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Oz

Bu ¢aligmanin amaci, Van G6li’nden toplanan su ve sediment numunelerinden lakkaz ve mannanaz enzimi iiretme kabiliyetlerine sahip
bakterilerin karakterizasyonudur. Bu arastirmanin materyalini Van Golii’'nden toplanan su ve sediment numuneleri olusturmustur.
Izolasyon ¢alismas1 diliisyon plak yontemi ile alkali besiyerinde gerceklestirilmistir. Iki farkli koloni morfolojisine sahip izolat
gdzlemlenmistir. Izolatlara koloni cap1, pigmentasyon, hiicre sekli, gram reaksiyonu, indol testi, sitrat testi, voges-proskauer (vp),
arabinoz, mannitol, siikroz, adonitol,metil_d-glikozit, selobiyoz, mannoz, salicin, traheloz, galaktoz, inositol, rafinoz, inulin, sorbitol,
ksiloz, melesitoz, glikoz, arjinin, nitrat rediiksiyonu, beta galaktosidaz, oksidaz, lakkaz enzim aktivitesi, mannanaz enzim aktivitesi,
nisasta hidrolizi, tween 80 hidrolizi, skim milk hidrolizi ve ksilan hidrolizi testleri uygulanmistir. izolatlarin lakkaz enzimini {iretme
kabiliyetlerine %0.2 mM ABTS ve %0.1 mM CuSO4 ile bakilmistir. Mannanaz enzimi iiretme kabiliyetleri %1 mannoz ve fenol igeren
alkali besiyeri kullanilarak belirlenmistir. Genomik DNA’s1 izole edilen 2 izolatin 16S rRNA gen bdlgesi 27F ve 1492R evrensel
primerleri ile amplifiye edilip sekans analizi yapilmistir. Mega 7.0.18 paket programi ile Maksimum Olabilirlik algoritmasi segilerek
Jukes ve Cantor'un uzaklik matrisi ile filogenik agaglar olusturulmustur. Izolatlarm tiimiiniin lakkaz enzimi yoniinden negatif oldugu,
mannanaz enzimi yoniinden N1 ve N2 izolatlarinin pozitif oldugu gorilmistiir. N1 izolati i¢in olusturulan filogenetik agacta
Halomonas bakterileri kendi aralarinda gii¢lii bir homoloji ile kiimelenmistir. N2 izolat1 i¢in olusturulan filogenetik agacta Bacillus
bakterileri genel olarak gii¢lii bir homoloji ile kiimelenmistir. N1 ve N2 izolatlari, morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal 6zelliklerine ve
16S rRNA gen bolgesi analizine gore N1 Halomonas stevensii ve N2 Bacillus agaradhaerens olarak teshis edilmistir.

Anahtar Kelimeler: 16S rRNA, lakkaz, mannanaz.

The Production Capabilities of Laccase and Mannanase Enzymes of
The Bacteries Isolated from Water and Sediment Samples Collected
from The Van Lake

Abstract

The aim of this study is the characterization and diagnosis of bacteria that have the ability to produce laccase and mannanase enzymes
from water and sediment samples collected from Lake Van. The material of this research were form water and sediment samples
collected from Van Lake. The isolation study was carried out on the alkali medium by dilution plate method. Isolate with two different
colony morphologies were observed. Colony diameter, pigmentation, cell shape, gram reaction, indole test, citrate test, voges-proskauer
(vp), arabinose, mannitol, sucrose, adonitol, methyl d-glycoside, cellobiosis, mannose, salicin, trahelosis, galactose, inositol, rafinose,
inulin, sorbitol, xylose, melesitose, glucose, arginine, nitrate reduction, beta galactosidase, oxidase, laccase enzyme activity, mannanase
enzyme activity, starch hydrolysis, tween 80 hydrolysis, skim milk hydrolysis and xylan hydrolysis tests have made. The ability of
isolates to produce laccase enzyme was evaluated with 0.2% mM ABTS and 0.1% mM CuSO4. Their ability to produce mannanase
enzyme was determined using an alkaline medium containing 1% mannose and phenol. 16S rRNA gene region of 2 isolates whose
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genomic DNA was isolated were amplified with universal primers of 27F and 1492R and sequence analysis was performed. Phylogenic
trees were created with the distance matrix of Jukes and Cantor by selecting the Maximum Likelihood algorithm with the Mega 7.0.18
package program. It was observed that all of the isolates were negative in terms of laccase enzyme and N1 and N2 isolates were positive
in terms of mannanase enzyme. In the phylogenetic tree created for N1 isolate, Halomonas bacteria was clustered with a strong
homology among themselves. Bacillus bacteria were generally clustered with a strong homology in the phylogenetic tree created for
N2 isolate. N1 and N2 isolates were diagnosed as N1 Halomonas stevensii and N2 Bacillus agaradhaerens according to their
morphological, physiological, biochemical properties and 16S rRNA gene region analysis.

Keywords: 16S rRNA, laccase, mannanase.

1. Giris

Van Go6lii, Diinya iizerindeki dordiincii en biiyiik su kiitlesidir (hacim 607 km3, alan 3570 km2, maksimum derinlik 450 m, gol
seviyesi deniz seviyesinden 1648 m yiiksekliktedir). pH oran1 9.7-9.8 ve tuzluluk oran1 %0 21.7 olan yeryiiziindeki en biiyiik soda goli
olarak da bilinir (Berber ve Yenidiinya, 2005). Van G6lii, diinyadaki bilinen en biiyiik mikrobiyalitleri barindirir (Kepme ve ark., 1991).
Kis konveksiyonundan dolayi, gdl suyunun kimyasal bilesimi gélde homojendir. Farkli kompozisyonlardaki sulari getirmelerine
ragmen, nehirler alkalin toprak metallerinden daha biiyiik miktarda bikarbonat tiiketirler. Bu soda kimyasi postvolkanik CO2 aktivitesine
atfedilebilir (Degen ve ark.,1984). Van Golii ile yapilan bu tiir calismalar neredeyse yok denecek kadar azdir.

Enzim kaynagi olarak mikroorganizmalarin tercih edilmesinin nedenleri; yan iiriin olusturmalarinin az olmasi, aktivitelerinin
yiliksek olmasi, daha ekonomik olmasi, stabiliteye sahip olmasi, yliksek oranlarda ve saflikta iiretilebilmeleridir (Wiseman, 1987;
Horikoshi, 1999; Khalikova ve ark., 2019). Mikroorganizmalardan elde edilen enzimlerin tiim diinya genelinde yillik kullanim
oranlarina bakildiginda %25 alkalin proteaz, %21 diger proteazlar, %18 amilaz, %10 renin, %3 tripsin, %3 lipaz ve %10 diger
karbonhidrat par¢alayan enzimler (seliilaz ve ksilanaz gibi), %10 kadar ise analitik ve farmasétik enzimlerin oldugu seklinde bir dagilim
belirlenmistir (Rao ve ark., 1998). Enzimatik oksidasyon teknikleri hamur ve kagit, tekstil ve gida endiistrileri gibi ¢cok ¢esitli endiistriyel
alanlarda potansiyele sahiptir.

Lakkaz enzimi, gida, kozmetik, kagit, tekstil ve tekstil atiklarinin azo boya igeren sulariin biyolojik aritilmasit yaygin bir sekilde
kullanilir (Arik ve ark., 2008; Chandra ve Chowdhary, 2015; Demiralp ve ark., 2015). Lakkaz bir¢ok canli tarafindan kullanilan bir
enzimdir. Yiiksek bitkilerde ve mantarlarda yaygin olarak bulunur. Funguslarin Ascomycetes, Deuteromycetes ve Basidiomycetes
smiflarinda ve ligninolitik beyaz-¢iiriik¢lil mantarlarda bu enzim, bol miktarda bulunur (Shekher ve ark., 2011). Lakkaz enzimi,
funguslara ilave olarak birgok gram negatif, gram pozitif bakteriler ve aktinomycetler tarafindan da tiretilmektedir(Singh ve ark., 2011).

B-mannanazlar (EC 3.2.1.78), mannanlar, galaktomannanlar, glukomannanlar ve galaktoglukanetnamelerde 1,4-beta-D-mannozidik
baglar1 hidroliz eden hiicre dis1 enzimlerdir. Mannanlar ve heteromannanlar, sert agaclar ve yumusak agaglar, baklagil bitkilerinin
tohumlar1 ve fasulyelerde hemiseliilloz fraksiyonunun bir pargasi olarak dogada yaygin olarak bulunurlar. Mikroorganizmalar
mannanazlarin en gii¢li ireticileri olup hizli biiyiimeleri, yetistirme igin sinirli alan ve genetik manipiilasyona hazir erisim agisindan
tercih edilen enzim kaynaklarini temsil etmektedir. (Dhawan ve Kaur, 2007). Beta-Mannanazlar, gida, yem ve kagit endiistrisinde ve
kagit endiistrisinde ¢ok sayida uygulamaya sahiptir. Mannanazlar, ¢esitli mantar, maya, bakteri ve deniz yosunlari ile karasal bitkilerin
¢imlenmekte olan tohumlarindan ve gesitli omurgasizlardan iretilebilir. Bu segenekler arasinda, diisiik maliyet, yiiksek tiretim hizi ve
kolayca kontrol edilen kosullar nedeniyle beta-mannanazlarin mikroorganizmalar tarafindan iiretilmesi daha umut vericidir (Feng ve
ark., 2003). Beta-mannanaz, sanayinin bircok alaninda kullanilan ¢cok umut verici bir enzim oldugu i¢in, islemlerden daha yiiksek verim
elde etmek ve siire¢lerin siiresini azaltmak i¢in mannanaz iiretiminin arttiritlmasi gerekir; bdylece, enzimi optimize etmek i¢in ekonomik
bir iiretim saglanabilir.

2. Materyal ve Metot

2.1. Su ve Sediment 6rneklerinin toplanmasi

Van Golii’den alinan sediment 6rnekleri 1000ml’lik steril polietilen torbalar igerisinde, su drnekleri ise steril 300 ml’lik cam
sigelere birakilarak topland1 ve 12 saat igerisinde laboratuvara ulastirildi.

2.2. Su ve sediment orneklerinden alkalifilik bakterilerin izolasyonu

Sediment drneklerinden Ringer Solusyonu igerisinde 1/10’luk ¢ozelti hazirlandi. Hazirlanan sediment ¢6zeltisinden diliisyon
yOntemi ile seyreltmeler yapildi. 10*#’liik seyreltmeden 100ul, alkali besiyeri (Horikoshi, 1999) (Glikoz 10 g, Yeast Ekstrakt 5 g, Pepton
5 g, KHoPO4 1 g, MgSO4 x 7TH20 0.2 g, NaxCOs 10 g, Agar 15 g, ddH,O 1000 ml) igeren petri plaklarinin yilizeyine egri cam ¢ubuk
yardimiyla yayildi. Petri kaplart 30°C’de 48 saat inkiibasyona birakildi. inkiibasyonu miiteakip elde edilen karisik kiiltiirlerden, saf
kiiltiirler elde edildi. Saf kiiltiirlerden stok kiiltiirler hazirland1 ve daha sonraki asamalarda kullanilmak {izere igerisinde %5 oraninda
gliserol bulunan kriyojenik tiipler i¢erisinde -20°C’de muhafaza edildi.

2.2.1. Lakkaz enzimi iireten izolatlarin belirlenmesi

[zolatlar, igerisinde %0.2 mM ABTS ve %0.1 mM CuSO; bulunan alkali besiyeri plaklarina yogun bir sekilde ekildi. Petri plaklart
30°C'de 48 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonu miiteakip ABTS yi oksitleyen izolatlarin ¢evresinde yesil renkli halelerin varligi,
lakkaz enzimi {iretimi y&niinden, pozitif olarak degerlendirildi (Soden ve ark., 2002; Ogiin ve ark., 2018).
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2.2.2. Mannanaz enzimi iireten izolatlarin belirlenmesi

Mannanaz aktivitesi i¢in, alkali besiyeri igerisine %1 mannoz ve fenol red ilave edildi. izolatlar 6ze yardimu ile besiyerine yogun
sekilde ekildi. Petri kaplar1 30°C'de 72 saat inkiibasyona birakildiktan sonra incelendi. Ureme bélgelerinin etrafindaki sar1 zonlar
mannanaz aktivitesi yoniinden pozitif olarak degerlendirildi.

2.2.3. Lakkaz ve Mannanaz enzimi iireten izolatlarin identifikasyonu

Mikroorganizma veya mikroorganizma gruplarinin kendilerine has bir biyokimyasal 6zelligi vardir. Bakteriler i¢in 6rnek verecek
olursak; her bakteri kendine 6zgii enzimlere sahip olup, belirli maddeleri yine kendine 6zgii bir bicimde metabolize ederek, cesitli yikim
ve yapim iiriinleri meydana getirmektedir. Bakterilerin bu 6zelliklerinin tek tek veya listeler halinde ¢esitli kaynaklarda (kitap, arastirma
makalesi, derleme vb.) bulmak miimkiindiir. Ancak bu konu basvurulacak temel kaynak Bergey's Manual of Systematic Bacteriology
dir. Bergey’s Manual, dogadaki bilinen bakterilerinin tiimiinii, belli taksanomik gruplar halinde inceleyerek, biyokimyasal 6zellikleri
de dahil olmak iizere, pek ¢ok 6zelligini tek tek ve liste halinde agiklamaktadir.

Bakteriyel izolatlarin morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal &zelliklerinin belirlenmesinde Bergey's Manual of Systematic
Bacteriology eserinin ikinci cildi referans alindi (George ve ark., 2005; Ogiin ve ark., 2018a).

2.3. Molekiiler karakterizasyon

2.3.1. Genomik DNA izolasyonu

Genomik DNA izolasyonu i¢in, alkali besiyeri igerisinde 30°C’de 48 saat inkiibe edilen kiiltiirler 2dk santrifiij edildi. Bakterilerden
genomik DNA izolasyonu i¢in Ausubel ve ark. (1994), metodu modifiye edilerek kullanildi (Awla ve ark., 2017).

2.3.2. Polimeraz zincir reaksiyonu uygulamasi

16S rRNA gen bolgesinin yaklasik 1450 bazlik bdlgesi uygun iiniversal primerler kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)
ile amplifiye edildi. Bu amagla bakteria domaini i¢in spesifik 27F ve 1492R universal primerleri kullanildi. PCR karigimi, 50 pl
polimeraz tampon igerisinde her tampondan 30 pikomol, kromozomal DNA’dan 10 ng ve 200 pM dNTPs ve 2.5 iinite Taq polimeraz
icerecek sekilde hazirlandi. Tiim amplifikasyon kosullar1 94 °C’de 5 dakikalik 6n denatiirasyon, 94 °C’de 30 sn denatiirasyon, 50 °C’de
30 sn baglanma ve 72 °C’de 10 sn uzamadan olusan 30 dongii liikamplifikasyon ve 72 °C’de 15 dakikalik final uzamadan olusacak
sekilde programlandi. PCR iglemi tamamlandiktan sonra, PCR karigiminin bir kismi, agaroz jel elektroforezi kullanilarak goriintiilendi
(Nikiforov ve Howles, 2001; Ogiin ve ark., 2018b).

2.3.4. 16S rRNA gen bélgesinin dizi ve filogenetik analizi

16S rRNA gen bolgesi dizileme sonuglart Codon Code Aligner V.6.0.2 programi ile her sus i¢in kromatogramlar tek tek incelenmis
ve zayif nitelikli baz dizilerinin (belirsiz yani ‘N’ kodlu birka¢ baz) genellikle sekans baslar1 ve sonlarindaki bolgelerinde kesilerek
uzaklastirilmig ve contigler olusturulmustur. NCBI’da blast yapilarak her susa yakin tiirlerin access kodlar1 alinarak, hem veri
tabanindaki yakin tiirlerle hem de kendi aralarinda analiz edilmistir. Daha sonra Clustal W programi ile korunmus bolgeler kiyaslanarak,
Mega7 programinda Maximum Likelihood algaritmasinda Jukes-Cantor metodu se¢ilmis, Maksimum Likelihood filogenetik agag1
olusturulmug ve izolatlarin evrimsel agidan filogenetik pozisyonlar1 belirlenmistir (Sharef ve ark., 2018).

3. Arastirma Sonuclari ve Tartisma

3.1. Su ve sediment 6rneklerinden alkalifilik bakterilerin izolasyonu

Van Golii’den toplanan su ve sediment drneklerinden, yapilan izolasyon galismalarinda iki farkli koloni morfolojisine sahip izolat
gozlendi. Secilen bu izolatlardan biri gram negatif, digerinin ise gram pozitif bakteri oldugu belirlendi.

3.1.1. Lakkaz ve Mannanaz enzimi iireten izolatlarin belirlenmesi

Mezofilik organizmalardan izole edilen enzimler, esasen dar bir pH, sicaklik ve iyonik gii¢ araliginda islev goriir ve bu da
endiistriyel kosullar1 zorlayan teknolojik uygulamalarini zorlagtirir. Bu nedenle, asidite, alkalinite, tuzluluk, sicaklik veya basing
asiriliklart gibi zorlu ¢evresel kosullarda basarili olabilen mikroorganizma aramak igin kayda deger cabalar sarf edilmistir.
Ekstremofiller olarak adlandirilan bu mikroorganizmalar, asir1 kosullar altinda islev géren ve bu nedenle de biiyiik bir biyoteknolojik
vaatte bulunan yeni enzimlerin degerli bir kaynagidir (Van den Burg, 2003).

Enzimler, endiistride hemen her alanda kullanilabilmekte ve bu alanlarin sayis1 giin gegtikge artmaktadir. Bu nedenle birg¢ok bilim
adami dogal kaynaklardan bakteri izolasyonuna gitmekte, boylelikle yeni tiirlerin ortaya ¢ikmasi saglanmaktadir (Awla ve ark., 2017).

izole edilen iki izolat mannanaz enzimi ydniinden pozitif bulundu. Halomonas N1 ve Bacillus N2 izolat1 olarak adlandirild
(Sekill). Izolatlarmn ikiside lakkaz enzimi {iretme yoniinden negatif sonug vermistir.
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Sekil 1. NI ve N2 izolatinin mannanaz aktivitesi
3.1.3. Lakkaz ve Mannanaz enzimi iireten izolatlarin identifikasyonu

Bu izolatlarin morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal ve molekiiler 6zellikleri belirlendi. indol, oksidaz, katalaz ,skim milk hidrolizi
(Proteaz), tween80 hidrolizi (lipaz), nisasta hidrolizi (amilaz), ksilan hidrolizi (Ksilanaz), nitrat rediiksiyonu, sitrat kullanimi, Voges
Proskauer (VP), beta galaktosidaz, lakkaz aktivitesi, mannanaz aktivitesi ve bazi sekerlerin kullanimu ile ilgili biyokimyasal &zellikleri
tespit edildi (Tablo 1). Calismamizda izolatlarin ikisi de mannanaz enzimi iiretme kabiliyeti gosterdiginden endiistriyel acidan énemli
oldugu belirlenmistir. Yine N1 ve N2 izolatinin nitrat1 indirgemesi pozitif olmasi yoniiyle 6nemli bulundu. Bu durum alkali habitatlarda
azot dongiisiiniin gerceklestiginin gostergesidir.

Tablo 1. N1 ve N2 izolatlarina uygulanan biyokimyasal testler

No Testler N1 N2
1 Koloni ¢ap1 2mm 2mm
2 Pigmentasyon Krem  Krem
3 Hiicre sekli Basil  Basil
4 Gram reaksiyonu - +
5 Indol testi - -
6 Sitrat testi + +
7 Voges-Proskauer (VP) - -
8 Arabinoz - -
9 Mannitol - -
10 Siikroz + -
1 Adonitol - -
12 Metil_D-Glikozit - -
13 Selobiyoz - -
14 Mannoz + +
15 Salicin . .
16 Traheloz + -
17 Galaktoz - -
18 Inositol - -
19 Rafinoz - -

20 Inulin - -

21 Sorbitol - -

22 Ksiloz - -

23 Melesitoz - -

24 Glikoz + +

25 Arjinin + +

26 Nitrat Rediiksiyonu + +

27 Beta galaktosidaz + +

28 Oksidaz + +

29 Lakkaz enzim aktivitesi - -

30 Mannanaz enzim aktivitesi + +

31 Nisasta hidrolizi - -

32 Tween 80 hidrolizi - -

33 Skim milk hidrolizi - -

34 Ksilan Hidrolizi - -
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2.3.4. 16S rRNA gen bolgesinin dizi ve filogenetik analizi

Molekiiler yontemlerden biri olan 16S rRNA gen dizileme bakteriler arasindaki filogenetik iligkilerin agiklanmasinda, herhangi bir
ortamdan izole edilen bakterilerin tanimlanmasinda kullanilan giiclii bir tekniktir (Busse ve ark., 1996). 2000°li yillardan itibaren PCR
kullaniminin ve DNA dizilemenin yayginlagsmasinin sonucu olarak 16S rRNA gen bolgesinin dizilenmesi bakteriyal izolatlarin dogru
sekilde tanimlanmasinda ve yeni bakteriyal izolatlarin literatiire kazandirilmasinda biiyiik 6neme sahip olmustur. 16S rRNA gen bdlgesi
tiim tiirlerin tanimlanmasinda oldukca faydali ve korunmus bdlgelerin ise tiir i¢in spesifik bilgi verici 6zellige sahip oldugu belirlenmistir
(Brown-Elliott, 2006; Chen ve ark., 2019).

Test organizmalar1 ve ilgili cinslerin tip tiirlerinin dizi analizine bagl filogenetik dendrogramlari Maximum Likelihood algoritmasi
kullanilarak olusturuldu. Maximum Likelihood algoritmasi i¢in filogenetik uzaklik matriksi Jukes-Cantor metodu izlenerek
gergeklestirildi (Jukes ve Cantor, 1969). Filogenetik analizler i¢in olusturulan filogenetik agaglarin bootstrap analizleri 1000 tekrarli
olarak MEGA 7 (Kumar ve ark., 2008) paket programinda gerceklestirildi. Evrimsel ag¢idan korunmus niikleotid baz dizilerinde ki
polimorfizim oranlar yardimu ile tiirler aras1 uzaklik-yakinlik analizlerinin yapilabilmesi ig¢in bootstrap degeri hesaplanmustir. Sekil 2
ve Sekil 3°de 16S rDNA dizi verileri kullanilarak gergeklestirilen ML analizlinde her iki izolat i¢in olusturulan filogenetik agagta dis
gruplar tamamen farkli bir dal olusturarak kiimelenmistir.

N1 izolatin1 filogenetik dendrograminda Halomonadaceae familyasinin bir {iyesi olan Salinicola halophilus susu dis grup olarak
kullanildi. Halomonas grubunu temsil eden ¢aligma izolat1 ve ilgili tip tiirlerinin 16S rRNA niikleotit dizileme analizleri sonucu
Maximum Likelihood matriksiyle olusturulan filogenetik aga¢ Sekil 2’de verilmistir. Olusturulan filogenetik agacta Halomonas cinsi
iiyeleri ve N1 izolat1 kendi aralarinda gii¢lii bir homoloji ile kiimelenmistir. N1 izolati, Gen Bankasi’nda kayitli Halomonas stevensii
tiirleri ile siki bir sekilde kiimelenme gostermistir.

N1 izolatinin BLAST sonucu %99 Halomonas stewensii olmasi ve bu tiiriin yeni olmasi nedeniyle daha 6nceki ¢aligmalarla
karsilastirilmistir. Bu sus i¢in Kim ve arkadaslarinin (2010) yapmis oldugu ¢aligmadaki sonuglar ile bizim ¢aligmamizdaki sonuglar
biiyiik oranda paralellik gostermistir. Ancak ¢alismamizdaki Tween 80 hidroliz testi ve inositol testi Kim ve arkadaslariin (2010) yaptigi
¢aligmanin aksine negatif sonug gostermistir.

Halomonas stevensii AM941390
H alomonas stevensii AM941389
99

Halomonas stevensii AM941395

97

N1

Halomonas johnsoniae AM941399

Halomonas meridiana M93356

Halomonas elongata AM941 743
H alomonas denitrificans AM22931

Salinicola halophilus HGO08738

—_—
001

Sekil 2. Maksimum Likelihood (ML) yontemine gore N1 izolat1 i¢in 16S rRNA gen dizilerine dayanan filogenetik agag.

N2 izolatim filogenetik dendrograminda Staphylococcus aureus susu dis grup olarak kullanildi. Bacillus grubunu temsil eden
caligma izolat1 ve ilgili tip tiirlerinin 16S rRNA niikleotit dizileme analizleri sonucu Maximum Likelihood matriksiyle olusturulan
filogenetik agac Sekil 3’de verilmistir. Olusturulan filogenetik agacta Bacillus cinsi liyeleri ve N2 izolati kendi aralarinda gii¢lii bir
homoloji ile kiimelenmistir. N1 izolati, Gen Bankasi’nda kayith Bacillus agaradhaerens tiirleri ile gii¢lii bir homoloji kiimelenmistir.
Bacillus’larm olusturdugu kiimelenmede izolatlar kendi aralarinda 2 farkl alt gruba ayrilmistir. Bu alt gruplarin birincisinde Bacillus
agaradhaerens tyeleri ve N2 izolati kendi aralarinda kiimelenirken Bacillus selenitireducens, Bacillus saliphilus ve Bacillus
neizhouensis suslari1 kendi aralarinda kiimelenmistir.

N2 izolatinin BLAST sonucu %99 Bacillus agaradhaerens olmasi nedeniyle daha 6nceki ¢aligmalarla kargilagtirtlmigtir. Bu sus igin

Ibrahim ve arkadaslarinin (2016) yapmus oldugu calismada bu sus proteaz aktivitesi yoniinden pozitif sonug gosterirken calismamizda
ise sonug negatif olarak belirlenmistir.
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Nz
100

Bacillus agaradhaerens FN432808
77
Bacillus agaradhaerens KU955688
Bacillus agaradhaerens KT693277
L]

100

Bacillus agaradhaerens X76445
Bacillus selenitireducens AF064704

Bacillus saliphilus AT493660

Bacillus neizhouensis FRG691453
Bacillus licheniformis LT599743
1w |_ Bacillus mojavensis AB547231

Staphylococcus aureus LN871053

00

Sekil 2. Maksimum Likelihood (ML) yontemine gore N2 izolati i¢in 16S rRNA gen dizilerine dayanan filogenetik agag.

4. Sonuc¢

Bu arastirmada; Lakkaz enzimi yoniinden pozitif ve mannanaz enzimi yoniinden negatif olan N1 ve N2 izolatlarinin, morfolojik,
fizyolojik ve biyokimyasal 6zelliklerine ve 16S rRNA dizilis analizine gére Halomonas stevensii N1 ve Bacillus agaradhaerens N2
tiiriine ait oldugu belirlendi.

Bu ¢alismada, N1 izolatt Halomonas stevensii, N2 izolat1 ise Bacillus agaradhaerens olarak teshis edilip ekstraseliiler hidrolitik
enzim aktivitelerine bakilmistir. Bu tezde elde edilen ilk sonuglar ile bakterilerden endiistriyel kullanim potansiyeli olan enzimler elde
edilmistir. N1 ve N2 izolati mannanaz ve katalaz aktivitesi gostermistir. Gelecekteki calismalar, bu enzimlerin bir diger
karakterizasyonu, termostabilite, raf dmrii ve bu ozelliklerin iyilestirilmesi konularinda arastirmalar yapilarak, endiistriyel olgekte
onemli enzimlerin daha biiylik dl¢eklerde iiretilmesinde kullanilabilir. Buna ek olarak, bu ¢alismada izole edilen bakteri tiirlerinde
(varsayilan genler) bazi enzim genleri bulunmamaktadir. Dolayisiyla, bu varsayilan enzimler igin yapilabilen klonlama ¢aligmalari ile
yeni enzimleri kesfetmek ve iilkemiz icin patent almak icin bir firsat vardir. Bu tiir ¢alismalar iilkemizin enzime olan disa
bagimliligindan kurtaracak ve ekonomimize ciddi bir deger katacaktir.
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