bdlgelerinin secilmesi, DNA’nin enzimatik
reaksiyola kesilerek DNA kiitliphanesinin olusturulmasi, kiitiiphaneyi olusutan DNA
parcalarinin ¢ogaltilmasi, bu DNA parcalarinin dizilenmesi, islenmemis verinin
olsturulmasi, kaynak olarak kullanilan dizinin iizerine haritalama yapilamasi, olasi
varyantlarin  analizi ve yorumlamasi son olarkda raporlanmas1 seklindedir
(Ozmerdivenli, 2017)

Endofitik bakterilere ait genomik veriler, bitkilerle simbiyotik iligki halinde olan
endofitlerin yagam sekli, dagilimi ve cesitliligi ile ilgili genleri hakkinda gii¢lii bir bilgi
kaynagidir. Bu bilgi kaynaklarindaki genomik verileri mikrobiyal takasonomide anlamli
bir hale getirmek i¢in bir¢ok teknik vardir. Bunlardan iki tanesi ¢ok onemlidir. Bir
tanesi 16S rRNA gen dizi analizi digeri ise DNA: DNA hibridizasyonu teknigidir.
(Konstantinidis ve Tiedje, 2005; Hoffman ve Decho, 1999). Bu hiicre yiizeyine bagl
halde olan enzimler bakteriye saglamis oldugu yararlardan bir taneside kullanmig
olduklar1 substrati bakterinin biiylime istekleri {izerinde hidrolize ederek bakteriye
beslenme faydasi saglamaktir (Vetter vd., 1998).

Mikroorganizmalarin tim genom verilerini yani protein kodlayan genlerin ve
rRNA gen bolgelerinin, genlerin islevlerinin tanimlanmasi1 RAST sunucusu kullanilarak
yapilmaktadir (Aziz vd., 2008).

Mikroorganizmalarin  iiretmis oldugu sekonder metabolitler insanlarin,
hayvanlarin ve bitki sagliginda hayati 6neme sahiptir. Bakteri, arkelerde ve mantarlarda
bu metabolitlerin sentezinde aktif olan genlerin analizi i¢in gelisen bilisim
teknolojilerinden olan veri madenciligi ile birlikte mikrobiyal genomda
mikroorganizmalarin sekonder metabolit sentezinde var olan genlerin ve biyosentetik
gen kiimelerinin (BGC) modiiler yapisini kullanictya sunan antSmash programi

kullanilmaktadir (Blin vd., 2021).



2.4  Eksteraseliiler (Hiicre Dis1) Enzimler

Enzimler katalizor madde olarak adlandirilan proteinlerdir. Mikroorganizmalarin
yasamlarin1 siirdiirebilmesi i¢in viicudunda birtakim reaksiyonlar meydana gelir.
Enzimler, bu reaksiyonlarin hizint artirir ve reaksiyon boyunca tiiketilmezler. Enzimler
mikroorganizma i¢in hayati 6neme sahip kimyasal reaksiyonlarin yiiksek bir seviyede
hizlanmasina yeni yollar kazandirir (Bender vd.,1984).

Bakteriler sentezledikleri enzimlerin bir kisminin hiicre icinde kullanirlar, bir
kisminida sitoplazmik membrana bagli halde bulunan ribozomlar {iretir ve membran
yolu ile hiicre disina aktarirlar (Priest, 1984). Bakterinin sentezleyip hiicre disina
aktardig1 enzim bakteri hiicresinin dis yiizeyine bagl halde de kalabilir veya ¢evreye de
birakilabilir. Bakterinin hiicresinin dis yiizeyine bagli halde olan enzimler bakteri
hiicresi icin hayati oneme sahip reaksiyonlarda katalizor gérevinde bulunarak korudugu
icin iurlin aliminda kolaylik olusur bu sayede bakteriye Oonemli bir fayda saglar
(Hoffman ve Decho, 1999). Bu hiicre ylizeyine bagli halde olan enzimler bakteriye
saglamis oldugu yararlardan bir taneside kullanmis olduklar1 substrati bakterinin
biiylime istekleri iizerinde hidrolize ederek bakteriye beslenme faydasi saglamaktir
(Vetter vd., 1998).

Endofitik bakteriler ekstraseliiler enzimleri bitkinin kok, siirgiin, tohum gibi
bolgelerinden izole edildigini gosteren ¢ok fazla sayida arastirma souglari
bulunmaktadir. Hastaliklarin tedavisinde kullanilan degerli birgok bitkide ekstraseliiler
enzimleri {ireten endofit bakteriler kesfedilmistir (Vijayalakshmi vd., 2016).

Enofit bakteriler olarak tanimlanmis olan bakterilerde huiicre dis1 enzimlerden;
lipaz, amilaz, seliilaz, proteaz, ksilanaz, pektinaz ve esteraz gibi bircok enzimi
tiretebildikleri arastirmacilar tarafindan kesfedilmistir (Sturz ve Nowak, 2000; Carrim
vd., 2006).

Amilaz enzimi, kiyafetlerin beyazlatilmasi, nisastali atiklardan oligosakkaritlerin
uzaklastirilmasi, unlu mamiillerin {retimindeki en O6nemli adim olan hamurun
mayalanmasinda, hagil sokiilmesi olarak bilinen kumas {izaerinden nisastanin
uzaklastirilmasi gibi pek ¢ok alanda kullanilmaktadir (Borchet vd., 1995; Tanaka ve
Hoshino, 1999; Gupta vd., 2003; Drauz vd., 2010).



Seliilaz enzimi, genellikle bitki hiicrelerinin yapisinda bulunur. Bakteriler
tarafindanda tiretilmektedir. Seliilaz enzimi, tekstil endiistrisinde kotlarin taglanmasi ve
kumaslarin parlatilmasinda kullanilmaktadir (McMullan vd., 2001). Gida endiistrisinde
seliilaz enzimi, hayvan yemi liretiminde, meyve suyu ve sarap iiretiminde, zeytin yagi
ekstraksiyonunda kullanilmaktadir (Menendez vd., 2015).

Ksinilaz enzimi, gida endiistrisinde bulanik haldeki meyve sularinin
bulanikliligini gidermek i¢in kullanilmaktadir. Ksinilaz, sarap iiretiminde ve unlu
mamul tiretiminde kullanilan hamurun yumsatilmasinda kullanilmaktadir (Biely, 1985).
Klorlu agarticilarin yerine kullanilacak bir alternatiftir (Kantelinen vd., 1993).

Pektinaz enzimi, meyvelerin islenmesinde, hayvan yemerinin iiretimide, kagit
endiistrisinde kullanilan bir enzimdir. Pektinazlar, ¢ay iiretimideki sorunlarin basinda
gelen kopiik olsumunu engeller. Caymn fermantasyonun gecikmesi sorununa ¢dziim
saglayarak hizlandirir ve ¢aym renk degisimi, aromasina katki saglar (Chaudhri ve
Suneetha, 2012; Praveen ve Suneetha, 2015).

Lipaz enzimi, lipitlerin gliserole ve yag asitlerine kadarki hidroliz reaksiyonunu
katalize eden enzimdir. Lipazlar, gida endiistrisinde ucuz yaglarmn kaliteli yaglara
evrilmesende, detarjan endiistrisinde ¢amasir, bulasik ve tikanmis gider borularindaki
yag kalmtilarinin giderilmesine 0zgii tasarlanan detarjanlarda kullanilmaktadir
(Nakajima vd., 2000; Nerurkar vd., 2013).

Proteaz enzimi, peptid baglarinin hidrolizini katalize edan enzimdir. Proteazlar
gida endiistrinde ekmekteki gliiteniin etkisini diizenlemektedir (Tucker ve Woods, 1995,
Miguel vd., 2013). Siit endiistrisinde, siit tiriinlerindeki alerjenik 6zelliklerin azaltimasi

ve peynirin olgunlastiriimasinda kullanilmaktadir (Thomas ve Mills, 1981).



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Bakteri izolat1

Bu c¢alismada, Van Yiiziincii Y11 Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma
Boliimii, Bakteriyoloji laboratuvarinda stoklarinda bulunan, Van ili ve civarinda, bazi
kiltlir ve yabanil tahil bitkilerinden (Poaceae familyasi) izole edilmis ve daha 6nce Van
YYU Bilimsel Arastirma Projeleri Baskanligi tarafindan FYL-2019-8770 No’lu proje
olarak desteklenen “Cesitli Tek Yillik Bitkilerden izole Edilmis Olan Endofit
Bakterilerde Siderofor Uretim Potansiyelleri” baslikli yiiksek lisans projesinde de
kullanilan G15S1 kod numarali endofit bakteri izolat1 kullanilmistir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1 Kullanilan izolat, konuk¢u ve izole edilen organ

izolat No  Izolat Kodu Konukeu izolasyon Yapilan Organ

1 G15S1 Yulaf/Albatros Siirglin

3.2. izolatin Gelistirilmesi
%20 gliserol igeren nutrient sivi besiyerinde -80°C’de saklanan saf kiiltiirlerin

gelistirilmesi i¢in  kullanilan nutrient agar (NA) besi ortaminmin Cizelge 3.2°de

verilmistir.

Cizelge 3.2 izolatlarin gelistirilmesi i¢in kullanilan nutrient agar besi ortami bilesimi

Besiyeri Bilesen Miktar (1 L, pH 7.5)
Et Oziitii 1g
Maya Oziitii 29

Nutrient Agar NaCl 5¢
Pepton 5¢g

Agar 15¢




3.3 G15S1 izolatimin Farkhi Besi Ortamlarindaki Biiyiime Profili

G15S1 izolatimin farkli besi ortamlarindaki gelisim profillerini ve morfolojik
karakterizasyonlarini olusturmak i¢in, Luria Broth agar (LB), Nutrient Broth agar (NB)
(Dogan ve Taskin, 2021), Tryptic Soy Broth agar (TSB) gibi zengin besi ortamlarinin
yani sira King’s B agar (Akkoprii, 2012) ve Potato Dextrose agar (PD) gibi ayirt edici

Ozellikleri bulunan kat1 besi ortamlar1 kullanilmistir (Cizelge 3.3).

Cizelge 3.3 Izolatlarin gelistirilmesi i¢in kullanilan besi ortamlar1 ve bilesenleri

Besiyeri Bilesen Miktar (1 L, pH 7.5)
Et Oziitii 1g
Maya Oziitii 24
Nutrient Broth Agar NaCl 590
Pepton 509
Agar 15¢
Besiyeri Bilesen Miktar (1 L, pH 7.5)
Tripton (Tryptone) 10g
Luria Broth Agar Maya Qzith >9
NaCl 109
Agar 15¢
Besiyeri Bilesen Miktar (1 L, pH 7.5)
Tripton (Tryptone) 179
Tryptic Soy Broth Agar PePton (Soybean) 39
Glikoz 25¢
NaCl 50
K,HPO, 259
Agar 159
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Cizelge 3.3 izolatlarin gelistirilmesi i¢in kullanilan besi ortamlari ve bilesenleri (devam)

Besiyeri Bilesen Miktar (1 L, pH 7.5)
Pepton 209
Gliserol 10 mL
King’s B Agar KoHPO, 15¢g
MgSO, 15¢g
Agar 159
Besiyeri Bilesen Miktar (1 L, pH 7.5)
Patates infiizyonu 200 ¢
Potato Dextrose Agar
Dekstroz 20 ¢
(PDA)
Agar 209

3.4 Gram Boyama

Gram boyama yapmak i¢in hazirlanmis bakteri preparatinin {izerine Kristal
viyole boyas1 damlatilip 1 dakika beklenmistir. Preparata iyot (lugol) ¢ozeltisi
damlatilarak 1-2 dakika bekletilip, distile su ile yikanarak lugol c¢dozeltisi
uzaklastirilmigtir. Preparatin iizerine %96'lik etil alkol damlatilarak 15-30 saniye
beklenmis, distile su ile yikanmis ve karsit boya olarak safranin damlatilarak 1 dakika
bekletilmistir. Preparat distile su ile yikanarak kurumaya birakilmistir. Lamel {izerine
immersiyon yagi damlatilarak 100'liikk objektifle incelenmistir. Mor renkli bakteriler
Gram pozitif, pembe-kirmizi renkli bakteriler ise gram negatif olarak

degerlendirilmistir.

3.5 Biyokimyasal Karakterizasyon

Calismada besiyeri ortaminda izole edilen ve G15S1 bakteri izolat kiiltiirleri
fenotipik identifikasyon amaciyla Microgen ve API ticari kitleri (GNA-GNB)
kullanilarak fenotipik (biyokimyasal) 6zellikleri belirlenmistir. Besiyerinde 25 °C’ de
48 saat inkiibasyonun ardindan McFarland 0.5 optik dansiteye ayarlanan bakteriler kit

icerisindeki kiipiillere inokiile edilerek 25 °C’de 48 saat inkiibasyona birakilmislardir.
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Inkiibasyon sonrasinda mikrogen ve API firmasinin okuma tablosuna gére sonuglar

pozitif ve negatif olarak degerlendirilmistir (Onalan ve Cevik, 2018).

3.6 Ekstraseliiler Enzim Aktivitesi Belirlenmesi

Tiim 6l¢iim deneyleri dorder tekrarli olacak sekilde yapilmistir.

3.6.1 Proteaz Enzimi Aktivitesinin Belirlenmesi

Proteaz aktivitesi Carrim vd. (2006)’nin bildirmis oldugu yontemde bazi
degisiklikler yapilarak belirlenmistir. Proteaz enzimi lretimi i¢in %1 (g/l) yagsiz siit
tozu iceren Nutrient Agar hazirlanmistir. Bunun igin siit tozu disindaki besiyeri
icerikleri distile suda ¢oziildiikten 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 besi ortamina aseptik kosullarda ilave edilerek iyice
karistirilmistir. Daha sonra esit hacimlerde (20 ml) steril petrilere dokiilerek katilasmasi
beklenmstir. Cozilinebilir siit tozu igeren proteaz ortamlarina nokta seklinde ekilen
izolat, 25°C’de 2-3 giin inkiibasyona birakilmistir. Koloni etrafinda seffaf bir zon

olusumu proteaz aktivitesi pozitif olarak degerlendirilmistir.

3.6.2 Amilaz Enzimi Aktivitesinin Belirlenmesi

Amilaz aktivitesi Hankin ve Anagnostakis (1975)’in bildirmis oldugu yontemde
baz1 degisiklikler yapilarak belirlenmistir. Amilaz enzimi iiretimi i¢in %1 ¢oziinebilir
nisasta iceren Nutrient Agar hazirlanmistir. Cozilinebilir nigasta iceren amilaz
ortamlarma nokta seklinde ekilen sus 25°C’de 2 giin inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonunda petriye liigol ¢ozeltisi (%]1°lik iyot ¢ozeltisi) dokiilerek boyama
islemi gergeklestirilmistir. Amilaz aktivitesine sahip izolatta koyu mavi zemin tizerinde

koloni ¢evresinde seffaf bir zon olusumu amilaz pozitif olarak degerlendirilmistir.
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3.6.3 Lipaz Enzimi Aktivitesinin Belirlenmesi

Lipaz aktivitesi Hankin ve Anagnostakis (1975)’in bildirmis oldugu yontemde
baz1 degisiklikler yapilarak belirlenmistir. Oncelikle lipaz aktivitelerinin belirlenmesi
amaciyla lipaz ortami1 hazirlanmistir. Lipaz ortami su igeriklerden olusmustur (g/l):
Nutrienth Broth 8 g, CaCl, H,O 0.1 g, agar 15 g, pH 6.0 ve 20 ml Tween 20. Lipaz
ortami 121°C°de 15 dakika sterilize edildikten sonra besiyeri igeriklerinden ayr1 olarak
sterilize edilen Tween 20 lipaz ortamlarina ilave edilerek iyice karistirllmistir. Daha
sonra hazirlanan bu besiyerleri petrilere yaklasik 20 ml olacak sekilde dokiilmiistiir.
izolatin lipaz aktivitesinin belirlenmesi amaciyla lipaz ortamlarma nokta ekimi yapilmis
ve izolat gelisme sicakliginda 2-3 giin inkiibe edilmistir. Koloni ¢evresinde agik renkte

opak zon olusumu lipaz pozitif olarak degerlendirilmistir.

3.6.4 Seliilaz Enzimi Aktivitesinin Belirlenmesi

Seliilaz aktivitesi Amore vd. (2015)’nin bildirmis oldugu yontemde bazi
degisiklikler yapilarak belirlemistir. Oncelikle seliilaz aktivitelerinin belirlenmesi
amaciyla seliilaz ortam1 hazirlanmistir. Seliilaz ortami su igeriklerden olusmustur (g/1):
NaNO; 1 g, K;HPO4 1 g, KCI 1 g, MgSO,4 0.5 g, yeast extract 0.5 g, glucose 1 g,
Karboksimetilseliiloz (CMC) 5 g, Agar 15 g Seliilaz ortaminda yer alan bilesenlerin
distile suda tamamen ¢oziilmesinden sonra ortam 121°C’de 15 dakika sterilize
edilmistir. Sterilizasyondan sonra hazirlanan besi ortamlar1 esit hacimlerde (20 ml)
steril petrilere dokiilmiistiir. Izolatin seliilaz aktivitesinin belirlenebilmesi igin seliilaz
ortamina nokta ekimi yapilmis ve 25°C’de 5-8 giin inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonunda petrilere nce %0.2’lik (W/v) Kongo kirmizis1 ¢ozeltisi dokiilerek
20 dakika oda sicakliginda beklenmistir. Daha sonra ise petriler 5 M NaCl ¢d6zeltisi
ilave edilerek yikanmis ve 30 dakika oda sicakliginda bekletilmislerdir. Kirmizi zemin
tizerinde, koloni c¢evresinde agik sari renk zon olusumu pozitif sonu¢ olarak

degerlendirilmistir.
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3.6.5 Ksilinaz Enzimi Aktivitesinin Belirlenmesi

Ksilanaz aktivitesi Amore vd. (2015)’nin bildirmis oldugu yontemde bazi
degisiklikler yapilarak belirlenmistir. Oncelikle ksilanaz aktivitelerinin belirlenmesi
amaciyla ksilanaz ortami hazirlanmigtir. Ksilanaz ortami su igeriklerden olugmustur
(g/l): NaNO; 1 g, K,HPO, 1 g, KCI 1 g, MgSO, 0.5 g, yeast extract 0.5 g, glucose 1 g,
agar 15 g, Ksilan 5 g. Ksilanaz ortamimnin 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 kirmizisi ¢ozeltisi dokiilerek 20 dakika siireyle
boyama islemi gerceklestirilmigtir. Boyama siiresinin sonunda fazla boyanin
uzaklagtirilmasi icin petriye 5 M NaCl ¢ozeltisi eklenerek 30 dakika oda sicakliginda
bekletilmistir. Kirmiz1 zemin {izerinde koloni ¢evresinde agik renkte zon olusan suslar

pozitif olarak degerlendirilmistir.

3.6.6 Pektinaz Enzimi Aktivitesinin Belirlenmesi

Pektinaz aktivitesi Kobayashi vd. (1999)’nin bildirmis oldugu ydntem
kullanilarak belirlenmistir. Oncelikle pektinaz aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla
pektinaz ortami hazirlanmistir. Pektinaz ortami su igeriklerden olusmustur (g/1): Maya
ekstrakt1 2 g, Amonyumsiilfat 2 g, Na,HPO, 6 g, KH,PO, 3g, Pektin 5 g, Agar 15 g.
Pektinaz ortaminin icerikleri distile suda ¢oziildiikten sonra, ortam 121°C’de 15 dakika
sterilize edilmistir. Steril besiyeri aseptik kosullarda petrilere 20’ser ml dokiilerek
katilasmas1 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 c¢evresinde seffaf zon olusumu meydana gelen suslar pozitif olarak

degerlendirilmistir.
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3.7 Bakir (Cu), Cinko (Zn), Mangan (Mn), Civa (Hg), Lityum (Li) Metallerinin
G15S1 1izolati Uzerindeki Minimum inhibisyon Konsantrasyon (MIC)

Degerlerinin Belirlenmesi

Izolatin her bir metal iyonu i¢in Minimum Inhibitér Konsantrasyon (MIK)
degerleri, kat1 besi ortamindaki agir metal konsantrasyonlari izolat biiyliyemeyene kadar
kademeli olarak artirilarak belirlenmistir (Atbas, 2022). Bunun i¢in mangan, bakir,
cinko, lityum ve civa stok soliisyonlar1 hazirlanmis, filtrasyon yontemi ile
sterilizasyonlar1 saglanmis ve nutrient agar kati besiyerine eklenerek, farkli
konsantrasyonlarda agir metal igeren kati besi ortamlar1 hazirlanacaktir.

Izolatlarin her bir metal iyonu igin Minimum Inhibitér Konsantrasyon (MIC)
degerleri, kati besiyeri ortamindaki agir metal konsantrasyonlar1 izolatlar
biiyiiyemeyene kadar kademeli olarak artirilarak belirlenmistir. Bunun i¢in HgCl,, LiCl,
CuSO45H,0, ZnS0O,4 7H,0 ve MnCl,4H,0 stok soliisyonlari hazirlanarak, filtrasyon
yontemi ile sterilizasyonlar1 saglanmistir (Cizelge 3.4, Sekil 3.1). Bakir i¢in, 0.1 mM
araliklarla 0 mM-2 mM arasinda CuSO, igeren mangan i¢in 0.1 mM araliklarla 0 mM-2
mM arasinda MnCl; igeren, lityum i¢in yine 0.1 mM araliklarla 0 mM-8 mM arasinda
LiCligeren, civa i¢in 0.01 mM araliklarla 0 mM-0.1 mM arasinda HgCl; igeren ve ¢inko
icin 0.1 mM araliklarla 0 mM-1 mM arasinda ZnSO, igeren besi ortamlari
kullanilmistir. Metallerin ilgili konsantrasyonlarim1 iceren NA besi ortamlarini
hazirlamak i¢in, otoklav yolu ile sterilize edilmis ve 60-70 °C ye kadar sogutulmus besi
ortamlarina gerekli hacimde alinan 1lgili metal stogu eklenmis ve karistirilarak aseptik
kosullarda petrilere dokiilmiistir. EB izolatinin 10°  cfu/ml yogunlugunda
stispansiyonlar1 hazirlanmistir. Bu siispansiyonlardan 20 ul alinarak hazirlanan NA besi
ortamina birbirinden esit uzakliktaki noktalara damlatma yolu ile ekimler yapilmistir. 5
giinliik inkiibasyondan sonra bile izolatlar petrilerde biiylimediginde MIC degerleri not

edilmistir. Tiim Ol¢iim deneyleri dorder tekrarli olacak sekilde yapilmistir.
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Cizelge 3.4 Metal stok soliisyonlar1

Soliisyon Bilesen Miktar (20 mL, 0.1 M)
MnCl,.4H,0 (MW=197,91 MnCl; 03959
g/mol) dH,0 20 mL
Soliisyon Bilesen Miktar (20 mL, 0,1 M)
HgCl, (MW=271,50 HgCl, 0.543 ¢
g/mol) dH,0 20 mL
Soliisyon Bilesen Miktar (20 mL, 0.1 M)
LiCl 0.084 g
LiCl (MW=42,39 g/mol)
dH,0 20 mL
Soliisyon Bilesen Miktar (20 mL, 0.1 M)
CuS04.5H;0 CusOq 05049
(MW=249,69 g/mol) dH,0 20 mL
Soliisyon Bilesen Miktar (20 mL, 0.1 M)
ZnSO4.7H20 ZnS0O4 0.575 g
(MW=287,56 g/mol) dH,O 20 mL

Sekil 3.1 Soldan saga dogru sirasiyla Cinko (0.1 M), Bakir (0.1 M), Lityum (0.1 M),

Civa (0.1 M) ve Mangan (0.1 M) stok soliisyonlar1

16



3.8 Tim Genom Dizileme ve Analizi

Izolatlarn tiim genom dizilemesi hizmet alimi yolu ile gergeklestirilmistir

(MicrobesNG, https://microbesng.com/). Tim genom Illumina HiSeq 2500 yeni nesil

dizileme platformu kullanilarak hizmet alimi ile dizilenmistir. Tiim genom dizi verisi

BV-BRC (Bacterial and Viral Bioinformatics Resource Center) (https://www.bv-

brc.org/) sunucusunda birlestirildikten sonra NCBI veri tabanina yiiklenerek erisim

numarast alinmistir. Genom dizisinin anotasyonu RAST (https://rast.nmpdr.org/) (Aziz

vd. 2008) sunucusunda yapilarak protein ve islevsel RNA kodlayan dizileri
belirlenmistir. Biyosentetik gen kiimelerinin tahminleri antiSMASH versiyon 6.0'da
(Blin vd. 2021), antibiyotik direngliligi ile iliskili genlerinin tespiti ARTS sunucusunda
(https://arts.ziemertlab.com/analyze) (Mungan vd. 2020) yapilmistir. Daha kapsamli bir

filogenetik analiz i¢in, izolatlarin genom dizileri Type Strain Genome Server'a (TYGS)

(https://tygs.dsmz.de/) (Meier-Kolthoff vd., 2019) yiiklenerek tim genom dizisine

dayanan bir filogenetik agac olusturulmustur. Ayrica, tim genom dizisi kullanilarak
izolatlarin veritabanlarindaki mikroorganizmalarla olan uzakligi dijital DNA-DNA

hibridizasyon (dDDH) (https://ggdc.dsmz.de/) analizi ve ortalama niikleotid 6zdeslik

degeri (ANI) hesaplanmasiyla (https://jspecies.ribohost.com/jspeciesws/) tespit

edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1 G15S1 izolatinin Farkh Besi Ortamlarindaki Biiyiime Profili

G15S81 izolatinin farkli besi ortamlarindaki gelisim profillerini ve morfolojik
karakterizasyonlarini olusturmak icin, Luria Broth agar (LB), Nutrient Broth agar (NB)
(Dogan ve Taskin, 2021), Tryptic Soy Broth agar (TSB) gibi zengin besi ortamlarinin
yani sira King’s B agar (Akkoprii, 2012) ve Potato Dextrose Agar (PDA) gibi ayirtedici
ozellikleri bulunan kati1 besi ortamlart kullanilmistir.

Yapilan deneyler G15S1 izolatinin en verimli ve hizli bir sekilde TSB agar besi
ortaminda gelistigi gézlemlenmistir. Bu besi ortamlarini sirasi ile NB agar, King’s B
agar, LB agar besi ortamlar1 izlemis ve izolatin bu {i¢ besi ortaminda benzer gelisme
profili ortaya koymus olmasina ragmen NB agar besi ortaminin az da olsa daha iyi bir
performans gosterdigi gozlemlenmistir. Izolatin en az gelisim gosterdigi besi ortami

PDA olmustur (Sekil 4.1).

Sekil 4.1 G15S1 izolatinin sirasi ile TSB (A), NB (B), King’s B (C), LB (D) ve PD (E)
agar besi ortamlarinda 25 °C’de 48 saat inkiibasyon sonrasi gosterdigi
gelisim profilleri



4.2 Gram Boyama

Gram boyamasi sonucunda G15S1 hiicrelerinin Gram (+) ve kok morfolojisine

sahip oldugu ortaya konmustur (Sekil 4.2).

Sekil 4.2 G15S1 izolatinin gram boyamasi. Goriintii 151k mikroskobu altinda 100X
bliylitme ile alinistir

4.3 Biyokimyasal Aktivite Testleri

Calismada, G15S1 bakteri izolat kiiltiirlerinin fenotipik tanimlama amaciyla
Microgen ve API ticari kitleri (GNA-GNB) kullanilarak fenotipik (biyokimyasal)
ozellikleri belirlenmistir (Onalan ve Cevik, 2018). Besiyerinde 25°C’de 48saat
inkiibasyonun ardindan McFarland 0.5 optik dansiteye ayarlanan bakteriler kit
icerisindeki kiipiillere inokiile edilerek 25°C’de 48 saat inkiibasyona birakilmislardir
(Sekil 4.3 ve Sekil 4.4). Inkiibasyon sonrasinda mikrogen ve API firmalarinin okuma
tablosuna gore sonuglar pozitif ve negatif olarak degerlendirilmistir (Cizelge 4.1,

Cizelge 4.2).
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Sekil 4.3 G15S1 bakteri izolatinin fenotipik tanilama amaciyla Microgen ticari Kkiti
(GNA-GNB) kullanilarak gergeklestirilen fenotipik (biyokimyasal) test sonug
fotografi

ekil 4.4 G15S1 bakteri izolatinin fenotipik identifikasyon amaciyla API ticari kiti
P y y
(GNA-GNB) kullanilarak gerceklestirilen fenotipik (biyokimyasal) test sonug
fotografi

Cizelge 4.1 G15S1 bakteri izolatinin fenotipik tanilama amaciyla Microgen ticari kiti
(GNA-GNB) kullanilarak gergeklestirilen fenotipik (biyokimyasal) test
sonuglar1. (+): Pozitif Aktivite, (-): Negatif Aktivite

Biyokimyasal GNA Strip  Biyokimyasal GNB Strip
Testler Testler

Lysine - Gelatin +
Ornithine - Malonate -
H,S - Inositol -
Glucose + Sorbitol -
Mannitol - Rhamnose -
Xylose - Sucrose +
ONPG - Lactose -
Indole - Arabinose +
Urease + Adonitol -
VP - Raffinose -
Citrate + Salicin -
TDA - Arginine -
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Cizelge 4.2 GI15S1 bakteri izolatinin fenotipik tanilama amaciyla API ticari kiti
kullanilarak gerceklestirilen fenotipik (biyokimyasal) test sonuglari. (+):
Pozitif Aktivite, (-): Negatif Aktivite

Biyokimyasal Sonu¢ Biyokimyasal Sonug¢
Testler Testler

ONPG - Mannitol (MAN) -
Arginine (ADH) - Inositol (INO) -
Lysine (LDC) - Sorbitol (SOR) -

Ornithine (ODC) Rhamanose (RHA) -

+ 1

Citrate (CIT) Sucrose (SAC) +
Thiosulfate (H,S) - Melibiose (MEL) -
Urease (URE) + Amygdalin (AMY) -
Tryptophane (TDA) + Arabinose (ARA) -
Indol (IND) - Nitrate reduction -
(NIT)

Voges-Proskauer - Gelatinase (GE) +
(VP)

Glucose (GLU) +

4.4 Ekstraseliiler Enzim Aktivite Testleri

Bakteri izolat1 proteaz, lipaz, amilaz, pektinaz, ksilanaz ve seliilaz enzimlerini
iiretebilme yetenekleri agisindan nitel olarak incelenmistir. Izolatin ilgili ayirt edici besi
ortamlarinda test edilen enzimlerin hig¢birini Uretemedigi gozlemlenmistir (Sekil 4.5,

Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3 GI15S1 bakteri izolatinin ekstraseliiler enzim aktiviteleri. (+): Pozitif
Aktivite, (-): Negatif Aktivite

Izolat Amilaz Proteaz Seliilaz Ksilinaz ~ Pektinaz Lipaz
G15S1 - - - - - -
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Sekil 4.5 G15S1 bakteri izolatinin ekstraseliiler enzim aktivite testlerini gosteren 6rnek
fotograflar. A) Seliilaz, B) Proteaz, C) Lipaz, D) Amilaz, E) Pektinaz, F)
Ksilinaz

4.5 Bakir (Cu), Cinko (Zn), Mangan (Mn), Civa (Hg), Lityum (Li) Metallerinin
G15S1 izolati Uzerindeki Minimum Inhibisyon Konsantrasyon (MIC)

Degerlerinin Belirlenmesi

Metallerin MIC degerlerini belirleyebilmek igin izolatlar belirli konsantrasyonlar
da ilgili metal soliisyonu igeren Nutrient Broth Agar (NBA) besiyeri yiizeylerine,
birbirine esit uzaklikta olacak sekilde nokta ekim teknigi ile inokiile edilmislerdir (Sekil
1). Sonrasinda petriler 72 saat siire ile 25°C de inkiibasyona birakilmis ve bu siireg
sonunda koloni biiylimesinin gergeklesip gerceklesmedigi goézlemlenmis ve ¢izelge
olusturulmustur (Cizelge 4.4-8). Bu amag¢ dogrultusunda hazirlanan stok metal
soliisyonlar1 filtrasyon yolu ile sterilize edilmis ve steril NBA besiyerlerine aseptik
olarak ayrica eklenmistir.

Bakir (Cu) i¢in, 0.1 mM araliklarla 0-2 mM arasinda CuSO, igeren besi
ortamlarinda G15S1 izolatinin koloni gelisim profilleri ortaya konmustur. Sonuglar 1.5
mM ve iistii CuSQy igeren besi ortamlarinda izolatin gelisemedigini ortaya koymustur.

(Cizelge 4.4).
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Mangan (Mn) i¢in, 0.1 mM araliklarla 0-2 mM arasinda MnCl; igeren besi
ortamlarinda G15S1 izolatinin koloni gelisim profilleri ortaya konmustur. Sonuglar 1.0
mM ve istii MnCl; iceren besi ortamlarinda izolatin gelisemedigini ortaya koymustur.
(Cizelge 4.5).

Cinko (Zn) i¢in, 0.1 mM araliklarla 0-1 mM arasinda ZnSO, igeren besi
ortamlarinda G15S1 izolatinin koloni gelisim profilleri ortaya konmustur. Sonuglar 0.2
mM ve lstli ZnSO; iceren besi ortamlarinda izolatin gelisemedigini ortaya koymustur.

(Cizelge 4.6).

Sekil 4.6 Cesitli konsantrasyonlardaki Li (A), Zn (B), Cu (C), Hg (D) ve Mn (E)
metallerinin izolatlar {izerindeki inhibisyon etkisini gosteren Ornek petri
fotolar1
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Civa (Hg) i¢in, 0.01 mM araliklarla 0-0.1 mM arasinda HQCl, iceren besi
ortamlarinda G15S1 izolatinin koloni gelisim profilleri ortaya konmustur. Sonuglar 0.04
mM ve istii HgCl, iceren besi ortamlarinda izolatin gelisemedigini ortaya koymustur.
(Cizelge 4.7).

Lityum (Li) i¢in, 0.1 mM araliklarla 0-8 mM arasinda LiCl igeren besi
ortamlarinda G15S1 izolatinin koloni gelisim profilleri ortaya konmustur. Sonuglar 6.9
mM ve Ustii LiCl iceren besi ortamlarinda izolatin gelisemedigini ortaya koymustur.

(Cizelge 4.8).
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Cizelge 4.4 Bakir (Cu) metalinin farkli konsantrasyonlarinin G15S1 izolatinin tizerinde gosterdigi inhibisyon etkisi. +++: Giiglii Biiyiime
Var, ++: Biiylime Var, +: Zayif Biiylime Var, -: Biiylime Yok

Bakiar (Cu)

Konsantrasyonu 0 0,5 1 1,1 1,2 1,3 1,4 15 1,6
(mM)

G15S1 ++++ H++ ++ ++ ++ + + - -

Cizelge 4.5 Mangan (Mn) metalinin farkli konsantrasyonlarinin G15S1 izolatinin iizerinde gosterdigi inhibisyon etkisi.+++: Gii¢lii Biiylime
Var, ++: Bllyiime Var, +: Zayif Biiylime Var, -: Biiyiime Yok

Mangan (Mn)
Konsantrasyonu 0 0,5 0,9 1 1,1 1,2 1,3 1,4 15
(mM)

G15S1 +++ ++ + - - - - - -




L

Cizelge 4.6 Cinko (Zn) metalinin farkli konsantrasyonlarinin G15S1 izolatinin iizerinde gdsterdigi inhibisyon etkisi. +++: Giiglii Biiyiime
Var, ++: Biiylime Var, +: Zayif Biiylime Var, -: Biiylime Yok

Cinko (Zn)

Konsantrasyonu 0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8
(mM)

G15S1 +++ ++ - - - - - - -

Cizelge 4.7 Civa (Hg) metalinin farkli konsantrasyonlarinin G15S1 izolatinin iizerinde gosterdigi inhibisyon etkisi. +++: Gliglii Biiylime
Var, ++: Biiylime Var, +: Zayif Bliylime Var, -: Biiylime Yok

Civa (Hg)
Konsantrasyonu 0 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06 0.07
(mM)

G15S1 +++ ++ ++ ++ - - - -




8¢

Cizelge 4.8 Lityum (Li) metalinin farkli konsantrasyonlarinin G15S1 izolatinin iizerinde gosterdigi inhibisyon etkisi. +++: Gii¢lii Biiylime
Var, ++: Biiylime Var, +: Zayif Biiylime Var, -: Biiylime Yok

Lityum (Li) 0 1 2 3 4 5 6 62 64 66 68 69 7
Konsantrasyonu

(mM)

e T o s o T o S




4.6 G15S1’in Genom Ozellikleri

G15S1 izolatinin tim genom verileri GenBank’a JARWBNO000000000 erisim
numarast altinda yiiklenmistir. Genom verilerinin agimlamasi (annotation) RAST
sunucusunda gergeklestirilmistir (https://rast.nmpdr.org/rast.cgi). Genom boyutunu ve
genom G+C igerigi sirasiyla 2.2 Mb (2216911 bp) ve %31.4 olarak belirlenmistir.
Izolatin tamamlanan genomunun 2199 protein ve 68 adet RNA kodladig: ortaya
konmustur. Genomun biiyiik bir kisminin amino asitlerin ve tiirevlerinin sentezi ve
metabolizmasina yonelik genleri kodladigi goriiliirken, izolat viriilans, hastalik ve
antibiyotiklere ve toksik bilesiklere diren¢ dahil savunma 6zelliklerinden sorumlu 44
geni kodladig goriilmiistiir. izolat genomunun, kofaktérler, vitaminler, prostetik gruplar
ve pigmentler i¢in 90 geni kodladigi, ayrica genomun, izolatin farkli ortamlara
dayaniklilik ve adaptasyon potansiyelini gosteren stres yanitiyla ilgili 29 adet gen
icerdigi belirlenmistir (Sekil 4.7).

Subsystem Statistics {Features in Subsystems‘

Subsystem Coverage Subsystem Category Distribution Subsystem Feature Counts

@ M Cofactors, Vitamins, Prosthetic Groups, Pigments (90)
@ M Cell Wall and Capsule (34)
@ WM Virulence, Disease and Defense (44)

@ M Potassium metabolism (3)

@ M Photosynthesis (0)

Miscellaneous (10)

@ W Phages, Prophages, Transposable elements, Plasmids (6)
Membrane Transport (34)

@ M Iron acquisition and metabolism (31)
RNA Metabolism (36)

@ M Nucleosides and Nucleotides (73)
Protein Metabolism (152)

m M Cell Division and Cell Cycle (5)

Motility and Chemotaxis (0)

@ M Regulation and Cell signaling (28)

m  Secondary Metabolism (5)

DNA Metabolism (56)

@ M Fatty Acids, Lipids, and Isoprenoids (45)
@ M Nitrogen Metabolism (18)

@ @ Dormancy and Sporulation (8)

@ M Respiration (18)

@ | Stress Response (29)

Metabolism of Aromatic Compounds (3)
Amino Acids and Derivatives (207)
Sulfur Metabolism (4)

Phosphorus Metabolism (13)
Carbohydrates (154)

pEDEE

Sekil 4.7 G15S1 izolatinin RAST sunucusu tarafindan olusturulan genom agimlamasi
(annotation) (https://rast.nmpdr.org/rast.cqi)

29


https://rast.nmpdr.org/rast.cgi)

4.7 G15S1 Izolatinin Filogenetik Analizi

Tim genom tabanli ve 16S rRNA gen tabanh filogenetik agaclar, TYGS
(https://tygs.dsmz.de/) kullanilarak olusturulmustur. Tim genom tabanli filogenetik
agacta (Sekil 4.8), G15S1, Staphylococcus hominis NCTC 11320, Staphylococcus
hominis subsp. novobiosepticus CCUG 42399 ve Plantactinospora veratri CGMCC
4.7143 ile birlikte kiimelenirken, Staphylococcus pragensis CCM 8529, Staphylococcus
petrasii subsp. jettensis CCUG 62657, Staphylococcus taiwanensis NTUH-S172 ile
daha biiyiik bir kiime olusturdugu goriilmektedir. Benzer bir semayr 16S rRNA gen
tabanli filogenetik aga¢ da yansitmaktadir (Sekil 4.9).

Izolat ile yakin filogenetik komsular1 arasindaki dijital DNA-DNA hibridizasyon
(dDDH) degerleri de TYGS kullanilarak belirlenmistir. izolatin Staphylococcus hominis
NCTC 11320 susu ile vermis oldugu dDDH degeri %92.9 olup, bu da G15S1 izolatinin

Staphylococcus hominis tiirii i¢inde yer alan alt tiir oldugunu gostermektedir (Sekil 4.8).

4.8. Biyoaktif Sekonder Metabolitler i¢in izolat G15S1'in Biyosentetik Potansiyeli

Biyoaktif ikincil metabolit kodlayan gen kiimelerini belirlemek ig¢in izolatin
genomu antiSMASH versiyon 6.0 (Blin vd., 2021) algoritmast kullanilarak analiz
edilmistir. Izolat genomu, terpen, cyclic-lactone-autoinducer ve sideroforlar1 kodlayan
gen kiimelerine sahiptir (Sekil 4.10). Izolat genomu, daha 6nce tanimlanmis olan
staphyloferrin A tipi siderofor gen kiimesi ile %75 benzerlik tasiyan gen kiimesine
sahiptir. Ayrica izolat genomunun, cyclic-lactone-autoinducer gen kiimesi ile %4
benzerlik tasiyan ve bilinen terpen gen kiimeleri ile benzerlik tasimayan bir adet terpen

gen kiimesine de sahip oldugu ortaya konmustur.
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Staphylococeus lugdunensisNETE 12217

Staphylococeus pasteuri DSM 10656

[ | [ | [ | [ | Species cluster

Subspecies cluster

Percent G+C
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Protein count

Sekil 4.8 Genom verilerinden ¢ikarilan GBDP mesafelerinden FastME 2.1.6.1 (Lefort
vd., 2015) algoritmasi ile olusturulan tim genom tabanli izolat filogenetik
agact. Dal (branch) uzunluklari, GBDP mesafe formiilii d5 cinsinden
Olgeklendirilmistir. Dallarin tizerindeki sayilar, ortalama dal destegi %89.1
olan ve %60’ tan biiytlik (100 tekrar) GBDP pseudo-bootstrap degerleridir.
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Sekil 4.9 16S rDNA gen dizilerinden hesaplanan GBDP mesafelerinden FastME 2.1.6.1
(Lefort vd., 2015) algoritmasi ile olusturulan 16S rRNA tabanli filogenetik

aga¢c. Dal (branch) uzunluklari, GBDP mesafe formiilii

d5 cinsinden

Ol¢eklendirilmistir. Dallarin iizerindeki sayilar, ortalama dal destegi %89.1
olan ve %60’ tan biiytlik (100 tekrar) GBDP pseudo-bootstrap degerleridir.
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antiSMASH version 7.0.0beta2-86685d9d

Select genomic region:

40verview 21 }

Identified secondary metabolite regions using strictness 'relaxed’

Assembled_G15S1_contig_2 ]
\ - #
| — :
Region Type From To Most similar known cluster Similarity
Region 2.1 T3PKS & 417,722 458,894
LWl Ni-siderophore & 768,874 782,788  staphyloferrin A®  Other:Non-NRP siderophore 75%
Assembled_G15S1_contig_3 ]
}—* |
Region Type From To Most similar known cluster Similarity
SER[RN  cyclic-lactone-autoinducer & 14,717 35,426  kijanimicin & Polyketide 4%

No secondary metabolite regions were found in these records:
Assembled_G15S1_contig_1
Assembled_G1581_contig_4
Assembled_G1581_contig_5
Assembled_G1581_contig_6
Assembled_G15S1_contig_7
Assembled_G15S1_contig_8
Assembled_G15S1_contig_9
Assembled_G1581_contig_10
Assembled_G1581_contig_11

Sekil 4.10 Biyoaktif ikincil metabolit kodlayan gen kiimelerini belirlemek i¢in izolatin
genomu antiSMASH versiyon 6.0 (Blin vd., 2021) algoritmasi kullanilarak
analiz sonucu
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu tez caligmasi, daha once “Cesitli tek yillik bitkilerden izole edilmis olan
endofit bakterilerde siderofor iiretim potansiyelleri” baglikli yiiksek lisans projemizde,
gerek demir (Fe*®) gerekse kobalt (Co*?) ve Nikel (Ni*?) varliginda siderofor iiretme
potansiyeli en yiiksek izolatlarin basinda gelen, ayni zamanda laboratuvarimizda
gerceklestirilen baska calismalarda PGPR (Bitki Gelisimini Tesvik Edici) markdrler
acisindan da kayda deger veriler ortaya koyan G15S1 kod numarali endofit bakteri
izolatinin tiim genom dizileme ve biyokimyasal/fenotipik karakterizasyon yolu ile
incelenmesi merkezinde yapilan bir ¢aligmadir.

Endofit bakteriler, saglikli bitkilerin ¢ok gesitli dokularinin i¢lerinde ya da doku
aralarinda yasamlarmin bir kismini/tamamini gecgiren mikroorganizmalardir (Hallman
vd., 1997). Bu simbiyotik organizmalarin evrimi, konukcu ve konak arasinda pek g¢ok
acidan koordinasyon gerektirir (Saikkonen vd., 2004; Reinhold-Hurek ve Hurek, 2011)
ve ortaya ¢ikan ortaklik her iki tiire de fayda saglar (Aravind vd., 2010). Bu sayede ev
sahibi bitkiler endofitleri barindirir ve korur, karsiliginda bakteriler tarafindan saglanan
nitrojen fiksasyonu, fosfor zenginlestirme ve fitohormonlarin sentezi bitkilerin
biiylimesini destekler ve tesfik eder (Borah vd., 2019).

Genom verilerinin agimlamasi (annotation) RAST sunucusunda gergeklestirilen
(https://rast.nmpdr.org/rast.cgi) G15S1 izolatinin yakin filogenetik komsular1 arasindaki
dijital DNA-DNA hibridizasyon (dDDH) degerleri sonucunda, izolatin Staphylococcus
hominis NCTC 11320 susu ile vermis oldugu dDDH degeri %92.9 oldugu tespit
edilmistir. Bu deger G15S1 izolatinin Staphylococcus hominis tiirii iginde yer alan bir
alt tiir oldugunu acikga ortaya koymustur.

Staphylococcus hominis, Gram-pozitif bir nozokomiyal (hastane kaynakli)
patojendir ve kiiresel hiicrelerden olusan stafilokok cinsinin bir tiyesidir (Abdalla vd.,
2013). Insan ve hayvan derisi igin zararsiz olmasina ragmen, bagisiklig1 baskilanmis
hastalarda potansiyel olarak kan dolagimi enfeksiyonlarina neden olur. Koagiilaz negatif
stafilokoklar (CON'ler) arasinda S. homins, hastanede yatan hastalarin kanindan en gok
tanimlanan {i¢ izolattan biridir (Mendoza-Olazaran vd., 2013). Her ne kadar insan ve
hayvan mikrobiyotasinin bir {iyesi olarak taninsa da bu tiire ait pek ¢ok susun cesitli

bitkilerden endofit olarak izole edildigi ¢alismalar da mevcuttur. Yakin zamanda



gerceklestirilen bir calismada thlamurgiller ailesinden, jiit bitki tohumlarinda izole
edilen ve tiim genom dizilemesi yolu ile tanimlanan endofit Staphylococcus hominis
MBL_ABG63'ten izole edilen yeni bir antimikrobiyal peptid (homicorsin) karakterize
edilmistir (Aftab Uddin vd., 2021). Yine yakin zamanda gergeklestirilen baska bir
calismada, soya ve mas fasulyesinden izole edilen S.hominis 7E ve S.hominis 9E olarak
adlandirilan suslar bazi bitki gelisimini destekleyici 6zellikler acisindan test edilmis ve
16s rRNA dizileme yolu ile tanilamalar1 yapilmistir (Bakhtiyarifar vd., 2021). Her iki
sus auxin testlerinde pozitif sonug¢ verirken azot fiksasyon testlerinde negatif sonug
vermis, S.hominis 9E susu %30 oraninda fungal inhibisyon etkisi gostermistir. Sharma
vd. (2015)’in safran bitkisindeki endofit ¢esitliligi ile ilgili yaptigi ¢alismada izole
edilen S.hominis izolat1 lipaz, amilaz, proteaz, pektinaz, siderofor ve indol asetik asit
testlerine pozitif sonu¢ vermistir. S.hominis bakterisinin endofit olarak genomik ve
biyokimyasal tanilamasini igeren benzeri ¢alismalarin sayisi arttirilabilir (Chaudhry vd.,
2017; Marag ve Suman, 2018; Vijav ve Kavitha, 2022).

Bu ¢alismada, bakteri izolat1 proteaz, lipaz, amilaz, pektinaz, ksilanaz ve seliilaz
enzimlerini iretebilme yetenekleri agisindan nitel olarak incelenmis. Pozitif kontorle
gore kiyaslama yapilmistir. Test edilen enzimlerin higbirini iretemedigi
gozlemlenmistir (Sekil 4.5, Cizelge 4.3). Bu sonuglar Sharma vd. (2015) ile Vijav ve
Kavitha (2022)’nin ekstraseliiler enzim test sonuglari ile uyusmamaktadir. Bu
caligmalarda izole edilen ve tanilanan S.hominis suslar1 bahsi gegen enzimlerin pek
¢oguna pozitif sonu¢ vermistir. Verma vd. (2001) farkli oranlarda sentezlenen ve
disartya salinana seliilaz ve pektinaz gibi hidrolitik enzimlerin endofitik bakterilerin
bitkideki kolonizasyonunda 6nemli bir yere sahip olabilecegini bildirilmistir (Verma
vd., 2001). Ancak G15S1 izolatimizin bu ve diger hidrolitik enzimleri sentezlememesi
izolatimizin bitki dokusu i¢ kisimlarma baska mekanizmalar kullanarak girdigi ve
kolonize oldugunu disiindiirmektedir (agiklik, yara dokusu vs.). Ayrica bu calisma
kapsaminda, G15S1 bakteri izolatin biyokimyasal karakterizasyonunda kullanilan ticari
kitler sadece sadece glikoz, iireaz, sitrat, jelatin, sukroz ve arabinoz testlerine pozitif
sonu¢ gostermis, geri kalan 18 teste negatif sonu¢ vermistir. Bu sonuglar literatiir ile
karsilastirdigimizda genel olarak paralellik gosterse de farklilik ortaya koydugu testler
de olmustur. Ornegin Hwang vd. (2020)’nin yaptig1 calismada, izole edip tanilamasini
gerceklestirdikleri S.hominis WiKim0113 susu maltozu kullanabilir iken G15S1 izolat
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maltoz testine negative reaksiyon vermistir. Mohanasrinivasan vd. (2015)’nin yaptigi
diger bir ¢aligmada, test ettikleri S. hominis MSD1 izolat1 VVoges-Proskauer (VP) ve
mannitol testlerinde pozitif sonuglar tiretirken G15S1 izolat1 ayni testlerde her iki ticari
kit i¢in de negatif sonu¢ vermistir. Literatiir ile paralellik gostermeyen gerek
ekstraseliiler enzim sonuglar1 gerekse bazi biyokimyasal test sonuglar1 ayni bakteri
tiriine ait farkli suglarin farkli genotipik, dolayisi1 ile ortaya koyduklar1 fenotipik
Ozelliklerinin de farkli olabilecegi ger¢egini yansitmaktadir (Madigan, 2005). Endofit
bakteri ¢esitliliginin biiyiikliigii g6z Oniinde bulunduruldugunda farkli fenotipik
ozellikler ile karsilasilmasi son derece normal karsilanmalidir. Endofit bakteri ¢esitliligi
farkli bolgelerden, farkli bitkilerden hatta ayni bitkinin farkli bolgelerdeki topraklardan
alinan 6rneklerde biiyiik varyasyonlar i¢erebilmektedir (Cho vd., 2007). Pek ¢ok veri
endofit bakteri ¢esitliliginin bolgelere, bitkilere hatta izolasyon yapilan farkli bitki
dokularina gore degisiklik gosterdigini ortaya koymaktadir (Akinsanya vd., 2015).
Izolat igin iiretilen FASTQ formatindaki sekans verilerinin adaptor dizileri
tiraglanarak yeniden birlestirilmesi 160X kapsama alaniyla (covarage value) BV-BRC

(Bacterial and Viral Bioinformatics Resource Center) (https://www.bv-brc.org/)

sunucusunda gergeklestirilmistir  (annotation). G15S1 bakteri izolatimin TYGS
(https://tygs.dsmz.de/) veri tabanindaki tiim genom analizi ve tim genom dizisinden
ekstrakte edilen tam 16SrRNA gen dizisine dayali analiz, bakteri izolatimizi
Staphylococcus hominis NCTC 11320 ve Staphylococcus hominis  subsp.
novobiosepticus CCUG 42399 ile kiimelemistir (Sekil 4.8 ve 4.9). Daha iyi taksonomik
¢cozlinirlik elde etmek igin bakteri izolati %92.9 (>%70) dDDH degeri ile
dogrulanmistir (Richter ve Rossell6-Mora, 2009; Auch vd., 2010). RAST sunucusunda
(https://rast.nmpdr.org/rast.cgi)  gerceklestirilen genom  verilerinin  agimlamasi
(annotation) genom boyutunu 2,2 Mbp (2216911 bp), Nso degerini 1161846 bp, Lso

degerini 1 ve G+C igerigini %31.4 olarak belirlemistir.  Izolatin tamamlanan

genomunun 2199 protein ve 68 adet RNA kodladigi ortaya konmustur. Bu veriler genel
olarak Jiang vd. (2012)’in patojen olarak izole edip tim genom dizilemesini ortaya
koydugu S.hominis susunu igeren ¢alismanin verileri ile paralellik gostermektedir. Bu
calismada susun tiim genom biiyiikliigii yaklasik olarak 2.3 Mbp ve G+C igeriginin
%31.4 oldugu gosterilmistir. Ayn1 calismada protein kodlayan 2304 open reading frame
(ORF) tespit edilmistir ki bu say1 bizim ¢alismamizda 2199 protein kodlayict sekans
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(CDS) olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bagka bir ¢calismada sitma hastaligi tastyicist sivri
sineklerden S.hominis ShAs1, ShAs2 ve ShAs3 suslarini tiim genom dizi analizleri
gerceklestirilmistir (Hughes vd., 2016). ShAsl susu i¢in bu ¢alisma, toplam uzunlugu
2,1 Mbp, Nso degeri 332.788 bp, okuma kapsami (covarage value) 150X ve ortalama
G+C igerigi %34 olan taslak genomla sonuglanmistir. ShAs2 susu i¢in bu c¢alisma,
toplam uzunlugu 2,1 Mbp, Nsg degeri 393.276 bp , okuma kapsami (covarage value)
139X ve ortalama G+C igerigi %31 olan taslak genomla sonuglanmistir. ShAs3 susu
igin ise, toplam uzunlugu 2,0 Mbp, Nso degeri 288.000 bp, okuma kapsami (covarage
value) 122X ve ortalama G+C igerigi %33 olan taslak genomla sonuglanmistir. RAST
kullanilarak yapilan agimlamasi (annotation) ShAsl igin 2.021 protein kodlayan gen
(CDS'ler) ve 66 RNA geni; ShAs2 igin 2.044 CDS ve 46 RNA geni ve ShAs3 i¢in 1.889
CDS ve 59 RNA geni ortaya koymustur. Bu calismadaki tiim veriler G15S1 veri
analizindeki rakamlar ile benzerlik gostermektedir. Coates-Brown and Horsburgh
(2017), insan derisinden izole ettikleri S.hominis susunu c¢alismamizda kullandigimiz
dizileme platformundan farkli olarak PacBio kullanarak tiim genom verilerini elde
etmislerdir. Bu ¢alismada toplam 5 kontig (contig) 2.188.325 bp Nso degeri ve 207X
okuma kapsami (covarage value) degeri ile bir araya getirilerek toplamda 2.3 Mbp
uzunlugunda bir genom elde edilmistir. PROKKA, versiyon 1.5.2 (13) yazilimi
kullanilarak yapilan agimlama (annotation) 2233 protein kodlayan gen (CDC), toplamda
93 RNA geni gostermistir. Calisgmamizda kullanilan Illumina HiSeq platformuna
alternatif olarak kullanilan bir diger platform olan PacBio’nun iirettigi sonuglar da
calismamizda elde ettigimiz genel veriler ile benzerlik gostermektedir.

Taslak (draft) genom verilerimizi biraz daha derinden inceledigimizde G15S1
izolatinin viriilans, hastalik, antibiyotiklere ve toksik bilesiklere diren¢ dahil, savunma
ozelliklerinden sorumlu 44 genin bulundugunu gérmekteyiz (Sekil 4.7). Bu 44 genden 6
tanesinin Staphycoccus cinsinde daha 6nce tanimlanmig hiicre yapigsmasindan sorumlu
(cell adhesion) adhesin proteinlerini, 4 tanesinin, basitrasin antibakteriyel peptidlerine
kars1 savunma mekanizmasinin bir pargasit olarak kullanilan ABC transport
proteinlerini, 25 tanesinin ise ¢esitli antibiyotiklere ve toksik bilesiklere karsi direng
proteinlerini kodladigi ortaya konmustur. Bu 25 gen igerisinde 2 adet ¢oklu ila¢ direng
geni, 1 adet beta laktamaz geni, 2 adet florokinolon diren¢ geni, 2 adet safra

hidrolizinden sorumlu gen ve ayrica kobalt, civa, bakir ve ¢inko metal diren¢ genleri
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mevcuttur. Ayrica taslak genom dizisi basta ozmotik stres olmak tizere 29 adet strese
karsi savunma (stres response) geni icermektedir. Bu veriler endofit olarak izole
ettigimiz bu susun ayni zamanda insan/hayvan patojeni olabilecegi hipotezini
giiclendirmektedir. Peki firsat¢1 insan/hayvan patojenik bakteriler igin rizosfer ve
bitkiler birer rezervuar midir? Bu soruya 6zellikle son 20-30 yil igerisinde verilen cevap
“evet” olmustur. Berg vd., (2005) firsat¢1 patojenlerin dogal rezervuarlarindan birinin,
bitki tarafindan etkilenen koklerin etrafindaki bdlge olan rizosfer oldugunu
belirtmektedir. Yiiksek besin igerigi nedeniyle, bu habitat, gii¢lii antagonistik 6zelliklere
sahip olanlar da dahil olmak {izere bakteri bollugunun arttig1 bir "mikrobiyal sicak
nokta"dir. Burkholderia, Enterobacter, Herbaspirillum, Ochrobactrum, Pseudomonas,
Ralstonia, Staphylococcus ve Stenotrophomonas dahil olmak tizere cesitli bakteri
cinsleri hem bitki hem de insan konakgilarla iki degerlikli etkilesimlerle karsilagabilen
kokle iligkili suslar icerir (Berg vd., 2005). Rizosferde kolonizasyondan sorumlu
mekanizmalar ve bitki patojenlerine karsi antagonistik aktivite, insan organlarinin ve
dokularinin kolonizasyonundan ve patojeniteden sorumlu olanlara benzer (Rahme vd.,
1995; Cao vd., 2001; Berg vd., 2005). Ayrica, flagella veya lipopolisakarit gibi
bakteriyel bilesenler tarafindan bitkinin dogustan gelen bagisikliginin uyarilmasi, birgok
yonden memelilerin dogustan gelen bagisiklik sisteminin patojenlere karsi tepkisine
benzer. Kokenlerinden bagimsiz olarak, klinik ve rizosferle iligkili Stenotrophomonas
suslar1 indol-3-asetik asit iiretebilir, ancak cevresel suslar daha yiliksek miktarda
fitohormon iiretme egilimindedir (Suckstorff ve Berg, 2003). Salmonella spp. gibi bazi
insan patojenleri endofit olarak da izole edilmislerdir (Rosenblueth ve Martinez-
Romero, 2006). Ayrica Pseudomonas spp.'nin ¢evresel izolatlar1 ile klinik suslarini ayirt
etmek giic olmustur. (Foght vd., 1996). Bazi ¢alismalarda, endofitlerin insan
patojenleriyle yakindan iliskili oldugu veya insan/firsatgr insan patojenleri oldugu
bulunmustur. Cig meyve ve sebze tiiketicileri i¢in salginlara neden olan ve saglik riski
olusturan endofitik Salmonella suslar1 (Guo vd. 2002) bu duruma ornektir. Parke ve
Gurian-Sherman (2001)’in dedigi gibi, “Bitki hastaliklarinin en etkili biyokontrol
ajanlarinin  (Stenotrophomonas maltophilia, Pantoea aglomerans ve Burkholderia
cepacia) c¢ogunun ayni zamanda firsatgr insan patojenleri olmasi belki de tesadif

degildir.
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Calismanin bir diger 6nemli kisminda, G15S1 izolatinin 5 adet agir metale karsi
toleransi incelenmistir. Bunlar igerisinde en diisiik dozda toksisite gdsteren metal civa
(Hg) olmustur. Literatiirde Hg’nin minimum inhibisyon konsantrasyonu ile ilgili farkli
degerler bulunmaktadir. Ornegin bir ¢alismada Pseudomonas spp. ve Burkholderia spp.
icin biiyiime inhibisyonu derecesine ve MIK degerlerinin dagilimma gore, yiiksek
(MIC > 30 mg/L. HgCl,), orta (10 <MIC < 30) ve hassas, MIC <10 mg olmak {iizere ii¢
civa direnci arali@i olusturulmustur (Cardona vd., 2022). Bir diger ¢alismada agirlikli
olarak Pseudomonas ve Bacillus cinslerine ait izolatlat 700 ppm Hg varligimi tolere
edebilmislerdir (Pushkar vd., 2019). Irawati vd. (2012)’un yiiriittiigii c¢alismada
Brevundimonas sp. HgP1 ve Brevundimonas sp. HgP2, 575 ppm degeri ile bir altin
madeninden izole edilen, civaya oldukca direngli iki bakteri izolat1 olarak literatiirde yer
almaktadir. Yaptigimiz ¢alismada izolatimiz en son 0,03M HgCl, (8.38 mg HgCl,/L, 6
ppm Hg) iceren kat1t NA besi ortaminda gelisim gosterebilmistir. Bu deger literatiirdeki
MIK degerlerine gore diisiik bir degerdir. Her ne kadar taslak genom verisinde Hg
diren¢ geni tespit edilmis olsa da G15S1 izolatinin civaya kars1 fenotipik olarak direncli
oldugunu soylemek olduk¢a zordur. Ancak daha hassas sonuglar, izolatin belirli
konsantrasyonlarda Hg igeren sivi besi ortaminda gelistirilmesi, ODgoo Ve CFU
degerlerinin ortaya koyulmasi yolu ile elde edilebilinir.

Izolatin bitki bakteriyel hastaliklarda siklikla kullanilan CuSOy bilesigine karsi
kat1 besi ortaminda gosterdigi en yiiksek tolerans degeri 1.4 mM olmustur. Bu degerin
tizerinde CuSO, igeren kat1 besi ortami lizerinde koloni gelisimi gerceklesmemistir.
Malik ve Jaiswal (2000), bakterilerde bakir direng seviyelerini siniflandirmak i¢in hala
genel bir kural olmadigmi belirtmistir. Bununla birlikte, CuSO, kullanildiginda,
Pseudomonas suslar1 icin MIK degerleri sirasiyla <0.8 mM, 1.0-1.6 mM, 1.8-2.4 mM
ve 2.6-3.2 mM oldugunda duyarli, diisiik direngli, direngli ve yiiksek direngli olarak
simiflandirilmistir (Renick vd., 2008; Aiello vd., 2015; Husseini ve Akkoprii, 2020). Bu
degerlere gore G15S1 izolati bakira karsi diisiik direngli kategorisine girmektedir.
Stafilokoklarin ¢inko klorlir veya bakir siilfata duyarli veya direngli olarak
simiflandirilmasi i¢in su anda onaylanmis yorumlayict kriterler bulunmamakla birlikte,
literatiirde direng i¢in asagidaki gegici esik degerler kullanilmistir: ZnCl, (MIC> 2 mM)
ve CuSO4 (MIC> 12 mM) (Aarestrup ve Hasman, 2004; Cavaco vd., 2011). Bu veriler
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1s18inda G15S1 izolatt 0.1 mM f{ist konsantrasyon degeri ile ¢inkoya (Zn) karsi da
hassas olarak degerlendirilebilir.

Yiiksek lityum konsantrasyonlarina toleransli mikroorganizmalarin izolasyonu
ve karakterizasyonu hakkinda sinirli bilgi olmasina ragmen, bunlara olan ilgi giderek
artmaktadir. Ornegin Kamekura ve Onishi (1982), 1,5 M LiCl'de biiyiiyebilen spontan
lityum direngli Micrococcus varians ssp. halophilus ATCC 21971'in mutantlarin
gOstermistir. Bir baska c¢alismada Pseudomonas rodhesiae, Planomicrobium koreense
ve Pseudomonas sp.'ye karsilik gelen ti¢ lityum direngli sus izole edilmistir (MIC > 700
mM) (Bruna vd., 2022). Staphylococcus sciuri LCHXa susu, spesifik biiyliime oraninda
%85'lik bir diistisle 2 M LiCl igeren LB ortaminda biiylimeyi siirdiirebilmistir (Salazar-
Ardiles vd., 2020). G15S1 izolatimiz 7.0 mM ve {izeri LiCl igeren kat1 besi ortamlarinda
gelisme goOsterememistir. Bu {ist deger literatiirde ortaya konan degerlerin ¢ok
altindadir. Dolayist ile S.hominis olarak teshis edilen G15S1 izolat1 lityum metaline
kars1 oldukca hassas olarak degerlendirilebilir.

Mangan bitki, hayvan ve mikroorganizmalar igin gerekli bir mikro besindir.
Bununla birlikte, fazla Mn, ekosistemleri zararh bir sekilde etkileyebilir ve ayrica lireme
ve bagisiklik sistemlerindeki anormallikler dahil olmak iizere insanlarda Mn
toksisitesine neden olabilir (Barboza vd., 2017). Ayrica mikrobiyal mineralizasyon
kaynagi olarak mangan yiiksek dozlarda mikroorganizmalar iizerinde toksik rol
oynamaktadir. Bu nedenle, G15S1 izolatinin mangan toleransin1 da arastirdik.
Izolatimiz 1 mM ve iistii MnCl (55 mg/L, Mn miktar1) iceren kat1 besi ortamlarinda
gelisememistir. Pseudomonas taiwanensis ile yapilan bir ¢alismada mangan
konsantrasyonu 0-120 mg/L araliginda oldugunda, mikroorganizmalarin bilyiimesinin
giiclii bir sekilde etkilenmedigi ve mangan konsantrasyonu 240 mg/L ulastiinda
suslarin neredeyse biiyiimedigini gosterilmistir (Liu vd., 2022). Baska bir ¢alismada
secilen Serratia marcescens izolatlarinin kat1 besiyerinde 1200 mg/L’e kadar artan Mn
(II) konsantrasyonlarna karst maksimum direnci belirlenmistir (Barboza vd., 2017).
Tipki diger metallerde oldugu gibi her ne kadar, Mn direncliligini ortaya koyan bir
derecelendirme olmasa da literatiir verileri ile karsilastirildiginda G15S1 izolatinin
mangana karsida toleransi diislik olarak degerlendirilmistir.

Tim genom dizisi incelendiginde kobalt, civa, ¢inko ve bakir direng genleri

goze carpmaktadir. Ancak bu genlerin fenotipik yansimasi agir metal tolerasyon
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testlerinde gozlemlenmemistir. Bu veriler bu genlerin kriptik genler (cryptic genes)
olabilecegi  hipotezini akla getirmektedir.  Kriptik genler, genellikle bir
mikroorganizmanin yasam dongiisii sirasinda ifade edilmeyen, ancak mutasyon,
rekombinasyon, yerlestirme siiregleri veya diger genetik mekanizmalar yoluyla biiyiik
bir popiilasyonun birkag iiyesinde ifade edilebilen fenotipik olarak sessiz DNA dizileri
olarak tanimlanmistir (Tamburini ve Mastromei, 2000).

Sonug olarak, tez ¢alismasindan elde edilen sonuclar asagida maddeler halinde
verilmistir.

1) Laboratuvarimizda gergeklestirilen baska c¢alismalarda PGPR (Bitki
Gelisimini Tesvik Edici) markorler agisindan da kayda deger veriler ortaya koyan
G15S1 kod numarali endofit bakteri izolatinin tiim genom dizilemesi basaril bir sekilde
gerceklestirilmis ve taslak tiim genom verisi ortaya cikarilmistir. Sonuglar genom
boyutunu 2.2 Mbp (2216911 bp), Nso degerini 1161846 bp, Lsy degerini 1 ve G+C
icerigini %31.4 olarak belirlemistir. izolatin tamamlanan genomunun 2199 protein ve
68 adet RNA kodladigi ortaya konmus ve izolat ile yakin filogenetik komsular
arasindaki dijital DNA-DNA hibridizasyon (dDDH degeri) %92.9 olup, bu da G15S1
izolatinin Staphylococcus hominis tiirii iginde yer alan alt tiir oldugunu agik¢a ortaya
koymustur.

2) Taslak (draft) genom verileri GI15S1 izolatimin viriilans, hastalik,
antibiyotiklere ve toksik bilesiklere diren¢ dahil, savunma 6zelliklerinden sorumlu 44
gen ve basta ozmotik stres olmak iizere 29 adet strese karsi savunma (stres response)
gen bilgisini ortaya koymustur.

3) Bu veriler endofit olarak izole ettigimiz bu susun ayn1 zamanda insan/hayvan
patojeni olabilecegi, firsat¢1 insan/hayvan patojenik bakteriler i¢in rizosfer ve bitkilerin
birer rezervuar olabilecegi hipotezini giiglendirmektedir.

4) Tiim genom dizisinde bulunan civa, ¢inko ve bakir direng genlerinin fenotipik
etkisi (yansimasi) kati besi ortami kullanilarak yapilan agir metal tolerasyon testlerinde
gozlemlenmemis, izolat bu metallere kars: literatiir verileri géz oniine alindiginda diisiik
tolerasyon gostermirtir. Bu da bu genlerin kriptik genler (cryptic genes) olabilecegi

olasiligini diistindiirmiistiir.
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