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ÖZET 

 

ENDOFĠT BAKTERĠ G15S1 ĠZOLATININ TÜM GENOM DĠZĠLEMESĠ, 

BĠYOKĠMYASAL KARAKTERĠZASYONU VE BAZI AĞIR METALLERE 

KARġI DUYARLILIĞININ ĠNCELENEMESĠ 

 

GÖK, Rümeysa 

Yüksek Lisans Tezi, Tarımsal Biyoteknoloji Anabilim Dalı 

DanıĢman: Dr. Öğr. Üyesi Bilgin TAġKIN 

 Mayıs 2023, 52 sayfa 

 

Endofitler, bitkilerin doku aralarında/içlerinde yaĢayan ancak konukçusunda 

gözle görülen bir hastalık belirtisine neden olmayan bakteriyel veya fungal 

mikroorganizmaları kapsar. Bu çalıĢmada çeĢitli tek yıllık bitkilerden izole edilmiĢ ve 

daha önceki çalıĢmalarda gerek bitki büyümesini teĢvik edici markörler gerekse demir 

(Fe
+3

), kobalt (Co
+2

) ve nikel (Ni
+2

) varlığında yüksek siderofor üretme potansiyeli 

gösteren G15S1 kodlu endofit izolatının farklı besi ortamlarındaki büyüme/ koloni 

morfolojisi belirlenmiĢ, biyokimyasal karakterizasyonu ve yeni nesil dizileme yolu ile 

tüm genom dizilemesi tamamlanmıĢtır. Ayrıca izolatın en iyi geliĢim gösterdiği katı 

besi kültür ortamlarında bakır, çinko, mangan, civa ve lityum metallerine karĢı 

dirençliliği test edilmiĢ ve Minimum Ġnhibisyon Konsantrasyonları (MIK) ortaya 

konmuĢtur. Yapılan gram boyama sonucunda gram-(+), kok hücre morfolojisine sahip 

olduğu anlaĢılan G15S1 izolatının identifikasyon amacıyla Microgen ve API ticari 

kitleri kullanılarak fenotipik (biyokimyasal) özellikleri belirlenmiĢ, bu testlerde sadece 

glikoz, üreaz, sitrat, jelatin, sukroz ve arabinoz testlerine pozitif sonuç göstermiĢtir. 

Bakteri izolatı proteaz, lipaz, amilaz, pektinaz, ksilanaz ve selülaz hidrolitik enzimlerini 

üretebilme yetenekleri açısından nitel olarak incelenmiĢ ve izolatın ilgili ayırt edici besi 

ortamlarında test edilen enzimlerin hiçbirini üretemediği gözlemlenmiĢtir. Ġllumina 

HiSeq platformu kullanılarak yapılan tüm genom dizilemesi sonucunda G15S1 

izolatının genom boyutunun ve genom G+C içeriğinin sırasıyla 2.2 Mb (2216911 bp) ve 

%31.4 olarak belirlenmiĢtir.  Tüm genom tabanlı filogenetik analizde G15S1, 

Staphylococcus hominis NCTC 11320, Staphylococcus hominis subsp. novobiosepticus 

CCUG 42399 ile birlikte kümelenmiĢ ve %92,9 dijital DNA-DNA hibridizasyon 

(dDDH) değeri ile G15S1 izolatının Staphylococcus hominis türü içinde yer alan bir alt 

tür olduğu ortaya konulmuĢtur. 

 

Anahtar kelimeler: Ağır metal, Endofit bakteriler, Mikrobiyal biyoteknoloji, 

Tüm genom analizi 
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ABSTRACT 

 

WHOLE GENOME ANALYSIS, BIOCHEMICAL CHARACTERIZATION AND 

INVESTIGATION OF RESISTANCE TO SOME METALS OF G15S1 

ENDOPHYTE BACTERIAL ISOLATE 

 

GÖK, Rümeysa 

M.Sc. Thesis, Department of Agricultural Biotechnology  

Supervisor: Asst. Prof. Dr. Bilgin TAġKIN 

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
+3

), cobalt (Co
+2

) and 

nickel (Ni
+2

) 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 

 

 

 

  



iv 

 

  



v 

 

TEġEKKÜR 

 

Bu tez çalıĢmasında, her türlü ilgi ve yardımlarını esirgemeyen, tez çalıĢmam 

boyunca bilgi ve tecrübesiyle bana yol gösteren danıĢmanım Sayın Dr. Öğr. Üyesi 

Bilgin TAġKIN’a teĢekkür ederim.  

Tez çalıĢmamın deney aĢamasında benden yardım ve desteğini esirgemeyen 

Sayın Doç. Dr. Ahmet AKKÖPRÜ’ye teĢekkür ederim.  

Tez çalıĢmamdaki tüm genom verilerinin biyoinformatik anlizlerinin yapılması 

aĢamasında benden yardım ve desteğini esirgemeyen Sayın Doç. Dr. Hilal AY’a 

teĢekkür ederim. 

Tarımsal Biyoteknoloji Bölümü öğretim üyesi ve araĢtırma görevlisi hocalarıma 

teĢekkür ederim. 

Yüksek lisans eğitimim de dâhil olmak üzere yaĢamımın her anında maddi ve 

manevi destekleriyle yanımda olan annem Belgüzal GÖK ve babam Halil GÖK’e çok 

teĢekkür ederim. 

ÇalıĢmaya FYL-2019-8770 nolu proje ile destek veren Van Yüzüncü Yıl 

Üniversitesi BAP Koordinasyon Birimine teĢekkür ederim.  

 

 

 2023 

 Rümeysa GÖK 

 

               

 

 

 

 

 

 

 

 

 



vi 

 

 

 

 

  



vii 

 

ĠÇĠNDEKĠLER 

Sayfa 

ÖZET ................................................................................................................................. i 

ABSTRACT .................................................................................................................. iiiii 

TEġEKKÜR ..................................................................................................................... v 

ĠÇĠNDEKĠLER ............................................................................................................ vivii 

ÇĠZELGELER LĠSTESĠ................................................................................................. iix 

ġEKĠLLER LĠSTESĠ ....................................................................................................... xi 

SĠMGELER VE KISALTMALAR ............................................................................... xiii 

1. GĠRĠġ ............................................................................................................................ 1 

2. KAYNAK BĠLDĠRĠġLERĠ .......................................................................................... 3 

2.1 Endofit Bakteriler ...................................................................................................3 

2.2 Ağır Metal Duyarlılığı ............................................................................................4 

2.3 Tüm Genom Dizilenmesi ........................................................................................5 

2.4 Eksteraselüler (Hücre DıĢı) Enzimler .....................................................................7 

3. MATERYAL VE YÖNTEM ........................................................................................ 9 

3.1. Bakteri Ġzolatı ........................................................................................................9 

3.2. Ġzolatın GeliĢtirilmesi ............................................................................................9 

3.3. G15S1 Ġzolatının Farklı Besi Ortamlarindaki Büyüme Profili............................ 10 

3.4. Gram Boyama ......................................................................................................11 

3.5. Biyokimyasal Karakterizasyon……………………………...…………...……..13 

3.6. Ekstraselüler Enzim Aktivitesi Belirlenmesi ...................................................... 12 

3.7. Bakır (Cu), Çinko (Zn), Mangan (Mn), Civa (Hg), Lityum (Li) Metallerinin 

G15S1 Ġzolatı Üzerindeki Minimum Ġnhibisyon Konsantrasyon (MIC) 

Değerlerinin Belirlenmesi ……………………………………………………17 

3.8. Tüm Genom Dizileme ve Analizi ....................................................................... 17 

4. BULGULAR ............................................................................................................... 19 

5. TARTIġMA VE SONUÇ ........................................................................................... 35 

KAYNAKLAR ............................................................................................................... 43 

ÖZ GEÇMĠġ ................................................................................................................... 51 

 

  



viii 

 

  



ix 

 

ÇĠZELGELER LĠSTESĠ 

 

Sayfa 

 

Çizelge 3.1 Kullanılan izolat, konukçu ve izole edilen organ .......................................... 9 

Çizelge 3.2 Ġzolatların geliĢtirilmesi için kullanılan nutrient agar besi ortamı bileĢimi... 9 

Çizelge 3.3 Ġzolatların geliĢtirilmesi için kullanılan besi ortamları ve bileĢenleri ......... 10 

Çizelge 3.4 Metal stok solüsyonları ............................................................................... 16 

Çizelge 4.1 G15S1 bakteri izolatının fenotipik tanılama amacıyla Microgen ticari kiti 

(GNA-GNB) kullanılarak gerçekleĢtirilen fenotipik (biyokimyasal) test 

sonuçları. (+): Pozitif Aktivite, (-): Negatif Aktivite ..................................... 21 

Çizelge 4.2 G15S1 bakteri izolatının fenotipik tanılama amacıyla API ticari kiti  

kullanılarak gerçekleĢtirilen fenotipik (biyokimyasal) test sonuçları. (+): 

Pozitif Aktivite, (-): Negatif Aktivite ............................................................. 22 

Çizelge 4.3 G15S1 bakteri izolatının ekstraselüler enzim aktiviteleri. (+): Pozitif 

Aktivite, (-): Negatif Aktivite ........................................................................ 22 

Çizelge 4.4 Bakır (Cu) metalinin farklı konsantrasyonlarının G15S1 izolatının üzerinde 

gösterdiği inhibisyon etkisi. ........................................................................... 26 

Çizelge 4.5 Mangan (Mn) metalinin farklı konsantrasyonlarının G15S1 izolatının 

üzerinde gösterdiği inhibisyon etkisi. ............................................................ 26 

Çizelge 4.6 Çinko (Zn) metalinin farklı konsantrasyonlarının G15S1 izolatının üzerinde 

gösterdiği inhibisyon etkisi. ........................................................................... 26 

Çizelge 4.7 Civa (Hg) metalinin farklı konsantrasyonlarının G15S1 izolatının üzerinde 

gösterdiği inhibisyon etkisi. ........................................................................... 27 

Çizelge 4.8 Lityum (Li) metalinin farklı konsantrasyonlarının G15S1 izolatının üzerinde 

gösterdiği inhibisyon etkisi. ........................................................................... 28 

 

 

 

 

 

 

 

 



x 

 

 

 

 

 

  



xi 

 

ġEKĠLLER LĠSTESĠ 

 

Sayfa  

ġekil 3.1 Soldan sağa doğru sırasıyla Çinko (0,1 M), Bakır (0.1 M), Lityum (0,1 M), 

Civa (0,1 M) ve Mangan (0.1 M) stok solüsyonları....................................... 16 

ġekil 4.1 G15S1 izolatının sırası ile TSB (A), NB (B), King’s B (C), LB (D) ve PD (E) 

agar besi ortamlarında 25 oC’de 48 saat inkübasyon sonrası gösterdiği 

geliĢim profilleri. ............................................................................................ 19 

ġekil 4.2 G15S1 izolatının gram boyaması. Görüntü ıĢık mikroskobu altında 100X 

büyütme ile alınıĢtır. ...................................................................................... 20 

ġekil 4.3 G15S1 bakteri izolatının fenotipik tanılama amacıyla Microgen ticari kiti 

(GNA-GNB) kullanılarak gerçekleĢtirilen fenotipik (biyokimyasal) test sonuç 

fotoğrafı. ......................................................................................................... 21 

ġekil 4.4 G15S1 bakteri izolatının fenotipik identifikasyon amacıyla API ticari kiti 

(GNA-GNB) kullanılarak gerçekleĢtirilen fenotipik (biyokimyasal) test sonuç 

fotoğrafı .......................................................................................................... 21 

ġekil 4.5 G15S1 bakteri izolatının ekstraselüler enzim aktivite testlerini gösteren örnek 

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

Ksilinaz .......................................................................................................... 23 

ġekil 4.6 ÇeĢitli konsantrasyonlardaki Li (A), Zn (B), Cu (C), Hg (D) ve Mn (E) 

metallerinin izolatlar üzerindeki inhibisyon etkisini gösteren örnek petri 

fotoları. ........................................................................................................... 24 

ġekil 4.7 G15S1 izolatının RAST sunucusu tarafından oluĢturulan genom açımlaması 

(annotation) (https://rast.nmpdr.org/rast.cgi). ................................................ 29 

ġekil 4.8 Genom verilerinden çıkarılan GBDP mesafelerinden FastME 2.1.6.1 (Lefort 

vd., 2015) algoritması ile oluĢturulan tüm genom tabanlı izolat filogenetik 

ağacı. Dal (branch) uzunlukları, GBDP mesafe formülü d5 cinsinden 

ölçeklendirilmiĢtir. Dalların üzerindeki sayılar, ortalama dal desteği %89,1 

olan ve %60’ tan büyük (100 tekrar) GBDP pseudo-bootstrap değerleridir.. 31 

ġekil 4.9 16S rDNA gen dizilerinden hesaplanan GBDP mesafelerinden FastME 2.1.6.1 

(Lefort vd., 2015) algoritması ile oluĢturulan 16S rRNA tabanlı filogenetik 

ağaç.  Dal (branch) uzunlukları, GBDP mesafe formülü d5 cinsinden 



xii 

 

ölçeklendirilmiĢtir. Dalların üzerindeki sayılar, ortalama dal desteği %89,1 

olan ve %60’ tan büyük (100 tekrar) GBDP pseudo-bootstrap değerleridir.. 32 

ġekil 4.10 Biyoaktif ikincil metabolit kodlayan gen kümelerini belirlemek için izolatın 

genomu antiSMASH versiyon 6.0 (Blin vd. 2021) algoritması kullanılarak 

analiz sonucu. ................................................................................................. 33 

 

 

  



xiii 

 

SĠMGELER VE KISALTMALAR 

 

Bu çalıĢmada kullanılmıĢ bazı simgeler ve kısaltmalar, açıklamalarıyla aĢağıda 

sunulmuĢtur. 

 

Simgeler Açıklama 

 

% 

°C  

µl. 

Co 

Cu 

Fe 

g. 

Hg 

L. 

Li 

m/v 

M. 

Mn 

Ni 

Zn 

Yüzde 

Santigrat 

Mikrolitre 

Kobalt 

Bakır 

Demir 

Gram 

Civa 

Litre 

Lityum 

Mol/Hacim 

Molar 

Mangan 

Nikel 

Çinko 

 

Kısaltmalar Açıklama 

 

AMY 

ANI 

ARA 

ADH 

BGC 

C 

CIT 

Amygdalin 

Ortalama Nükleotid ÖzdeĢlik Değeri  

Arabinose 

Arginine 

Biyosentetik Gen Kümesi 

Sitozin 

Citrate 



xiv 

 

Kısaltmalar Açıklama 

 

CMC 

dDDH 

DNA 

G 

GEL 

GLU 

IND 

INO 

KCl 

K2HPO4 

LB 

LDC 

MAN 

MEL 

MgSO4 

MIK 

NaCl 

NaNO3 

NIT 

NB 

ONPG 

ODC 

PDA 

PGPR  

RHA 

rRNA 

SOR 

SAC 

H2S 

Karboksimetilselülaz 

Dijital DNA-DNA Hibridizasyon 

Deoksi Nükleik Asit 

Guanin 

Gelatinase 

Glucose 

Ġndol 

Ġnositol 

Potasyum Klorür 

Dipotasyum Fosfat 

Luria Broth Agar 

Lysine 

Mannitol 

Melibiose 

Magnezyum Sülfat 

Minimum Ġnhibisyon Konsantrasyonları 

Sodyum Klorür 

Sodyum Nitrat 

Nitrat Resduction 

Nutrient Broth agar 

Beta Galactosidase 

Ornithine 

Potato Dextrose Agar 

Bitki GeliĢimin TeĢvik Edici 

Rhamanose 

Ribozomal Ribo Nükleik Asit 

Sorbitol 

Sucrose 

Thiosulfate 

 



xv 

 

Kısaltmalar Açıklama 

 

TDA 

TSB 

URE 

VP 

 

Tryptophane 

Tryptic Soy Broth Agar 

Urease 

Voges-Proskauer 

 

 

  



xvi 

 

  



1 

 

1. GĠRĠġ 

 

Endofit bakteriler, sağlıklı bitkilerin kök, yaprak, tohum, sürgün gibi dokularının 

içlerinde ya da doku aralarında yaĢam döngülerinin bir kısmını/tamamını geçiren 

mikroorganizmalardır (Hallman vd., 1997). Bakteriyel endofitler, konakçı bitkilerin 

büyümesini teĢvik eder ve çeĢitli patojenlere ve çevresel streslere karĢı dirençlerini 

arttırır. Ayrıca önemli tıbbi özelliklere sahip ikincil metabolitlerin sentezini 

düzenleyebilir ve çeĢitli biyolojik etkiler üretebilirler (Wu vd., 2021). Endofitler, 

kendilerini dıĢ ortamların negatif etkilerinden korumak için bitkinin iç ortamını (yani 

endosferi) benzersiz bir niĢ olarak kullanırlar (Senthil kumar vd., 2011).  

Bu son derece uzmanlaĢmıĢ simbiyozların evrimi, ortak organizmalar arasındaki 

fizyoloji, yapı ve yaĢam döngülerinin sıkı koordinasyonunu gerektirir (Saikkonen vd., 

2004; Reinhold-Hurek ve Hurek, 2011) ve ortaya çıkan ortaklık her iki türe de fayda 

sağlar (Aravind vd., 2010). Bu tür karĢılıklılıklar karasal ekosistemlerde temel iĢlevlere 

hizmet eder: ev sahibi bitkiler endofitleri barındırır ve korur, bu da nitrojen fiksasyonu, 

fosfor zenginleĢtirme ve fitohormonların sentezi yoluyla bitkilerin büyümesini destekler 

(Borah vd., 2019). Bitki mikro ekosistemi için önemlerine rağmen, bakteriyel 

endofitlerin ev sahibi bitkilerle iliĢkisi tam olarak anlaĢılamamıĢtır (Tiwari vd., 2013). 

Toprak ve su kaynaklarındaki kirliliğin artmasıyla ekolojik kirlenme çağımızın 

en büyük sorunlarından biri olarak karĢımıza çıkmaktadır. Bu kirliliğe neden olan 

etmenlerden biri ağır metallerdir. GeliĢen endüstri ile birlikte artıĢ gösteren, çinko, 

bakır, cıva ve lityum gibi ağır metallerin doğal habitatlardan temizlenmesi ve olumsuz 

etkilerinin minimuma indirgenmesi çözüm bekleyen önemli sorunlardandır. Bununla 

beraber ağır metallerin çevresel temizliğinde bakteri ve mantarların kullanımı da son 

yıllarda oldukça fazla önem kazanmaktadır (Hofmann vd., 2020). Endüstriyel 

tesislerden çevreye salınan metal yüklü atık sular süreçler uygun Ģekilde idare edilmezse 

çevresel bir tehdit oluĢturur (Verma ve Sharma, 2017). Endofit bakteriler bize 

hayatımıza doğrudan dokunabilecek potansiyele sahip yeni kaynaklar sunabilirler. 

Çevresel kirliliğin günümüzde giderek artmasının bir sebebi olan bazı metallerin 

mikroorganizmalar kullanılarak giderimi olarak tanımlanabilecek biyoremidasyon, bu 

mikroskobik organizmaların sağladığı yararlardan sadece bir tanesidir. Ayrıca gittikçe 

yaygın hale gelen ve çok etkili bir yöntem olan, yeni nesil dizileme ile bir 
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mikroorganizmanın tüm kromozom/genom dizilemesinin, haritalamasının ve 

karakterizasyonun yapılması, bir organizmanın sahip olduğu tüm biyoteknolojik 

uygulama potansiyelini ortaya koyması açısından son derece değerlidir. Tüm genom 

dizilemesinin, biyokimyasal karakterizasyon, ağır metal/antibiyotik dirençliliği gibi 

fenotipik veriler eĢliğinde sahip olacağı yüksek değer tartıĢmasız bir gerçektir. 

Daha önce Van YYÜ Bilimsel AraĢtırma Projeleri BaĢkanlığı tarafından FYL-

2019-8770 No’lu proje olarak desteklenen “ÇeĢitli tek yıllık bitkilerden izole edilmiĢ 

olan endofit bakterilerde siderofor üretim potansiyelleri” baĢlıklı yüksek lisans 

projemizde, G15S1 kod numaralı endofit bakteri izolatı gerek demir (Fe
+3

) gerekse 

kobalt (Co
+2

) ve Nikel (Ni
+2

) varlığında siderofor üretme potansiyeli en yüksek 

izolatların baĢında gelmiĢtir. Laboratuvarımızda gerçekleĢtirilen baĢka çalıĢmalarda 

PGPR (Bitki GeliĢimini TeĢvik Edici) markörler açısından da kayda değer veriler ortaya 

koymuĢtur. Bu tez çalıĢması kapsamında G15S1 kod numaralı izolatımızın farklı besi 

ortamlarındaki büyüme/morfoloji, biyokimyasal testleri, ekstraselüler enzim üretme 

kabiliyet testleri tamamlanmıĢtır. Ayrıca izolatımızın bakır, çinko, mangan, civa, lityum 

metallerine karĢı dirençliliği test edilmiĢ ve katı besi ortamında bu metallere karĢı ortaya 

koyduğu Minimum Ġnhibisyon Konsantrasyonları (MIK) belirlenme testleri 

sonuçlandırılmıĢtır. Son olarak, izolatın tüm genom dizilemesi yapılarak dizi analizi 

gerçekleĢtirilmiĢtir. 
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2. KAYNAK BĠLDĠRĠġLERĠ  

 

2.1 Endofit Bakteriler 

 

Endofit bakteriler, sağlıklı bitkilerin kök, yaprak, tohum, sürgün gibi dokularının 

içlerinde ya da doku aralarında yaĢam döngülerinin bir kısmını/tamamını geçiren 

mikroorganizmalardır (Hallman vd., 1997). Bakteriyel endofitler, konakçı bitkilerin 

büyümesini teĢvik eder ve çeĢitli patojenlere ve çevresel streslere karĢı dirençlerini 

arttırır. Ayrıca önemli tıbbi özelliklere sahip ikincil metabolitlerin sentezini 

düzenleyebilir ve çeĢitli biyolojik etkiler üretebilirler (Wu vd., 2021). Endofitler, 

kendilerini dıĢ ortamların negatif etkilerinden korumak için bitkinin iç ortamını (yani 

endosferi) benzersiz bir niĢ olarak kullanırlar (Senthilkumar vd., 2011).  

Endofit bakteriler yaĢam döngülerinin tamamını veya bir kısmını sağlıklı 

bitkilerin toprak altıdaki kök dokularında veya toprak üstündeki tohum, yaprak, sürgün 

gibi dokularının iç kısımlarında, doku aralarında veya doku yüzeylerinde geçiren 

mikroorganizmalardır (Hallman vd., 1997). 

Endofit bakteriler yaĢamlarını sürdürebilme Ģekilllerine göre iki farklı Ģekilde 

sınıflandırılabilir. Bu sınıflandırma fakültatif ve obligat Ģeklindedir. Fakültatif endofit 

bakteriler konukçu bitkiden ayrı dıĢarda bir yaĢam süreci geçirdiği bir süreç vardır. 

Obligat endofit bakteriler ise yaĢamlarının tamamını sürdürebilmek için kesinlikle bir 

konakçı bitkiye ihtiyaç duyarlarr (Hardoim vd., 2008).  

Simbiyotik Ģekilde yaĢamlarını devam ettiren organizmalar arasında fizyolojileri 

ve yaĢam döngülerinde sıkı bir koordinasyon olması gerekir (Saikkonen vd., 2004; 

Reinhold-Hurek ve Hurek, 2011). YaĢamlarını simbiyotik olarak yani ortaklık Ģeklinde 

devam ettiren her iki tür yaĢamlarında karĢılıklı fayda sağlar (Aravind vd., 2010). Bu 

karĢılıklı fayda sağlanan yaĢam Ģeklinde endofit bakteriler nitrojen fiksasyonu, fosfor 

zenginleĢtirme ve fitohormonların sentezi yoluyla bitkilerin büyümesini destekler 

(Borah vd., 2019). Konukçusu olduğu bitkilerde endofit bakterileri diğer 

mikroorganizmalar ile besin rekabetinden ve çevresel etkenlerin sebep olduğu olumsuz 

durumlardan korur (Sülü vd., 2016). Endofit bakteriler bitki mikro ekosistemi için çok 

önemli olmalarına rağmen, bakteriyel endofitlerin konukçusu olan bitkilerle iliĢkisi tam 

olarak anlaĢılamamıĢtır (Tiwari vd., 2013).  
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Endofit bakteriler, yüzey dezenfeksiyonu yapılmıĢ olan sağlıklı bitkilerin kök, 

gövde, yaprak gibi dokuların iç kımlarından izole edilebilirler (Hallmann vd., 1997; 

Ryan vd., 2008; Kumar vd., 2014). 

Endofit bakterilerin popülasyonları, patojen ve rizosferik bakteri gruplarının 

popülasyonlarına göre düĢük seviyededir (Hallmann vd., 1997; Rosenblueth ve 

Martínez-Romero,2006). Endofit bakteri popülasyonunun yoğunluğunu konakçı 

genotipi, konakçının geliĢim aĢaması, çevre koĢulları ve bakterinin türü gibi 

değiĢkenlere bağlıdır (Pillay ve Nowak, 1997). Endofit bakterilerin kültüre alınabilen ve 

kültüre alınamayan 200’den fazla sayıda endofit bakteri cinsi olduğu bilinmektedir.  Bu 

sayı her geçen yıl artmaktadır (Hallmann vd., 1997; Sessitsch vd., 2012; Sun ve Guo 

2012). 

Endofit bakteriler konakçısına sağlamıĢ olduğu faydalardan kaynaklı olarak çok 

büyük bir biyoteknolojik öneme sahiptirler. Bitkinin toprağa tutunarak büyümesi ve 

geliĢmesi için yakalaĢık 16 elemente gereksinim duyar. Bitkilerin bu elementeleri 

çevreden alıp kullanılabilir forma getirmesinde en entkin görevi endofit bakteriler 

gerçekleĢtrir (Arachevaleta vd., 1989). Virüsler, mantarlar, bakteriler ve böcekler 

tarafından zarar görmüĢ hastalıklı bitkilerin tedavisinde veya sağlıklı bitkilerin bu 

zararlılar tarafından zarar görmesini engellemek için bitkiyi endofit bakteri ile aĢılama 

çalıĢmaları yapılmaktadır (Sturz ve ark, 2000; Kerry, 2000; Ping ve Boland, 2004; Berg 

ve Hallmann, 2006). 

Mikroorganizmalar tarafından sentezlenen, mikroorganizmanın büyümesinde, 

geliĢmesinde, rekabet ortamından korunmasında, çoğalmasında dolaylı etkisi olan 

bileĢilere sekonder metabolit denilmektedir (Stamp, 2003). Endofit bakterilerde 

yaĢamlarını sürdürebilmek için pek çok sayıda sekonder metabolit üretmektedir. Bu 

sekonder metabolitler gıda, kozmetik ve ilaç endüstrisinde önemli bir yer almaktadır 

(Strobel ve Daisy, 2003; Goodstime vd., 2014).  

 

2.2 Ağır Metal Duyarlılığı 

 

Dünya genelindeki toprak ve su kirliliğinin artması çevre kirliliğini çağımızın en 

büyük sorunlarından biri haline getirmektedir. Ağır metaller bu kirliliğe sebep olan 

unsurlardan bir tanesidir. YaĢamakta olduğumuz çağda sürekli geliĢen sanayi ve 
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endüstri beraberinde ağır metallerin neden olduğu çevre kirliliğini beraberinde 

getirmektedir. Endüstriyel atıklardan olan bakır, cıva, çinko ve lityum gibi ağır metalleri 

doğal yaĢam alanlarından arındırılması ve doğaya vermiĢ oldukları olumsuz etkilerinin 

en aza indirgenmesi çözümlenmesi beklenen en önemli sorunlardandır. Bununla beraber 

geliĢen biyoteknoloji ile son yıllarda ağır metallerin doğal habitatlardan 

temizlenmesinde mantarların ve bakterilerin kullanımı da oldukça değer kazanmaktadır 

(Hofmann vd., 2020).  

Endüstriyel üretim yapan iĢletmelerden doğaya bırakılan ağır metal yüklü atık 

sular dikkatli ve uygun bir Ģekilde arındırılmazsa doğa ve canlılar için çok önemli bir 

boyutta çevresel bir tehdit oluĢturmaktadır (Verma vd., 2017). Endofit bakteriler 

bizlerin yaĢamlarına direk fayda sağlayabilecek potansiyele sahip yeni kaynaklar olarak 

düĢünülmektedir. Ekolojik kirliliğin sebeplerinden bir tanesi olan ağır metallerin 

çevreden mikroorganizmaların yaĢamlarını devam ettirmesinde kullanılması Ģeklinde 

tanımlanan biyoremidasyon, endofit bakterilerin sağladığı yaralardan bir tanesidir. 

 

2.3 Tüm Genom Dizilenmesi 

 

Sürekli geliĢim halinde olan biyoloji bilimindeki en önemli yeniliklerden bir 

tanedside DNA sekanslmasıdır. Ġlk DNA sekans analiz çalıĢmalarında çok farklı 

yöntemler denenmesi sonucunda farklı DNA sekanslama teknileri bulunmuĢtur (Wu 

vd., 2015). 

Lynx Therapeutics firması 200 yılında Massively Parallel Signature Sequencing 

yöntemini kullanarak ilk yeni nesil dizileme teknolojisi (Next Generayion Sequencing-

NGS) baĢlatan firma olmuĢtur. Daha sonraki yıllarda bu firmayı Illumina firması satın 

almıĢtır. 454 Life Sciences Roche firması 2004 yılında pirodizileme kimyasına dayalı 

yeni nesil dizileme teknolojilerinin ikincisini kullanmaya sunmuĢtur (Cock vd., 2010; 

Kulski, 2015). 

YaĢamakta olduğumuz çağ boyunca devamlı bir Ģekilde geliĢme halinde olan 

moleküler biyoloji çalıĢmaları ve ticari olarak alınabilen dıĢ görünüĢ özelliklere göre 

tanımlama yapan kitlerin üretilmesi ve geliĢtirilmesine rağmen halen birçok moleküler 

genetik ve mikrobiyoloji laboratuvarında bakteri suĢlarının tanımlanması aĢamasında 

zorluk yaĢanılmaktadır. Bir bakterinin tüm genom dizilemesi ile elde edilen 
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genomundaki binlerce gen arasından 16S rRNA geni iyi bir Ģekilde seçilmiĢ 16S rRNA 

gen dizisi biyonformatik analizler için tasarlanmıĢ veritabanlarıyla karĢılaĢtırıldığında 

filogenetik bilgiye dayalı tanımlama için önemli bir görev görmüĢtür (Rosselló-Mora ve 

Amann, 2001; Tindall vd., 2010). 

Bir bakterinin genom verilerinin yeni nesil dizileme ile elde edilmesi 12 

aĢamada gerçekleĢmektedir. Bu aĢamalar sırasıyla biyolojik materyalin elde edilmesi, 

genomik DNA izolasyonu, DNA’nın hedef bölgelerinin seçilmesi, DNA’nın enzimatik 

reaksiyola kesilerek DNA kütüphanesinin oluĢturulması, kütüphaneyi oluĢutan DNA 

parçalarının çoğaltılması, bu DNA parçalarının dizilenmesi, iĢlenmemiĢ verinin 

olĢturulması, kaynak olarak kullanılan dizinin üzerine haritalama yapılaması, olası 

varyantların analizi ve yorumlaması son olarkda raporlanması Ģeklindedir 

(Özmerdivenli, 2017) 

Endofitik bakterilere ait genomik veriler, bitkilerle simbiyotik iliĢki halinde olan 

endofitlerin yaĢam Ģekli, dağılımı ve çeĢitliliği ile ilgili genleri hakkında güçlü bir bilgi 

kaynağıdır. Bu bilgi kaynaklarındaki genomik verileri mikrobiyal takasonomide anlamlı 

bir hale getirmek için birçok teknik vardır. Bunlardan iki tanesi çok önemlidir. Bir 

tanesi 16S rRNA gen dizi analizi diğeri ise DNA: DNA hibridizasyonu tekniğidir. 

(Konstantinidis ve Tiedje, 2005; Hoffman ve Decho, 1999). Bu hücre yüzeyine bağlı 

halde olan enzimler bakteriye sağlamıĢ olduğu yararlardan bir taneside kullanmıĢ 

oldukları substratı bakterinin büyüme istekleri üzerinde hidrolize ederek bakteriye 

beslenme faydası sağlamaktır (Vetter vd., 1998). 

Mikroorganizmaların tüm genom verilerini yani protein kodlayan genlerin ve 

rRNA gen bölgelerinin, genlerin iĢlevlerinin tanımlanması RAST sunucusu kullanılarak 

yapılmaktadır (Aziz vd., 2008). 

Mikroorganizmaların üretmiĢ olduğu sekonder metabolitler insanların, 

hayvanların ve bitki sağlığında hayati öneme sahiptir. Bakteri, arkelerde ve mantarlarda 

bu metabolitlerin sentezinde aktif olan genlerin analizi için geliĢen biliĢim 

teknolojilerinden olan veri madenciliği ile birlikte mikrobiyal genomda 

mikroorganizmaların sekonder metabolit sentezinde var olan genlerin ve biyosentetik 

gen kümelerinin (BGC) modüler yapısını kullanıcıya sunan antSmash programı 

kullanılmaktadır (Blin vd., 2021). 
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2.4 Eksteraselüler (Hücre DıĢı) Enzimler 

 

Enzimler katalizör madde olarak adlandırılan proteinlerdir. Mikroorganizmaların 

yaĢamlarını sürdürebilmesi için vücudunda birtakım reaksiyonlar meydana gelir. 

Enzimler, bu reaksiyonların hızını artırır ve reaksiyon boyunca tüketilmezler. Enzimler 

mikroorganizma için hayati öneme sahip kimyasal reaksiyonların yüksek bir seviyede 

hızlanmasına yeni yollar kazandırır (Bender vd.,1984). 

Bakteriler sentezledikleri enzimlerin bir kısmının hücre içinde kullanırlar, bir 

kısmınıda sitoplazmik membrana bağlı halde bulunan ribozomlar üretir ve membran 

yolu ile hücre dıĢına aktarırlar (Priest, 1984). Bakterinin sentezleyip hücre dıĢına 

aktardığı enzim bakteri hücresinin dıĢ yüzeyine bağlı halde de kalabilir veya çevreye de 

bırakılabilir. Bakterinin hücresinin dıĢ yüzeyine bağlı halde olan enzimler bakteri 

hücresi için hayati öneme sahip reaksiyonlarda katalizör görevinde bulunarak koruduğu 

için ürün alımında kolaylık oluĢur bu sayede bakteriye önemli bir fayda sağlar 

(Hoffman ve Decho, 1999). Bu hücre yüzeyine bağlı halde olan enzimler bakteriye 

sağlamıĢ olduğu yararlardan bir taneside kullanmıĢ oldukları substratı bakterinin 

büyüme istekleri üzerinde hidrolize ederek bakteriye beslenme faydası sağlamaktır 

(Vetter vd., 1998). 

Endofitik bakteriler ekstraselüler enzimleri bitkinin kök, sürgün, tohum gibi 

bölgelerinden izole edildiğini gösteren çok fazla sayıda araĢtırma souçları 

bulunmaktadır. Hastalıkların tedavisinde kullanılan değerli birçok bitkide ekstraselüler 

enzimleri üreten endofit bakteriler keĢfedilmiĢtir (Vijayalakshmi vd., 2016). 

Enofit bakteriler olarak tanımlanmıĢ olan bakterilerde huücre dıĢı enzimlerden; 

lipaz, amilaz, selülaz, proteaz, ksilanaz, pektinaz ve esteraz gibi birçok enzimi 

üretebildikleri araĢtırmacılar tarafından keĢfedilmiĢtir (Sturz ve Nowak, 2000; Carrim 

vd., 2006). 

Amilaz enzimi, kıyafetlerin beyazlatılması, niĢastalı atıklardan oligosakkaritlerin 

uzaklaĢtırılması, unlu mamüllerin üretimindeki en önemli adım olan hamurun 

mayalanmasında, haĢıl sökülmesi olarak bilinen kumaĢ üzaerinden niĢastanın 

uzaklaĢtırılması gibi pek çok alanda kullanılmaktadır (Borchet vd., 1995; Tanaka ve 

Hoshino, 1999; Gupta vd., 2003; Drauz vd., 2010). 
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Selülaz enzimi, genellikle bitki hücrelerinin yapısında bulunur. Bakteriler 

tarafındanda üretilmektedir. Selülaz enzimi, tekstil endüstrisinde kotların taĢlanması ve 

kumaĢların parlatılmasında kullanılmaktadır (McMullan vd., 2001). Gıda endüstrisinde 

selülaz enzimi, hayvan yemi üretiminde, meyve suyu ve Ģarap üretiminde, zeytin yağı 

ekstraksiyonunda kullanılmaktadır (Menendez vd., 2015). 

Ksinilaz enzimi, gıda endüstrisinde bulanık haldeki meyve sularının 

bulanıklılığını gidermek için kullanılmaktadır. Ksinilaz, Ģarap üretiminde ve unlu 

mamul üretiminde kullanılan hamurun yumĢatılmasında kullanılmaktadır (Biely, 1985). 

Klorlu ağartıcıların yerine kullanılacak bir alternatiftir (Kantelinen vd., 1993). 

Pektinaz enzimi, meyvelerin iĢlenmesinde, hayvan yemerinin üretimide, kâğıt 

endüstrisinde kullanılan bir enzimdir. Pektinazlar, çay üretimideki sorunların baĢında 

gelen köpük olĢumunu engeller. Çayın fermantasyonun gecikmesi sorununa çözüm 

sağlayarak hızlandırır ve çayın renk değiĢimi, aromasına katkı sağlar (Chaudhri ve 

Suneetha, 2012; Praveen ve Suneetha, 2015). 

Lipaz enzimi, lipitlerin gliserole ve yağ asitlerine kadarki hidroliz reaksiyonunu 

katalize eden enzimdir. Lipazlar, gıda endüstrisinde ucuz yağların kaliteli yağlara 

evrilmesende, detarjan endüstrisinde çamaĢır, bulaĢık ve tıkanmıĢ gider borularındaki 

yağ kalıntılarının giderilmesine özğü tasarlanan detarjanlarda kullanılmaktadır 

(Nakajima vd., 2000; Nerurkar vd., 2013). 

Proteaz enzimi, peptid bağlarının hidrolizini katalize edan enzimdir. Proteazlar 

gıda endüstrinde ekmekteki glüteniin etkisini düzenlemektedir (Tucker ve Woods, 1995, 

Miguel vd., 2013). Süt endüstrisinde, süt ürünlerindeki alerjenik özelliklerin azaltıması 

ve peynirin olgunlaĢtırılmasında kullanılmaktadır (Thomas ve Mills, 1981). 

 

 

  



3. MATERYAL VE YÖNTEM

3.1 Bakteri Ġzolatı 

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

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

kültür ve yabanıl tahıl bitkilerinden (Poaceae familyası) izole edilmiĢ ve daha önce Van 

YYÜ Bilimsel AraĢtırma Projeleri BaĢkanlığı tarafından FYL-2019-8770 No’lu proje 

olarak desteklenen “ÇeĢitli Tek Yıllık Bitkilerden Ġzole EdilmiĢ Olan Endofit 

Bakterilerde Siderofor Üretim Potansiyelleri” baĢlıklı yüksek lisans projesinde de 

kullanılan G15S1 kod numaralı endofit bakteri izolatı kullanılmıĢtır (Çizelge 3.1).  

Çizelge 3.1 Kullanılan izolat, konukçu ve izole edilen organ 

Ġzolat No Ġzolat Kodu Konukçu Ġzolasyon Yapılan Organ 

1 G15S1 Yulaf/Albatros Sürgün 

3.2. Ġzolatın GeliĢtirilmesi 

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

geliĢtirilmesi için kullanılan nutrient agar (NA) besi ortamının Çizelge 3.2’de 

verilmiĢtir.  

Çizelge 3.2 Ġzolatların geliĢtirilmesi için kullanılan nutrient agar besi ortamı bileĢimi 

Besiyeri BileĢen Miktar (1 L, pH 7.5) 

Nutrient Agar 

Et Özütü 

Maya Özütü 

1 g 

2 g 

NaCl 5 g 

Pepton 5 g 

Agar 15 g 
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3.3 G15S1 Ġzolatının Farklı Besi Ortamlarındaki Büyüme Profili 

 

G15S1 izolatının farklı besi ortamlarındaki geliĢim profillerini ve morfolojik 

karakterizasyonlarını oluĢturmak için, Luria Broth agar (LB), Nutrient Broth agar (NB) 

(Dogan ve Taskin, 2021), Tryptic Soy Broth agar (TSB) gibi zengin besi ortamlarının 

yanı sıra King’s B agar (Akköprü, 2012) ve Potato Dextrose agar (PD) gibi ayırt edici 

özellikleri bulunan katı besi ortamları kullanılmıĢtır (Çizelge 3.3). 

 

Çizelge 3.3 Ġzolatların geliĢtirilmesi için kullanılan besi ortamları ve bileĢenleri 

Besiyeri BileĢen Miktar (1 L, pH 7.5) 

Nutrient Broth Agar 

Et Özütü 

Maya Özütü 

1 g 

2 g 

NaCl 5 g 

Pepton 5 g 

Agar 15 g 

 

Besiyeri BileĢen Miktar (1 L, pH 7.5) 

Luria Broth Agar 

Tripton (Tryptone) 

Maya Özütü 

10 g 

5 g 

NaCl 10 g 

Agar 15 g 

 

Besiyeri BileĢen Miktar (1 L, pH 7.5) 

Tryptic Soy Broth Agar 

Tripton (Tryptone) 

Pepton (Soybean) 

17 g 

3 g 

Glikoz 2.5 g 

NaCl 5 g 

 K2HPO4 2.5 g 

 Agar 15 g 
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Çizelge 3.3 Ġzolatların geliĢtirilmesi için kullanılan besi ortamları ve bileĢenleri (devam) 

Besiyeri BileĢen Miktar (1 L, pH 7.5) 

King’s B Agar 

Pepton 

Gliserol 

20 g 

10 mL 

K2HPO4 1.5 g 

MgSO4 1.5 g 

Agar 15 g 

 

Besiyeri BileĢen Miktar (1 L, pH 7.5) 

Potato Dextrose Agar 

(PDA) 

Patates Ġnfüzyonu 

Dekstroz 

200 g 

20 g 

Agar 20 g 

 

3.4 Gram Boyama 

 

Gram boyama yapmak için hazırlanmıĢ bakteri preparatının üzerine kristal 

viyole boyası damlatılıp 1 dakika beklenmiĢtir. Preparata iyot (lugol) çözeltisi 

damlatılarak 1-2 dakika bekletilip, distile su ile yıkanarak lugol çözeltisi 

uzaklaĢtırılmıĢtır. Preparatın üzerine %96'lık etil alkol damlatılarak 15-30 saniye 

beklenmiĢ, distile su ile yıkanmıĢ ve karĢıt boya olarak safranin damlatılarak 1 dakika 

bekletilmiĢtir. Preparat distile su ile yıkanarak kurumaya bırakılmıĢtır. Lamel üzerine 

immersiyon yağı damlatılarak 100'lük objektifle incelenmiĢtir. Mor renkli bakteriler 

Gram pozitif, pembe-kırmızı renkli bakteriler ise gram negatif olarak 

değerlendirilmiĢtir.  

 

3.5 Biyokimyasal Karakterizasyon 

 

ÇalıĢmada besiyeri ortamında izole edilen ve G15S1 bakteri izolat kültürleri 

fenotipik identifikasyon amacıyla Microgen ve API ticari kitleri (GNA-GNB) 

kullanılarak fenotipik (biyokimyasal) özellikleri belirlenmiĢtir.  Besiyerinde 25 
o
C’ de 

48 saat inkübasyonun ardından McFarland 0.5 optik dansiteye ayarlanan bakteriler kit 

içerisindeki küpüllere inoküle edilerek 25 
o
C’de 48 saat inkübasyona bırakılmıĢlardır. 
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Ġnkübasyon sonrasında mikrogen ve API firmasının okuma tablosuna göre sonuçlar 

pozitif ve negatif olarak değerlendirilmiĢtir (Önalan ve Çevik, 2018). 

 

3.6 Ekstraselüler Enzim Aktivitesi Belirlenmesi 

 

Tüm ölçüm deneyleri dörder tekrarlı olacak Ģekilde yapılmıĢtır. 

 

3.6.1 Proteaz Enzimi Aktivitesinin Belirlenmesi 

 

Proteaz aktivitesi Carrim vd. (2006)’nin bildirmiĢ olduğu yöntemde bazı 

değiĢiklikler yapılarak belirlenmiĢtir. Proteaz enzimi üretimi için %1 (g/l) yağsız süt 

tozu içeren Nutrient Agar hazırlanmıĢtır.  Bunun için süt tozu dıĢındaki besiyeri 

içerikleri distile suda çözüldükten sonra, ortam 121
o
C’de 15 dakika sterilize edilmiĢtir. 

Süt tozu (10 g/100 ml) ayrıca 110 °C’de 5 dakika 2 defa sterilize edilerek ve 45 
o
C’ye 

kadar soğutulup, temel besi ortamına aseptik koĢullarda ilave edilerek iyice 

karıĢtırılmıĢtır. Daha sonra eĢit hacimlerde (20 ml) steril petrilere dökülerek katılaĢması 

beklenmĢtir. Çözünebilir süt tozu içeren proteaz ortamlarına nokta Ģeklinde ekilen 

izolat, 25
o
C’de 2-3 gün inkübasyona bırakılmıĢtır.  Koloni etrafında Ģeffaf bir zon 

oluĢumu proteaz aktivitesi pozitif olarak değerlendirilmiĢtir. 

 

3.6.2 Amilaz Enzimi Aktivitesinin Belirlenmesi 

 

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

bazı değiĢiklikler yapılarak belirlenmiĢtir. Amilaz enzimi üretimi için %1 çözünebilir 

niĢasta içeren Nutrient Agar hazırlanmıĢtır. Çözünebilir niĢasta içeren amilaz 

ortamlarına nokta Ģeklinde ekilen suĢ 25
o
C’de 2 gün inkübasyona bırakılmıĢtır. 

Ġnkübasyon sonunda petriye lügol çözeltisi (%1’lik iyot çözeltisi) dökülerek boyama 

iĢlemi gerçekleĢtirilmiĢtir.  Amilaz aktivitesine sahip izolatta koyu mavi zemin üzerinde 

koloni çevresinde Ģeffaf bir zon oluĢumu amilaz pozitif olarak değerlendirilmiĢtir. 
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3.6.3 Lipaz Enzimi Aktivitesinin Belirlenmesi 

 

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

bazı değiĢiklikler yapılarak belirlenmiĢtir.  Öncelikle lipaz aktivitelerinin belirlenmesi 

amacıyla lipaz ortamı hazırlanmıĢtır. Lipaz ortamı Ģu içeriklerden oluĢmuĢtur (g/l): 

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

ortamı 121
o
C’de 15 dakika sterilize edildikten sonra besiyeri içeriklerinden ayrı olarak 

sterilize edilen Tween 20 lipaz ortamlarına ilave edilerek iyice karıĢtırılmıĢtır. Daha 

sonra hazırlanan bu besiyerleri petrilere yaklaĢık 20 ml olacak Ģekilde dökülmüĢtür. 

Ġzolatın lipaz aktivitesinin belirlenmesi amacıyla lipaz ortamlarına nokta ekimi yapılmıĢ 

ve izolat geliĢme sıcaklığında 2-3 gün inkübe edilmiĢtir. Koloni çevresinde açık renkte 

opak zon oluĢumu lipaz pozitif olarak değerlendirilmiĢtir.  

 

3.6.4 Selülaz Enzimi Aktivitesinin Belirlenmesi 

 

Selülaz aktivitesi Amore vd. (2015)’nin bildirmiĢ olduğu yöntemde bazı 

değiĢiklikler yapılarak belirlemiĢtir. Öncelikle selülaz aktivitelerinin belirlenmesi 

amacıyla selülaz ortamı hazırlanmıĢtır. Selülaz ortamı Ģu içeriklerden oluĢmuĢtur (g/l): 

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

Karboksimetilselüloz (CMC) 5 g, Agar 15 g Selülaz ortamında yer alan bileĢenlerin 

distile suda tamamen çözülmesinden sonra ortam 121
o
C’de 15 dakika sterilize 

edilmiĢtir.  Sterilizasyondan sonra hazırlanan besi ortamları eĢit hacimlerde (20 ml) 

steril petrilere   dökülmüĢtür.   Ġzolatın selülaz aktivitesinin belirlenebilmesi için selülaz 

ortamına nokta ekimi yapılmıĢ ve 25
o
C’de 5-8 gün inkübasyona bırakılmıĢtır.  

Ġnkübasyon sonunda petrilere önce %0.2’lik (w/v) Kongo kırmızısı çözeltisi dökülerek 

20 dakika oda sıcaklığında beklenmiĢtir. Daha sonra ise petriler 5 M NaCl çözeltisi 

ilave edilerek yıkanmıĢ ve 30 dakika oda sıcaklığında bekletilmiĢlerdir. Kırmızı zemin 

üzerinde, koloni çevresinde açık sarı renk zon oluĢumu pozitif sonuç olarak 

değerlendirilmiĢtir. 
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3.6.5 Ksilinaz Enzimi Aktivitesinin Belirlenmesi 

 

Ksilanaz aktivitesi Amore vd. (2015)’nin bildirmiĢ olduğu yöntemde bazı 

değiĢiklikler yapılarak belirlenmiĢtir. Öncelikle ksilanaz aktivitelerinin belirlenmesi 

amacıyla ksilanaz ortamı hazırlanmıĢtır. Ksilanaz ortamı Ģu içeriklerden oluĢmuĢtur 

(g/l): NaNO3 1 g, K2HPO4 1 g, KCl 1 g, MgSO4 0.5 g, yeast extract 0.5 g, glucose 1 g, 

agar 15 g, Ksilan 5 g. Ksilanaz ortamının bileĢenleri distile suda çözüldükten sonra, 

ortam 121
o
C’de 15 dakika sterilize edilmiĢtir. Sterilizasyondan sonra aseptik koĢullarda 

steril petrilere 20’Ģer ml dökülerek katılaĢması beklenmiĢtir. Ġzolatlar ksilan içeren 

besiyerine ekildikten sonra 2-4 gün 25
o
C’de inkübasyona bırakılmıĢlardır. Ġnkübasyon 

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

boyama iĢlemi gerçekleĢtirilmiĢtir. Boyama süresinin sonunda fazla boyanın 

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

bekletilmiĢtir. Kırmızı zemin üzerinde koloni çevresinde açık renkte zon oluĢan suĢlar 

pozitif olarak değerlendirilmiĢtir. 

 

3.6.6 Pektinaz Enzimi Aktivitesinin Belirlenmesi 

 

Pektinaz aktivitesi Kobayashi vd. (1999)’nın bildirmiĢ olduğu yöntem 

kullanılarak belirlenmiĢtir. Öncelikle pektinaz aktivitelerinin belirlenmesi amacıyla 

pektinaz ortamı hazırlanmıĢtır. Pektinaz ortamı Ģu içeriklerden oluĢmuĢtur (g/l): Maya 

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

Pektinaz ortamının içerikleri distile suda çözüldükten sonra, ortam 121
o
C’de 15 dakika 

sterilize edilmiĢtir. Steril besiyeri aseptik koĢullarda petrilere 20’Ģer ml dökülerek 

katılaĢması beklenmiĢtir. Ġzolatların nokta ekimleri yapıldıktan sonra 25
o
C’de 3 gün 

inkübasyona bırakılmıĢlardır. Petriye %1’lik setiltrimetil amonyum bromit (CTAB) 

çözeltisi eklendikten sonra oda sıcaklığında 10 dakika bekletilmiĢlerdir. Süre sonunda 

koloni çevresinde Ģeffaf zon oluĢumu meydana gelen suĢlar pozitif olarak 

değerlendirilmiĢtir. 
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3.7 Bakır (Cu), Çinko (Zn), Mangan (Mn), Civa (Hg), Lityum (Li) Metallerinin 

G15S1 Ġzolatı Üzerindeki Minimum Ġnhibisyon Konsantrasyon (MIC) 

Değerlerinin Belirlenmesi 

 

Ġzolatın her bir metal iyonu için Minimum Ġnhibitör Konsantrasyon (MIK) 

değerleri, katı besi ortamındaki ağır metal konsantrasyonları izolat büyüyemeyene kadar 

kademeli olarak artırılarak belirlenmiĢtir (AtbaĢ, 2022). Bunun için mangan, bakır, 

çinko, lityum ve civa stok solüsyonları hazırlanmıĢ, filtrasyon yöntemi ile 

sterilizasyonları sağlanmıĢ ve nutrient agar katı besiyerine eklenerek, farklı 

konsantrasyonlarda ağır metal içeren katı besi ortamları hazırlanacaktır.  

Ġzolatların her bir metal iyonu için Minimum Ġnhibitör Konsantrasyon (MIC) 

değerleri, katı besiyeri ortamındaki ağır metal konsantrasyonları izolatlar 

büyüyemeyene kadar kademeli olarak artırılarak belirlenmiĢtir. Bunun için HgCl2, LiCl, 

CuSO4.5H2O, ZnSO4.7H2O ve MnCl2.4H2O stok solüsyonları hazırlanarak, filtrasyon 

yöntemi ile sterilizasyonları sağlanmıĢtır (Çizelge 3.4, ġekil 3.1). Bakır için, 0.1 mM 

aralıklarla 0 mM-2 mM arasında CuSO4 içeren, mangan için 0.1 mM aralıklarla 0 mM-2 

mM arasında MnCl2 içeren, lityum için yine 0.1 mM aralıklarla 0 mM-8 mM arasında 

LiCl içeren, civa için 0.01 mM aralıklarla 0 mM-0.1 mM arasında HgCl2 içeren ve çinko 

için 0.1 mM aralıklarla 0 mM-1 mM arasında ZnSO4 içeren besi ortamları 

kullanılmıĢtır. Metallerin ilgili konsantrasyonlarını içeren NA besi ortamlarını 

hazırlamak için, otoklav yolu ile sterilize edilmiĢ ve 60-70 
o
C ye kadar soğutulmuĢ besi 

ortamlarına gerekli hacimde alınan ilgili metal stoğu eklenmiĢ ve karıĢtırılarak aseptik 

koĢullarda petrilere dökülmüĢtür. EB izolatının 10
6 

cfu/ml yoğunluğunda 

süspansiyonları hazırlanmıĢtır. Bu süspansiyonlardan 20 μl alınarak hazırlanan NA besi 

ortamına birbirinden eĢit uzaklıktaki noktalara damlatma yolu ile ekimler yapılmıĢtır. 5 

günlük inkübasyondan sonra bile izolatlar petrilerde büyümediğinde MIC değerleri not 

edilmiĢtir. Tüm ölçüm deneyleri dörder tekrarlı olacak Ģekilde yapılmıĢtır. 
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Çizelge 3.4 Metal stok solüsyonları 

Solüsyon BileĢen Miktar (20 mL, 0.1 M) 

MnCl2.4H2O (MW=197,91 

g/mol) 

MnCl2 0.395 g 

dH2O 20 mL 

Solüsyon BileĢen Miktar (20 mL, 0,1 M) 

HgCl2 (MW=271,50 

g/mol) 

HgCl2 0.543 g 

dH2O 20 mL 

Solüsyon BileĢen Miktar (20 mL, 0.1 M) 

LiCl (MW=42,39 g/mol) 
LiCl 0.084 g 

dH2O 20 mL 

 

Solüsyon BileĢen Miktar (20 mL, 0.1 M) 

CuSO4.5H2O 

(MW=249,69 g/mol) 

CuSO4 0.50 g 

dH2O 20 mL 

Solüsyon BileĢen Miktar (20 mL, 0.1 M) 

ZnSO4.7H2O 

(MW=287,56 g/mol) 

ZnSO4 0.575 g 

dH2O 20 mL 

 

 

ġekil 3.1 Soldan sağa doğru sırasıyla Çinko (0.1 M), Bakır (0.1 M), Lityum (0.1 M), 

Civa (0.1 M) ve Mangan (0.1 M) stok solüsyonları 
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3.8 Tüm Genom Dizileme ve Analizi 

 

Ġzolatların tüm genom dizilemesi hizmet alımı yolu ile gerçekleĢtirilmiĢtir 

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

dizileme platformu kullanılarak hizmet alımı ile dizilenmiĢtir. Tüm genom dizi verisi 

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

brc.org/) sunucusunda birleĢtirildikten sonra NCBI veri tabanına yüklenerek eriĢim 

numarası alınmıĢtır. Genom dizisinin anotasyonu RAST (https://rast.nmpdr.org/) (Aziz 

vd. 2008) sunucusunda yapılarak protein ve iĢlevsel RNA kodlayan dizileri 

belirlenmiĢtir. Biyosentetik gen kümelerinin tahminleri antiSMASH versiyon 6.0'da 

(Blin vd. 2021), antibiyotik dirençliliği ile iliĢkili genlerinin tespiti ARTS sunucusunda 

(https://arts.ziemertlab.com/analyze) (Mungan vd. 2020) yapılmıĢtır. Daha kapsamlı bir 

filogenetik analiz için, izolatların genom dizileri Type Strain Genome Server'a (TYGS) 

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

dayanan bir filogenetik ağaç oluĢturulmuĢtur. Ayrıca, tüm genom dizisi kullanılarak 

izolatların veritabanlarındaki mikroorganizmalarla olan uzaklığı dijital DNA-DNA 

hibridizasyon (dDDH) (https://ggdc.dsmz.de/) analizi ve ortalama nükleotid özdeĢlik 

değeri (ANI) hesaplanmasıyla (https://jspecies.ribohost.com/jspeciesws/) tespit 

edilmiĢtir. 

  

https://microbesng.com/
https://rast.nmpdr.org/
https://arts.ziemertlab.com/analyze
https://tygs.dsmz.de/
https://ggdc.dsmz.de/
https://jspecies.ribohost.com/jspeciesws/
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4. BULGULAR  

 

4.1 G15S1 Ġzolatının Farklı Besi Ortamlarındaki Büyüme Profili 

 

G15S1 izolatının farklı besi ortamlarındaki geliĢim profillerini ve morfolojik 

karakterizasyonlarını oluĢturmak için, Luria Broth agar (LB), Nutrient Broth agar (NB) 

(Dogan ve Taskin, 2021), Tryptic Soy Broth agar (TSB) gibi zengin besi ortamlarının 

yanı sıra King’s B agar (Akköprü, 2012) ve Potato Dextrose Agar (PDA) gibi ayırtedici 

özellikleri bulunan katı besi ortamları kullanılmıĢtır.  

Yapılan deneyler G15S1 izolatının en verimli ve hızlı bir Ģekilde TSB agar besi 

ortamında geliĢtiği gözlemlenmiĢtir. Bu besi ortamlarını sırası ile NB agar, King’s B 

agar, LB agar besi ortamları izlemiĢ ve izolatın bu üç besi ortamında benzer geliĢme 

profili ortaya koymuĢ olmasına rağmen NB agar besi ortamının az da olsa daha iyi bir 

performans gösterdiği gözlemlenmiĢtir. Ġzolatın en az geliĢim gösterdiği besi ortamı 

PDA olmuĢtur (ġekil 4.1). 

 

               
                             A                                        B                                      C 

                               
                                                D                                       E 

ġekil 4.1 G15S1 izolatının sırası ile TSB (A), NB (B), King’s B (C), LB (D) ve PD (E) 

agar besi ortamlarında 25 °C’de 48 saat inkübasyon sonrası gösterdiği 

geliĢim profilleri 
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4.2 Gram Boyama 

 

Gram boyaması sonucunda G15S1 hücrelerinin Gram (+) ve kok morfolojisine 

sahip olduğu ortaya konmuĢtur (ġekil 4.2). 

 

ġekil 4.2 G15S1 izolatının gram boyaması. Görüntü ıĢık mikroskobu altında 100X 

büyütme ile alınıĢtır 

 

4.3 Biyokimyasal Aktivite Testleri 

 

ÇalıĢmada, G15S1 bakteri izolat kültürlerinin fenotipik tanımlama amacıyla 

Microgen ve API ticari kitleri (GNA-GNB) kullanılarak fenotipik (biyokimyasal) 

özellikleri belirlenmiĢtir (Önalan ve Çevik, 2018). Besiyerinde 25
o
C’de 48saat 

inkübasyonun ardından McFarland 0.5 optik dansiteye ayarlanan bakteriler kit 

içerisindeki küpüllere inoküle edilerek 25
o
C’de 48 saat inkübasyona bırakılmıĢlardır 

(ġekil 4.3 ve ġekil 4.4). Ġnkübasyon sonrasında mikrogen ve API firmalarının okuma 

tablosuna göre sonuçlar pozitif ve negatif olarak değerlendirilmiĢtir (Çizelge 4.1, 

Çizelge 4.2). 
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ġekil 4.3 G15S1 bakteri izolatının fenotipik tanılama amacıyla Microgen ticari kiti 

(GNA-GNB) kullanılarak gerçekleĢtirilen fenotipik (biyokimyasal) test sonuç 

fotoğrafı 

 

 
 

ġekil 4.4 G15S1 bakteri izolatının fenotipik identifikasyon amacıyla API ticari kiti 

(GNA-GNB) kullanılarak gerçekleĢtirilen fenotipik (biyokimyasal) test sonuç 

fotoğrafı 

 

Çizelge 4.1 G15S1 bakteri izolatının fenotipik tanılama amacıyla Microgen ticari kiti 

(GNA-GNB) kullanılarak gerçekleĢtirilen fenotipik (biyokimyasal) test 

sonuçları. (+): Pozitif Aktivite, (-): Negatif Aktivite 

Biyokimyasal 

Testler 

GNA Strip Biyokimyasal 

Testler 

GNB Strip 

Lysine - Gelatin + 

Ornithine - Malonate - 

H2S - Inositol - 

Glucose + Sorbitol - 

Mannitol - Rhamnose - 

Xylose - Sucrose + 

ONPG - Lactose - 

Indole - Arabinose + 

Urease + Adonitol - 

VP  - Raffinose - 

Citrate + Salicin - 

TDA  - Arginine - 
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Çizelge 4.2 G15S1 bakteri izolatının fenotipik tanılama amacıyla API ticari kiti 

kullanılarak gerçekleĢtirilen fenotipik (biyokimyasal) test sonuçları. (+): 

Pozitif Aktivite, (-): Negatif Aktivite 

Biyokimyasal 

Testler 

Sonuç Biyokimyasal 

Testler 

Sonuç 

ONPG - Mannitol (MAN) - 

Arginine (ADH) - Inositol (INO) - 

Lysine (LDC) - Sorbitol (SOR) - 

Ornithine (ODC) - Rhamanose (RHA) - 

Citrate (CIT) + Sucrose (SAC) + 

Thiosulfate (H2S) - Melibiose (MEL) - 

Urease (URE) + Amygdalin (AMY) - 

Tryptophane (TDA) + Arabinose (ARA) - 

Indol (IND) - Nitrate reduction 

(NIT) 

- 

Voges-Proskauer 

(VP) 

- Gelatinase (GE) + 

Glucose (GLU) +   

 

4.4 Ekstraselüler Enzim Aktivite Testleri 

 

Bakteri izolatı proteaz, lipaz, amilaz, pektinaz, ksilanaz ve selülaz enzimlerini 

üretebilme yetenekleri açısından nitel olarak incelenmiĢtir. Ġzolatın ilgili ayırt edici besi 

ortamlarında test edilen enzimlerin hiçbirini üretemediği gözlemlenmiĢtir (ġekil 4.5, 

Çizelge 4.3).  

 

Çizelge 4.3 G15S1 bakteri izolatının ekstraselüler enzim aktiviteleri. (+): Pozitif 

Aktivite, (-): Negatif Aktivite 

Ġzolat Amilaz Proteaz Selülaz Ksilinaz Pektinaz Lipaz 

G15S1 - - - - - - 
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      A                                       B                                          C 

 
               D                                          E                                         F 

ġekil 4.5 G15S1 bakteri izolatının ekstraselüler enzim aktivite testlerini gösteren örnek 

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

Ksilinaz 

 

4.5 Bakır (Cu), Çinko (Zn), Mangan (Mn), Civa (Hg), Lityum (Li) Metallerinin 

G15S1 Ġzolatı Üzerindeki Minimum Ġnhibisyon Konsantrasyon (MIC) 

Değerlerinin Belirlenmesi 

 

Metallerin MIC değerlerini belirleyebilmek için izolatlar belirli konsantrasyonlar 

da ilgili metal solüsyonu içeren Nutrient Broth Agar (NBA) besiyeri yüzeylerine, 

birbirine eĢit uzaklıkta olacak Ģekilde nokta ekim tekniği ile inoküle edilmiĢlerdir (ġekil 

1). Sonrasında petriler 72 saat süre ile 25
o
C de inkübasyona bırakılmıĢ ve bu süreç 

sonunda koloni büyümesinin gerçekleĢip gerçekleĢmediği gözlemlenmiĢ ve çizelge 

oluĢturulmuĢtur (Çizelge 4.4-8). Bu amaç doğrultusunda hazırlanan stok metal 

solüsyonları filtrasyon yolu ile sterilize edilmiĢ ve steril NBA besiyerlerine aseptik 

olarak ayrıca eklenmiĢtir. 

Bakır (Cu) için, 0.1 mM aralıklarla 0-2 mM arasında CuSO4 içeren besi 

ortamlarında G15S1 izolatının koloni geliĢim profilleri ortaya konmuĢtur. Sonuçlar 1.5 

mM ve üstü CuSO4 içeren besi ortamlarında izolatın geliĢemediğini ortaya koymuĢtur. 

(Çizelge 4.4). 
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Mangan (Mn) için, 0.1 mM aralıklarla 0-2 mM arasında MnCl2 içeren besi 

ortamlarında G15S1 izolatının koloni geliĢim profilleri ortaya konmuĢtur. Sonuçlar 1.0 

mM ve üstü MnCl2 içeren besi ortamlarında izolatın geliĢemediğini ortaya koymuĢtur. 

(Çizelge 4.5). 

Çinko (Zn) için, 0.1 mM aralıklarla 0-1 mM arasında ZnSO4 içeren besi 

ortamlarında G15S1 izolatının koloni geliĢim profilleri ortaya konmuĢtur. Sonuçlar 0.2 

mM ve üstü ZnSO4 içeren besi ortamlarında izolatın geliĢemediğini ortaya koymuĢtur. 

(Çizelge 4.6). 

 

 

ġekil 4.6 ÇeĢitli konsantrasyonlardaki Li (A), Zn (B), Cu (C), Hg (D) ve Mn (E) 

metallerinin izolatlar üzerindeki inhibisyon etkisini gösteren örnek petri 

fotoları 
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Civa (Hg) için, 0.01 mM aralıklarla 0-0.1 mM arasında HgCl2 içeren besi 

ortamlarında G15S1 izolatının koloni geliĢim profilleri ortaya konmuĢtur. Sonuçlar 0.04 

mM ve üstü HgCl2 içeren besi ortamlarında izolatın geliĢemediğini ortaya koymuĢtur. 

(Çizelge 4.7). 

Lityum (Li) için, 0.1 mM aralıklarla 0-8 mM arasında LiCl içeren besi 

ortamlarında G15S1 izolatının koloni geliĢim profilleri ortaya konmuĢtur. Sonuçlar 6.9 

mM ve üstü LiCl içeren besi ortamlarında izolatın geliĢemediğini ortaya koymuĢtur. 

(Çizelge 4.8). 

 

 



26 

 

Çizelge 4.4 Bakır (Cu) metalinin farklı konsantrasyonlarının G15S1 izolatının üzerinde gösterdiği inhibisyon etkisi.  +++: Güçlü Büyüme 

Var, ++: Büyüme Var, +: Zayıf Büyüme Var, -: Büyüme Yok 

Bakır (Cu) 

Konsantrasyonu 

(mM) 

0 0,5 1 1,1 1,2 1,3 1,4 1,5 1,6 

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

 

Çizelge 4.5 Mangan (Mn) metalinin farklı konsantrasyonlarının G15S1 izolatının üzerinde gösterdiği inhibisyon etkisi.+++: Güçlü Büyüme 

Var, ++: Büyüme Var, +: Zayıf Büyüme Var, -: Büyüme Yok 

Mangan (Mn) 

Konsantrasyonu 

(mM) 

0 0,5 0,9 1 1,1 1,2 1,3 1,4 1,5 

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

 

 

 

 

 

 

 

2
6
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Çizelge 4.6 Çinko (Zn) metalinin farklı konsantrasyonlarının G15S1 izolatının üzerinde gösterdiği inhibisyon etkisi. +++: Güçlü Büyüme 

Var, ++: Büyüme Var, +: Zayıf Büyüme Var, -: Büyüme Yok 

Çinko (Zn) 

Konsantrasyonu 

(mM) 

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 

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

 

Çizelge 4.7 Civa (Hg) metalinin farklı konsantrasyonlarının G15S1 izolatının üzerinde gösterdiği inhibisyon etkisi.  +++: Güçlü Büyüme 

Var, ++: Büyüme Var, +: Zayıf Büyüme Var, -: Büyüme Yok 

 

 

 

 

 

 

 

Civa (Hg) 

Konsantrasyonu 

(mM) 

0 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06 0.07 

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

2
7
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Çizelge 4.8 Lityum (Li) metalinin farklı konsantrasyonlarının G15S1 izolatının üzerinde gösterdiği inhibisyon etkisi.  +++: Güçlü Büyüme 

Var, ++: Büyüme Var, +: Zayıf Büyüme Var, -: Büyüme Yok 

Lityum (Li) 

Konsantrasyonu 

(mM) 

0 1 2 3 4 5 6 6.2 6.4 6.6 6.8 6.9 7 

 +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++ ++ ++ + + + - 

 

 

2
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4.6 G15S1’in Genom Özellikleri  

 

G15S1 izolatının tüm genom verileri GenBank’a JARWBN000000000 eriĢim 

numarası altında yüklenmiĢtir. Genom verilerinin açımlaması (annotation) RAST 

sunucusunda gerçekleĢtirilmiĢtir (https://rast.nmpdr.org/rast.cgi). Genom boyutunu ve 

genom G+C içeriği sırasıyla 2.2 Mb (2216911 bp) ve %31.4 olarak belirlenmiĢtir.  

Ġzolatın tamamlanan genomunun 2199 protein ve 68 adet RNA kodladığı ortaya 

konmuĢtur. Genomun büyük bir kısmının amino asitlerin ve türevlerinin sentezi ve 

metabolizmasına yönelik genleri kodladığı görülürken, izolat virülans, hastalık ve 

antibiyotiklere ve toksik bileĢiklere direnç dahil savunma özelliklerinden sorumlu 44 

geni kodladığı görülmüĢtür. Ġzolat genomunun, kofaktörler, vitaminler, prostetik gruplar 

ve pigmentler için 90 geni kodladığı, ayrıca genomun, izolatın farklı ortamlara 

dayanıklılık ve adaptasyon potansiyelini gösteren stres yanıtıyla ilgili 29 adet gen 

içerdiği belirlenmiĢtir (ġekil 4.7).  

 

 

ġekil 4.7 G15S1 izolatının RAST sunucusu tarafından oluĢturulan genom açımlaması 

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

 

 

 

https://rast.nmpdr.org/rast.cgi)
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4.7 G15S1 Ġzolatının Filogenetik Analizi 

 

Tüm genom tabanlı ve 16S rRNA gen tabanlı filogenetik ağaçlar, TYGS 

(https://tygs.dsmz.de/) kullanılarak oluĢturulmuĢtur. Tüm genom tabanlı filogenetik 

ağaçta (ġekil 4.8), G15S1, Staphylococcus hominis NCTC 11320, Staphylococcus 

hominis subsp. novobiosepticus CCUG 42399 ve Plantactinospora veratri CGMCC 

4.7143 ile birlikte kümelenirken, Staphylococcus pragensis CCM 8529, Staphylococcus 

petrasii subsp. jettensis CCUG 62657, Staphylococcus taiwanensis NTUH-S172 ile 

daha büyük bir küme oluĢturduğu görülmektedir. Benzer bir Ģemayı 16S rRNA gen 

tabanlı filogenetik ağaç da yansıtmaktadır (ġekil 4.9).  

Ġzolat ile yakın filogenetik komĢuları arasındaki dijital DNA-DNA hibridizasyon 

(dDDH) değerleri de TYGS kullanılarak belirlenmiĢtir. Ġzolatın Staphylococcus hominis 

NCTC 11320 suĢu ile vermiĢ olduğu dDDH değeri %92.9 olup, bu da G15S1 izolatının 

Staphylococcus hominis türü içinde yer alan alt tür olduğunu göstermektedir (ġekil 4.8). 

 

4.8. Biyoaktif Sekonder Metabolitler için izolat G15S1'in Biyosentetik Potansiyeli 

 

Biyoaktif ikincil metabolit kodlayan gen kümelerini belirlemek için izolatın 

genomu antiSMASH versiyon 6.0 (Blin vd., 2021) algoritması kullanılarak analiz 

edilmiĢtir. Ġzolat genomu, terpen, cyclic-lactone-autoinducer ve sideroforları kodlayan 

gen kümelerine sahiptir (ġekil 4.10). Ġzolat genomu, daha önce tanımlanmıĢ olan 

staphyloferrin A tipi siderofor gen kümesi ile %75 benzerlik taĢıyan gen kümesine 

sahiptir. Ayrıca izolat genomunun, cyclic-lactone-autoinducer gen kümesi ile %4 

benzerlik taĢıyan ve bilinen terpen gen kümeleri ile benzerlik taĢımayan bir adet terpen 

gen kümesine de sahip olduğu ortaya konmuĢtur. 
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ġekil 4.8 Genom verilerinden çıkarılan GBDP mesafelerinden FastME 2.1.6.1 (Lefort 

vd., 2015) algoritması ile oluĢturulan tüm genom tabanlı izolat filogenetik 

ağacı. Dal (branch) uzunlukları, GBDP mesafe formülü d5 cinsinden 

ölçeklendirilmiĢtir. Dalların üzerindeki sayılar, ortalama dal desteği %89.1 

olan ve %60’ tan büyük (100 tekrar) GBDP pseudo-bootstrap değerleridir. 
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ġekil 4.9 16S rDNA gen dizilerinden hesaplanan GBDP mesafelerinden FastME 2.1.6.1 

(Lefort vd., 2015) algoritması ile oluĢturulan 16S rRNA tabanlı filogenetik 

ağaç.  Dal (branch) uzunlukları, GBDP mesafe formülü d5 cinsinden 

ölçeklendirilmiĢtir. Dalların üzerindeki sayılar, ortalama dal desteği %89.1 

olan ve %60’ tan büyük (100 tekrar) GBDP pseudo-bootstrap değerleridir. 
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ġekil 4.10 Biyoaktif ikincil metabolit kodlayan gen kümelerini belirlemek için izolatın 

genomu antiSMASH versiyon 6.0 (Blin vd., 2021) algoritması kullanılarak 

analiz sonucu 
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5. TARTIġMA VE SONUÇ  

 

Bu tez çalıĢması, daha önce “ÇeĢitli tek yıllık bitkilerden izole edilmiĢ olan 

endofit bakterilerde siderofor üretim potansiyelleri” baĢlıklı yüksek lisans projemizde, 

gerek demir (Fe
+3

) gerekse kobalt (Co
+2

) ve Nikel (Ni
+2

) varlığında siderofor üretme 

potansiyeli en yüksek izolatların baĢında gelen, aynı zamanda laboratuvarımızda 

gerçekleĢtirilen baĢka çalıĢmalarda PGPR (Bitki GeliĢimini TeĢvik Edici) markörler 

açısından da kayda değer veriler ortaya koyan G15S1 kod numaralı endofit bakteri 

izolatının tüm genom dizileme ve biyokimyasal/fenotipik karakterizasyon yolu ile 

incelenmesi merkezinde yapılan bir çalıĢmadır. 

Endofit bakteriler, sağlıklı bitkilerin çok çeĢitli dokularının içlerinde ya da doku 

aralarında yaĢamlarının bir kısmını/tamamını geçiren mikroorganizmalardır (Hallman 

vd., 1997). Bu simbiyotik organizmaların evrimi, konukçu ve konak arasında pek çok 

açıdan koordinasyon gerektirir (Saikkonen vd., 2004; Reinhold-Hurek ve Hurek, 2011) 

ve ortaya çıkan ortaklık her iki türe de fayda sağlar (Aravind vd., 2010). Bu sayede ev 

sahibi bitkiler endofitleri barındırır ve korur, karĢılığında bakteriler tarafından sağlanan 

nitrojen fiksasyonu, fosfor zenginleĢtirme ve fitohormonların sentezi bitkilerin 

büyümesini destekler ve teĢfik eder (Borah vd., 2019).  

Genom verilerinin açımlaması (annotation) RAST sunucusunda gerçekleĢtirilen 

(https://rast.nmpdr.org/rast.cgi) G15S1 izolatının yakın filogenetik komĢuları arasındaki 

dijital DNA-DNA hibridizasyon (dDDH) değerleri sonucunda, izolatın Staphylococcus 

hominis NCTC 11320 suĢu ile vermiĢ olduğu dDDH değeri %92.9 olduğu tespit 

edilmiĢtir. Bu değer G15S1 izolatının Staphylococcus hominis türü içinde yer alan bir 

alt tür olduğunu açıkça ortaya koymuĢtur.  

Staphylococcus hominis, Gram-pozitif bir nozokomiyal (hastane kaynaklı) 

patojendir ve küresel hücrelerden oluĢan stafilokok cinsinin bir üyesidir (Abdalla vd., 

2013). Ġnsan ve hayvan derisi için zararsız olmasına rağmen, bağıĢıklığı baskılanmıĢ 

hastalarda potansiyel olarak kan dolaĢımı enfeksiyonlarına neden olur. Koagülaz negatif 

stafilokoklar (CON'ler) arasında S. homins, hastanede yatan hastaların kanından en çok 

tanımlanan üç izolattan biridir (Mendoza-Olazarán vd., 2013). Her ne kadar insan ve 

hayvan mikrobiyotasının bir üyesi olarak tanınsa da bu türe ait pek çok suĢun çeĢitli 

bitkilerden endofit olarak izole edildiği çalıĢmalar da mevcuttur. Yakın zamanda 
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gerçekleĢtirilen bir çalıĢmada ıhlamurgiller ailesinden, jüt bitki tohumlarında izole 

edilen ve tüm genom dizilemesi yolu ile tanımlanan endofit Staphylococcus hominis 

MBL_AB63'ten izole edilen yeni bir antimikrobiyal peptid (homicorsin) karakterize 

edilmiĢtir (Aftab Uddin vd., 2021). Yine yakın zamanda gerçekleĢtirilen baĢka bir 

çalıĢmada, soya ve maĢ fasulyesinden izole edilen S.hominis 7E ve S.hominis 9E olarak 

adlandırılan suĢlar bazı bitki geliĢimini destekleyici özellikler açısından test edilmiĢ ve 

16s rRNA dizileme yolu ile tanılamaları yapılmıĢtır (Bakhtiyarifar vd., 2021). Her iki 

suĢ auxin testlerinde pozitif sonuç verirken azot fiksasyon testlerinde negatif sonuç 

vermis, S.hominis 9E susu %30 oranında fungal inhibisyon etkisi göstermiĢtir. Sharma 

vd. (2015)’in safran bitkisindeki endofit çeĢitliliği ile ilgili yaptığı çalıĢmada izole 

edilen S.hominis izolatı lipaz, amilaz, proteaz, pektinaz, siderofor ve indol asetik asit 

testlerine pozitif sonuç vermiĢtir. S.hominis bakterisinin endofit olarak genomik ve 

biyokimyasal tanılamasını içeren benzeri çalıĢmaların sayısı arttırılabilir (Chaudhry vd., 

2017; Marag ve Suman, 2018; Vijav ve Kavitha, 2022).  

Bu çalıĢmada, bakteri izolatı proteaz, lipaz, amilaz, pektinaz, ksilanaz ve selülaz 

enzimlerini üretebilme yetenekleri açısından nitel olarak incelenmiĢ. Pozitif kontörle 

göre kıyaslama yapılmıĢtır. Test edilen enzimlerin hiçbirini üretemediği 

gözlemlenmiĢtir (ġekil 4.5, Çizelge 4.3). Bu sonuçlar Sharma vd. (2015) ile Vijav ve 

Kavitha (2022)’nın ekstraselüler enzim test sonuçları ile uyuĢmamaktadır. Bu 

çalıĢmalarda izole edilen ve tanılanan S.hominis suĢları bahsi geçen enzimlerin pek 

çoğuna pozitif sonuç vermiĢtir. Verma vd. (2001) farklı oranlarda sentezlenen ve 

dıĢarıya salınana selülaz ve pektinaz gibi hidrolitik enzimlerin endofitik bakterilerin 

bitkideki kolonizasyonunda önemli bir yere sahip olabileceğini bildirilmiĢtir (Verma 

vd., 2001). Ancak G15S1 izolatımızın bu ve diğer hidrolitik enzimleri sentezlememesi 

izolatımızın bitki dokusu iç kısımlarına baĢka mekanizmalar kullanarak girdiği ve 

kolonize olduğunu düĢündürmektedir (açıklık, yara dokusu vs.). Ayrıca bu çalıĢma 

kapsamında, G15S1 bakteri izolatın biyokimyasal karakterizasyonunda kullanılan ticari 

kitler sadece sadece glikoz, üreaz, sitrat, jelatin, sukroz ve arabinoz testlerine pozitif 

sonuç göstermiĢ, geri kalan 18 teste negatif sonuç vermiĢtir. Bu sonuçlar literatür ile 

karĢılaĢtırdığımızda genel olarak paralellik gösterse de farklılık ortaya koyduğu testler 

de olmuĢtur. Örneğin Hwang vd. (2020)’nin yaptığı çalıĢmada, izole edip tanılamasını 

gerçekleĢtirdikleri S.hominis WiKim0113 suĢu maltozu kullanabilir iken G15S1 izolatı 
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maltoz testine negative reaksiyon vermiĢtir. Mohanasrinivasan vd. (2015)’nin yaptığı 

diğer bir çalıĢmada, test ettikleri S. hominis MSD1 izolatı Voges-Proskauer (VP) ve 

mannitol testlerinde pozitif sonuçlar üretirken G15S1 izolatı aynı testlerde her iki ticari 

kit için de negatif sonuç vermiĢtir. Literatür ile paralellik göstermeyen gerek 

ekstraselüler enzim sonuçları gerekse bazı biyokimyasal test sonuçları aynı bakteri 

türüne ait farklı suĢların farklı genotipik, dolayısı ile ortaya koydukları fenotipik 

özelliklerinin de farklı olabileceği gerçeğini yansıtmaktadır (Madigan, 2005). Endofit 

bakteri çeĢitliliğinin büyüklüğü göz önünde bulundurulduğunda farklı fenotipik 

özellikler ile karĢılaĢılması son derece normal karĢılanmalıdır. Endofit bakteri çeĢitliliği 

farklı bölgelerden, farklı bitkilerden hatta aynı bitkinin farklı bölgelerdeki topraklardan 

alınan örneklerde büyük varyasyonlar içerebilmektedir (Cho vd., 2007). Pek çok veri 

endofit bakteri çeĢitliliğinin bölgelere, bitkilere hatta izolasyon yapılan farklı bitki 

dokularına göre değiĢiklik gösterdiğini ortaya koymaktadır (Akinsanya vd., 2015).  

Ġzolat için üretilen FASTQ formatındaki sekans verilerinin adaptör dizileri 

tıraĢlanarak yeniden birleĢtirilmesi 160X kapsama alanıyla (covarage value) BV-BRC 

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

sunucusunda gerçekleĢtirilmiĢtir (annotation). G15S1 bakteri izolatının TYGS 

(https://tygs.dsmz.de/) veri tabanındaki tüm genom analizi ve tüm genom dizisinden 

ekstrakte edilen tam 16SrRNA gen dizisine dayalı analiz, bakteri izolatımızı 

Staphylococcus hominis NCTC 11320 ve Staphylococcus hominis subsp. 

novobiosepticus CCUG 42399 ile kümelemiĢtir (ġekil 4.8 ve 4.9). Daha iyi taksonomik 

çözünürlük elde etmek için bakteri izolatı %92.9 (>%70) dDDH değeri ile 

doğrulanmıĢtır (Richter ve Rosselló-Móra, 2009; Auch vd., 2010). RAST sunucusunda 

(https://rast.nmpdr.org/rast.cgi) gerçekleĢtirilen genom verilerinin açımlaması 

(annotation) genom boyutunu 2,2 Mbp (2216911 bp), N50 değerini 1161846 bp, L50 

değerini 1 ve G+C içeriğini %31.4 olarak belirlemiĢtir.  Ġzolatın tamamlanan 

genomunun 2199 protein ve 68 adet RNA kodladığı ortaya konmuĢtur. Bu veriler genel 

olarak Jiang vd. (2012)’in patojen olarak izole edip tüm genom dizilemesini ortaya 

koyduğu S.hominis suĢunu içeren çalıĢmanın verileri ile paralellik göstermektedir. Bu 

çalıĢmada suĢun tüm genom büyüklüğü yaklaĢık olarak 2.3 Mbp ve G+C içeriğinin 

%31.4 olduğu gösterilmiĢtir. Aynı çalıĢmada protein kodlayan 2304 open reading frame 

(ORF) tespit edilmiĢtir ki bu sayı bizim çalıĢmamızda 2199 protein kodlayıcı sekans 

https://rast.nmpdr.org/rast.cgi
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(CDS) olarak karĢımıza çıkmaktadır. BaĢka bir çalıĢmada sıtma hastalığı taĢıyıcısı sivri 

sineklerden S.hominis ShAs1, ShAs2 ve ShAs3 suĢlarını tüm genom dizi analizleri 

gerçekleĢtirilmiĢtir (Hughes vd., 2016). ShAs1 suĢu için bu çalıĢma, toplam uzunluğu 

2,1 Mbp, N50 değeri 332.788 bp, okuma kapsamı (covarage value) 150X ve ortalama 

G+C içeriği %34 olan taslak genomla sonuçlanmıĢtır. ShAs2 suĢu için bu çalıĢma, 

toplam uzunluğu 2,1 Mbp, N50 değeri 393.276 bp , okuma kapsamı (covarage value) 

139X ve ortalama G+C içeriği %31 olan taslak genomla sonuçlanmıĢtır. ShAs3 suĢu 

için ise, toplam uzunluğu 2,0 Mbp, N50 değeri 288.000 bp, okuma kapsamı (covarage 

value) 122X ve ortalama G+C içeriği %33 olan taslak genomla sonuçlanmıĢtır. RAST 

kullanılarak yapılan açımlaması (annotation) ShAs1 için 2.021 protein kodlayan gen 

(CDS'ler) ve 66 RNA geni; ShAs2 için 2.044 CDS ve 46 RNA geni ve ShAs3 için 1.889 

CDS ve 59 RNA geni ortaya koymuĢtur. Bu çalıĢmadaki tüm veriler G15S1 veri 

analizindeki rakamlar ile benzerlik göstermektedir. Coates-Brown and Horsburgh 

(2017), insan derisinden izole ettikleri S.hominis suĢunu çalıĢmamızda kullandığımız 

dizileme platformundan farklı olarak PacBio kullanarak tüm genom verilerini elde 

etmiĢlerdir. Bu çalıĢmada toplam 5 kontig (contig) 2.188.325 bp N50 değeri ve 207X 

okuma kapsamı (covarage value) değeri ile bir araya getirilerek toplamda 2.3 Mbp 

uzunluğunda bir genom elde edilmiĢtir. PROKKA, versiyon 1.5.2 (13) yazılımı 

kullanılarak yapılan açımlama (annotation) 2233 protein kodlayan gen (CDC), toplamda 

93 RNA geni göstermiĢtir. ÇalıĢmamızda kullanılan Illumina HiSeq platformuna 

alternatif olarak kullanılan bir diğer platform olan PacBio’nun ürettiği sonuçlar da 

çalıĢmamızda elde ettiğimiz genel veriler ile benzerlik göstermektedir. 

Taslak (draft) genom verilerimizi biraz daha derinden incelediğimizde G15S1 

izolatının virülans, hastalık, antibiyotiklere ve toksik bileĢiklere direnç dahil, savunma 

özelliklerinden sorumlu 44 genin bulunduğunu görmekteyiz (ġekil 4.7). Bu 44 genden 6 

tanesinin Staphycoccus cinsinde daha önce tanımlanmıĢ hücre yapıĢmasından sorumlu 

(cell adhesion) adhesin proteinlerini, 4 tanesinin, basitrasin antibakteriyel peptidlerine 

karĢı savunma mekanizmasının bir parçası olarak kullanılan ABC transport 

proteinlerini, 25 tanesinin ise çeĢitli antibiyotiklere ve toksik bileĢiklere karĢı direnç 

proteinlerini kodladığı ortaya konmuĢtur. Bu 25 gen içerisinde 2 adet çoklu ilaç direnç 

geni, 1 adet beta laktamaz geni, 2 adet florokinolon direnç geni, 2 adet safra 

hidrolizinden sorumlu gen ve ayrıca kobalt, civa, bakır ve çinko metal direnç genleri 
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mevcuttur. Ayrıca taslak genom dizisi baĢta ozmotik stres olmak üzere 29 adet strese 

karĢı savunma (stres response) geni içermektedir. Bu veriler endofit olarak izole 

ettiğimiz bu suĢun aynı zamanda insan/hayvan patojeni olabileceği hipotezini 

güçlendirmektedir. Peki fırsatçı insan/hayvan patojenik bakteriler için rizosfer ve 

bitkiler birer rezervuar mıdır? Bu soruya özellikle son 20-30 yıl içerisinde verilen cevap 

“evet” olmuĢtur. Berg vd., (2005) fırsatçı patojenlerin doğal rezervuarlarından birinin, 

bitki tarafından etkilenen köklerin etrafındaki bölge olan rizosfer olduğunu 

belirtmektedir. Yüksek besin içeriği nedeniyle, bu habitat, güçlü antagonistik özelliklere 

sahip olanlar da dahil olmak üzere bakteri bolluğunun arttığı bir "mikrobiyal sıcak 

nokta"dır. Burkholderia, Enterobacter, Herbaspirillum, Ochrobactrum, Pseudomonas, 

Ralstonia, Staphylococcus ve Stenotrophomonas dahil olmak üzere çeĢitli bakteri 

cinsleri hem bitki hem de insan konakçılarla iki değerlikli etkileĢimlerle karĢılaĢabilen 

kökle iliĢkili suĢlar içerir (Berg vd., 2005). Rizosferde kolonizasyondan sorumlu 

mekanizmalar ve bitki patojenlerine karĢı antagonistik aktivite, insan organlarının ve 

dokularının kolonizasyonundan ve patojeniteden sorumlu olanlara benzer (Rahme vd., 

1995; Cao vd., 2001; Berg vd., 2005). Ayrıca, flagella veya lipopolisakarit gibi 

bakteriyel bileĢenler tarafından bitkinin doğuĢtan gelen bağıĢıklığının uyarılması, birçok 

yönden memelilerin doğuĢtan gelen bağıĢıklık sisteminin patojenlere karĢı tepkisine 

benzer. Kökenlerinden bağımsız olarak, klinik ve rizosferle iliĢkili Stenotrophomonas 

suĢları indol-3-asetik asit üretebilir, ancak çevresel suĢlar daha yüksek miktarda 

fitohormon üretme eğilimindedir (Suckstorff ve Berg, 2003). Salmonella spp. gibi bazı 

insan patojenleri endofit olarak da izole edilmiĢlerdir (Rosenblueth ve Martínez-

Romero, 2006). Ayrıca Pseudomonas spp.'nin çevresel izolatları ile klinik suĢlarını ayırt 

etmek güç olmuĢtur. (Foght vd., 1996). Bazı çalıĢmalarda, endofitlerin insan 

patojenleriyle yakından iliĢkili olduğu veya insan/fırsatçı insan patojenleri olduğu 

bulunmuĢtur. Çiğ meyve ve sebze tüketicileri için salgınlara neden olan ve sağlık riski 

oluĢturan endofitik Salmonella suĢları (Guo vd. 2002) bu duruma örnektir. Parke ve 

Gurian-Sherman (2001)’in dediği gibi, “Bitki hastalıklarının en etkili biyokontrol 

ajanlarının (Stenotrophomonas maltophilia, Pantoea aglomerans ve Burkholderia 

cepacia) çoğunun aynı zamanda fırsatçı insan patojenleri olması belki de tesadüf 

değildir. 
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ÇalıĢmanın bir diğer önemli kısmında, G15S1 izolatının 5 adet ağır metale karĢı 

toleransı incelenmiĢtir. Bunlar içerisinde en düĢük dozda toksisite gösteren metal civa 

(Hg) olmuĢtur. Literatürde Hg’nin minimum inhibisyon konsantrasyonu ile ilgili farklı 

değerler bulunmaktadır. Örneğin bir çalıĢmada Pseudomonas spp. ve Burkholderia spp. 

için büyüme inhibisyonu derecesine ve MĠK değerlerinin dağılımına göre, yüksek 

(MIC ≥ 30 mg/L HgCl2), orta (10 < MIC < 30) ve hassas, MIC ≤ 10 mg olmak üzere üç 

cıva direnci aralığı oluĢturulmuĢtur (Cardona vd., 2022). Bir diğer çalıĢmada ağırlıklı 

olarak Pseudomonas ve Bacillus cinslerine ait izolatlat 700 ppm Hg varlığını tolere 

edebilmiĢlerdir (Pushkar vd., 2019). Irawati vd. (2012)’un yürüttüğü çalıĢmada 

Brevundimonas sp. HgP1 ve Brevundimonas sp. HgP2, 575 ppm değeri ile bir altın 

madeninden izole edilen, cıvaya oldukça dirençli iki bakteri izolatı olarak literatürde yer 

almaktadır. Yaptığımız çalıĢmada izolatımız en son 0,03M HgCl2 (8.38 mg HgCl2/L, 6 

ppm Hg) içeren katı NA besi ortamında geliĢim gösterebilmiĢtir. Bu değer literatürdeki 

MIK değerlerine göre düĢük bir değerdir. Her ne kadar taslak genom verisinde Hg 

direnç geni tespit edilmiĢ olsa da G15S1 izolatının civaya karĢı fenotipik olarak dirençli 

olduğunu söylemek oldukça zordur. Ancak daha hassas sonuçlar, izolatın belirli 

konsantrasyonlarda Hg içeren sıvı besi ortamında geliĢtirilmesi, OD600 ve CFU 

değerlerinin ortaya koyulması yolu ile elde edilebilinir.  

Ġzolatın bitki bakteriyel hastalıklarda sıklıkla kullanılan CuSO4 bileĢiğine karĢı 

katı besi ortamında gösterdiği en yüksek tolerans değeri 1.4 mM olmuĢtur. Bu değerin 

üzerinde CuSO4 içeren katı besi ortamı üzerinde koloni geliĢimi gerçekleĢmemiĢtir. 

Malik ve Jaiswal (2000), bakterilerde bakır direnç seviyelerini sınıflandırmak için hala 

genel bir kural olmadığını belirtmiĢtir. Bununla birlikte, CuSO4 kullanıldığında, 

Pseudomonas suĢları için MĠK değerleri sırasıyla <0.8 mM, 1.0–1.6 mM, 1.8–2.4 mM 

ve 2.6–3.2 mM olduğunda duyarlı, düĢük dirençli, dirençli ve yüksek dirençli olarak 

sınıflandırılmıĢtır (Renick vd., 2008; Aiello vd., 2015; Husseini ve Akköprü, 2020). Bu 

değerlere göre G15S1 izolatı bakıra karĢı düĢük dirençli kategorisine girmektedir. 

Stafilokokların çinko klorür veya bakır sülfata duyarlı veya dirençli olarak 

sınıflandırılması için Ģu anda onaylanmıĢ yorumlayıcı kriterler bulunmamakla birlikte, 

literatürde direnç için aĢağıdaki geçici eĢik değerler kullanılmıĢtır: ZnCl2 (MIC> 2 mM) 

ve CuSO4 (MIC> 12 mM) (Aarestrup ve Hasman, 2004; Cavaco vd., 2011). Bu veriler 
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ıĢığında G15S1 izolatı 0.1 mM üst konsantrasyon değeri ile çinkoya (Zn) karĢı da 

hassas olarak değerlendirilebilir. 

Yüksek lityum konsantrasyonlarına toleranslı mikroorganizmaların izolasyonu 

ve karakterizasyonu hakkında sınırlı bilgi olmasına rağmen, bunlara olan ilgi giderek 

artmaktadır. Örneğin Kamekura ve Onishi (1982), 1,5 M LiCl'de büyüyebilen spontan 

lityum dirençli Micrococcus varians ssp. halophilus ATCC 21971'in mutantlarını 

göstermiĢtir. Bir baĢka çalıĢmada Pseudomonas rodhesiae, Planomicrobium koreense 

ve Pseudomonas sp.'ye karĢılık gelen üç lityum dirençli suĢ izole edilmiĢtir (MIC > 700 

mM) (Bruna vd., 2022). Staphylococcus sciuri LCHXa suĢu, spesifik büyüme oranında 

%85'lik bir düĢüĢle 2 M LiCl içeren LB ortamında büyümeyi sürdürebilmiĢtir (Salazar-

Ardiles vd., 2020). G15S1 izolatımız 7.0 mM ve üzeri LiCl içeren katı besi ortamlarında 

geliĢme gösterememiĢtir. Bu üst değer literatürde ortaya konan değerlerin çok 

altındadır. Dolayısı ile S.hominis olarak teĢhis edilen G15S1 izolatı lityum metaline 

karĢı oldukça hassas olarak değerlendirilebilir. 

Mangan bitki, hayvan ve mikroorganizmalar için gerekli bir mikro besindir. 

Bununla birlikte, fazla Mn, ekosistemleri zararlı bir Ģekilde etkileyebilir ve ayrıca üreme 

ve bağıĢıklık sistemlerindeki anormallikler dahil olmak üzere insanlarda Mn 

toksisitesine neden olabilir (Barboza vd., 2017). Ayrıca mikrobiyal mineralizasyon 

kaynağı olarak mangan yüksek dozlarda mikroorganizmalar üzerinde toksik rol 

oynamaktadır. Bu nedenle, G15S1 izolatının mangan toleransını da araĢtırdık. 

Ġzolatımız 1 mM ve üstü MnCl2 (55 mg/L, Mn miktarı) içeren katı besi ortamlarında 

geliĢememiĢtir. Pseudomonas taiwanensis ile yapılan bir çalıĢmada mangan 

konsantrasyonu 0–120 mg/L aralığında olduğunda, mikroorganizmaların büyümesinin 

güçlü bir Ģekilde etkilenmediği ve mangan konsantrasyonu 240 mg/L ulaĢtığında 

suĢların neredeyse büyümediğini gösterilmiĢtir (Liu vd., 2022). BaĢka bir çalıĢmada 

seçilen Serratia marcescens izolatlarının katı besiyerinde 1200 mg/L’e kadar artan Mn 

(II) konsantrasyonlarına karĢı maksimum direnci belirlenmiĢtir (Barboza vd., 2017). 

Tıpkı diğer metallerde olduğu gibi her ne kadar, Mn dirençliliğini ortaya koyan bir 

derecelendirme olmasa da literatür verileri ile karĢılaĢtırıldığında G15S1 izolatının 

mangana karĢıda toleransı düĢük olarak değerlendirilmiĢtir.  

 
Tüm genom dizisi incelendiğinde kobalt, civa, çinko ve bakır direnç genleri 

göze çarpmaktadır. Ancak bu genlerin fenotipik yansıması ağır metal tolerasyon 
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testlerinde gözlemlenmemiĢtir. Bu veriler bu genlerin kriptik genler (cryptic genes) 

olabileceği hipotezini akla getirmektedir. Kriptik genler, genellikle bir 

mikroorganizmanın yaĢam döngüsü sırasında ifade edilmeyen, ancak mutasyon, 

rekombinasyon, yerleĢtirme süreçleri veya diğer genetik mekanizmalar yoluyla büyük 

bir popülasyonun birkaç üyesinde ifade edilebilen fenotipik olarak sessiz DNA dizileri 

olarak tanımlanmıĢtır (Tamburini ve Mastromei, 2000).  

Sonuç olarak, tez çalıĢmasından elde edilen sonuçlar aĢağıda maddeler halinde 

verilmiĢtir.  

1) Laboratuvarımızda gerçekleĢtirilen baĢka çalıĢmalarda PGPR (Bitki 

GeliĢimini TeĢvik Edici) markörler açısından da kayda değer veriler ortaya koyan 

G15S1 kod numaralı endofit bakteri izolatının tüm genom dizilemesi baĢarılı bir Ģekilde 

gerçekleĢtirilmiĢ ve taslak tüm genom verisi ortaya çıkarılmıĢtır. Sonuçlar genom 

boyutunu 2.2 Mbp (2216911 bp), N50 değerini 1161846 bp, L50 değerini 1 ve G+C 

içeriğini %31.4 olarak belirlemiĢtir.  Ġzolatın tamamlanan genomunun 2199 protein ve 

68 adet RNA kodladığı ortaya konmuĢ ve izolat ile yakın filogenetik komĢuları 

arasındaki dijital DNA-DNA hibridizasyon (dDDH değeri) %92.9 olup, bu da G15S1 

izolatının Staphylococcus hominis türü içinde yer alan alt tür olduğunu açıkça ortaya 

koymuĢtur. 

2) Taslak (draft) genom verileri G15S1 izolatının virülans, hastalık, 

antibiyotiklere ve toksik bileĢiklere direnç dahil, savunma özelliklerinden sorumlu 44 

gen ve baĢta ozmotik stres olmak üzere 29 adet strese karĢı savunma (stres response) 

gen bilgisini ortaya koymuĢtur.  

3) Bu veriler endofit olarak izole ettiğimiz bu suĢun aynı zamanda insan/hayvan 

patojeni olabileceği, fırsatçı insan/hayvan patojenik bakteriler için rizosfer ve bitkilerin 

birer rezervuar olabileceği hipotezini güçlendirmektedir. 

4) Tüm genom dizisinde bulunan civa, çinko ve bakır direnç genlerinin fenotipik 

etkisi (yansıması) katı besi ortamı kullanılarak yapılan ağır metal tolerasyon testlerinde 

gözlemlenmemiĢ, izolat bu metallere karĢı literatür verileri göz önüne alındığında düĢük 

tolerasyon göstermirtir. Bu da bu genlerin kriptik genler (cryptic genes) olabileceği 

olasılığını düĢündürmüĢtür. 
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- Kabul ve onay sayfası hariç, 

- TeĢekkür hariç, 

- Ġçindekiler hariç, 

- Simge ve kısaltmalar hariç, 

- Gereç ve yöntemler hariç, 

- Kaynakça hariç,   

- Alıntılar hariç, 

- Tezden çıkan yayınlar hariç, 

- 7 kelimeden daha az örtüĢme içeren metin kısımları hariç (Limit match size to 7 

words) 

 

Van Yüzüncü Yıl Üniversitesi Lisansüstü Tez Orijinallik Raporu Alınması ve 

Kullanılmasına ĠliĢkin Yönergeyi inceledim ve bu yönergede belirtilen azami 

benzerlik oranlarına göre tez çalıĢmamın herhangi bir intihal içermediğini; aksinin 

tespit edileceği muhtemel durumda doğabilecek her türlü hukuki sorumluluğu kabul 

ettiğimi ve yukarıda vermiĢ olduğum bilgilerin doğru olduğunu beyan ederim.  

 

Gereğini bilgilerinize arz ederim.  

Tarih ve Ġmza 

 

Adı Soyadı: Rümeysa GÖK 

Öğrenci No: 20910001215 

Anabilim Dalı: Tarımsal Biyoteknoloji 

Programı: Tarımsal Biyoteknoloji  

Statüsü:             (X) Yüksek lisans                    (  ) Doktora 

 

DANIġMAN                                                                              ENSTĠTÜ ONAYI 

UYGUNDUR                                                                                   UYGUNDUR 
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