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OZET

ENDOFIT BAKTERI iZOLATLARININ TUM GENOM DIiZiLEMESI VE
POLIFAZIK KARATERIZASYONU iLE BiYOAKTIF METABOLIT URETME
POTANSIYELLERININ ACIGA CIKARILMASI

ORUC, Tiilay
Yiiksek Lisans Tezi, Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dali
Danisman: Dr. Ogr. Uyesi Bilgin TASKIN
Nisan 2024, 54 sayfa

Endofitler, bitkilerin doku aralarinda/i¢lerinde yasayan ancak konukgusunda
gbzle goriilen bir hastalik belirtisine neden olmayan bakteriyel veya fungal
mikroorganizmalar1 kapsar. Bu calismada ¢esitli tek yillik bitkilerden izole edilmis ve
daha onceki calismalarda bitki biiylimesini tesvik edici (PGP) markoérler yoniinden
kayda deger sonuglar tiretmis G56Y1, G106K1, G119Y2T ve G129K1-1 kodlu endofit
izolatlarinin yeni nesil dizileme yolu ile tiim genom dizilemesi ve biyokimyasal
karakterizasyonlar1 ortaya konmustur. Ayrica izolatlarin cesitli antibiyotiklere kars
duyarliliklar1 standart disk metodu yolu ile test edilmistir. illumina HiSeq platformu
kullanilarak yapilan tiim genom dizilemesi sonucunda G56Y1, G106K1, G119Y2T ve
G129K1-1 kodlu endofit izolatlarinin taslak genom boyutlarinin sirasiyla 4.2 Mb
(4277605 bp), 4.5 Mb (4582803 bp), 4.8 Mb (4794802 bp) ve 3.9 Mb (3886939 bp)
olarak belirlenmistir. G56Y1, G106K1, GI119Y2T ve GI129KI1-1 izolatlarinin
genomlarinin G+C igeriginin ise sirastyla %45.8, %66, %55.2 ve %65.7 oldugu tespit
edilmistir. G56Y1 izolat1 tim genom tabanh filogenetik analizinde %88.7 dijital DNA-
DNA hibridizasyon (dDDH) degeri ile Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum
FZB42; G106K1 izolat1 %61.8 dDDH degeri ile Stenotrophomonas lactitubi M15;
G119Y2T izolat1 %29.7 dDDH degeri ile Arthrobacter gandavensis JCM 13316 ve
G129K1-1 izolat1 %88.8 dDDH degeri ile Pantoea agglomerans NBRC 102470 ile
ortiismiislerdir. dADDH degerleri goz oniine alindiginda, %61.8 ve %?29.7 degerleriyle
G106K1 ve GI119Y2T izolatlarinin siras1 ile Stenotrophomonas ve Arthrobacter
cinslerine ait yeni tiirler olabilecegi hipotezi agirlik kazanmistir. Yapilan genom
analizlerinde izolatlarin terpen, tiyopeptid, siderofor, betalakton, metelofor ve arilpolien
gibi biyoteknolojik 6neme sahip sekonder metabolitleri kodlayan gen/gen kiimelerine
sahip oldugu belirlenmistir. izolatlarin antibiyotik duyarliligi sonuglarina gore
ampisilin, penisilin G, florfenikol, eritromisin, nitrofurontoin ve klindomisine tam
direnc gosteren G106K1 en direngli izolat olarak gbze ¢arpmistir. Bu izolat1 penisilin G,
rifampin, eritromisin, nitrofurontoin ve klindamisine tam diren¢ gosteren G129K1-1
izlemistir. G119Y2T izolat1 sadece sefepim antibiyotigine tam direng gosterirken,
G56Y1 izolat1 da sadece rifampin antibiyotigine kars1 tam direng gosterebilmistir.

Anahtar kelimeler: Endofit bakteriler, Sekonder metabolit, Tiim genom analizi






ABSTRACT

ELUCIDATION OF BIOACTIVE METABOLITE PRODUCTION POTENTIAL
OF ENDOPHYTE BACTERIAL ISOLATES BY WHOLE GENOME
SEQUENCING AND POLYPHASIC CHARACTERISATION

ORUC, Tiilay
M.Sc. Thesis, Department of Agricultural Biotechnology
Supervisor: Asst. Prof. Dr. Bilgin TASKIN
April 2024, 54 pages

Endophytes include bacterial or fungal microorganisms that live between/inside
plant tissues but do not cause visible signs of disease in their host. In this study, whole
genome sequencing by next generation sequencing and biochemical characterization of
endophyte isolates G56Y1, G106K1, G119Y2T and G129K1-1, which were isolated
from various annual plants and produced remarkable results in terms of plant growth
promoter (PGP) markers in previous studies, were carried out. In addition, the
susceptibilities of the isolates to various antibiotics were tested by standard disc method.
As a result of whole genome sequencing using the Illumina HiSeq platform, the draft
genome sizes of G56Y1, G106K1, G119Y2T and G129K1-1 coded endophyte isolates
were determined as 4.2 Mb (4277605 bp), 4.5 Mb (4582803 bp), 4.8 Mb (4794802 bp)
and 3.9 Mb (3886939 bp), respectively. The G+C content of the genomes of G56Y1,
G106K1, G119Y2T and G129K1-1 isolates was 45.8%, 66%, 55.2% and 65.7%,
respectively. As a result of whole genome based phylogenetic analysis, isolate G56Y1
matched with Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum FZB42 with a digital DNA-
DNA hybridization (dDDH) value of 88.7%; G106K1 isolate matched with
Stenotrophomonas lactitubi M15 with a dDDH value of 61.8%; G119Y2T isolate
matched with Arthrobacter gandavensis JCM 13316 with a dDDH value of 29.7% and
G129K1-1 isolate matched with Pantoea agglomerans NBRC 102470 with a dDDH
value of 88.8%. Considering the dDDH values, it was hypothesised that isolates
G106K1 and G119Y2T with values of 61.8% and 29.7% could be new species
belonging to the genera Stenotrophomonas and Arthrobacter, respectively. Genome
analyses revealed that the isolates have gene/gene clusters encoding secondary
metabolites of biotechnological importance such as terpene, thiopeptide, siderophore,
betalactone, metelophore and arylpolyene. According to the antibiotic susceptibility
results of the isolates, the most resistant isolate was G106K1 which showed complete
resistance to ampicillin, penicillin G, florfenicol, erythromycin, nitrofurontoin and
clindamycin. This isolate was followed by G129K1-1 which showed complete
resistance to penicillin G, rifampin, erythromycin, nitrofurontoin and clindamycin.
Isolate G119Y2T showed complete resistance only to cefepime antibiotic, while isolate
G56Y1 showed complete resistance only to rifampin antibiotic.

Keywords: Endophyte bacteria, Secondary metabolite, Whole genome analysis
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1. GIRIS

Bir endofit, yasam dongilisiiniin en azindan bir kism1 boyunca bir bitkinin i¢inde
ikamet eden, genellikle bir bakteri veya mantar olan bir endosimbionttur. Endofitik
mikroorganizmalar, saglikli konak bitki dokularint kolonize ettikten sonra
asemptomatik olarak yasarlar ve hemen hemen tiim bitkilerde mevcutturlar (Hallman
vd., 1997). Neredeyse her bitki tiirlinlin bir veya daha fazla endofitik mikroorganizma
ile iligkili oldugu diisiiniilmektedir. Gezegenimizde yaklagik 3.000.000 bitki tiiriiniin var
oldugu bilinmektedir; ancak bu bitki tiirlerinden yalnizca birkagt ilgili endofitik
biyolojileri agisindan derinlemesine incelenmistir. Diinya capinda farkli bitkilerle
deneysel olarak iliskilendirilen yaklasik bir milyon endofitik tiiriin sadece kiiciik bir
yiizdesi kapsamli bir sekilde arastirilmistir (Dutta vd., 2014; Strobel, 2018).

Endofitik mikroorganizmalar, bitki biiylimesini tesvik edebilen veya metabolik
yollar1 ve hatta abiyotik veya biyotik strese yanit olarak gen ekspresyonunu modiile
edebilen hormonlar ve ikincil metabolitler gibi kimyasal olarak cesitli varliklar
sentezleyerek bitki fizyolojisi tizerinde etki gosterirler. Endofitlerin, konukgu bitkilerine
onemli ekolojik faydalar saglayan ikincil metabolitler iirettikleri bilinmektedir; ayrica
bir¢ok endofitin kanser ve bulasici hastaliklarin tedavisi i¢in giiclii farmakolojik ajanlar
tirettigi de gosterilmistir (Sharma vd., 2020).

Mikroorganizmalar, ¢ok ¢esitli biyoaktif metabolitlerin baslica ireticileridir.
Bakteri ve mantarlar, cok cesitli biyoaktiviteye ve uygulamaya sahip metabolitlerin
iiretiminde 6n plandadir. Endofitler, ¢ok sayida farkli biyolojik mikro ortamda, yani
hem atmosferik hem de zorlu kosullar altinda biiyiiyen bitkilerde yasama potansiyelleri
nedeniyle gesitli dogal kaynaklarin olaganiistii bir kaynagidir. Tibbi kullanimlar igin
dogal biyoaktif bilesiklerin izolasyonu ve taranmasi, biyoaktif bilesiklerin
kesfedilmesinin yolunu a¢mustir. Endofitler, bitkilerin kendilerini patojenlere karsi
savunmalarina yardimci olan biyoaktif bilesikler iiretir ve bu bilesikler yeni ilaglarin
kesfedilmesine yol acabilir. Bu nedenle, iirettikleri biyoaktif bilesiklerin hem bitki hem
de insan saglig sektorlerinde uygulama alani bulmasi oldukca beklenen bir durumdur
(Agrawal ve Bhatt, 2023). Endofitlerin ¢ok faydali olduklari, bitkiler, cevre ve insanlar
tizerinde ¢esitli sekillerde olumlu etkileri oldugu tartismasiz bir sekilde kanitlanmistir.

Ornegin endofitik mikroorganizmalar biyoaktif metabolitler ve endiistriyel agidan



onemli enzimler sentezleyebilir, bitki biliylimesini tesvik edebilir, biyotransformasyon
siireclerini  gerceklestirebilir ve fitoremediasyon veya biyoremediasyon siireclerini
hizlandirabilir (Kuzniar vd., 2019).

Cok sayida bakteri susunun genomlarimin dizilemesi hem genomik hem de
biyokimyasal diizeylerde karsilastirmali ¢alismalar yapilmasim1i  saglar. Bu
karsilastirmali caligmalar, belirli bir sekonder metabolit tiirlinii liretme potansiyellerine
iligskin olarak organizmalarda bulunan / bulunmayan genlere dayali biyosentetik yollarin
karakterizasyonuna izin vermistir (Choque vd., 2018). Temmuz 1995'te Fleischmann vd
tarafindan Haemophilus influenzae genom dizisinin tamaminin yayinlanmasindan bu
yana, mikrobiyoloji alani, bu basartyt miimkiin kilan genomik ve hesaplamali
biyolojideki atilimlardan en c¢ok faydalanan alanlardan biri olmustur. Yeni Nesil
Dizileme (NGS) teknolojileri, hibridizasyon yoluyla dizileme ve sentez yoluyla
dizileme (SBS) olmak iizere iki gruba ayrilir. Sentezle dizileme (SBS) aslinda Illumina
dizileme teknolojisidir ve diinyadaki dizileme verilerinin %90'in1 iireten en popiiler
yaklagimdir (Pervez vd., 2022).

Bu calismada cesitli tek yillik bitkilerden izole edilmis ve daha Onceki
caligmalarda bitki biiyiimesini tesvik edici (PGP) markorler yoniinden kayda deger
sonuclar tiretmis G56Y 1, G106K1, G119Y2T ve G129K1-1 kodlu endofit izolatlarinin
[llumina HiSeq platformu kullanilarak tiim genom taslak dizilemesi ve biyokimyasal
karakterizasyonlar1 ortaya konmustur. Ayrica izolatlarin ¢esitli antibiyotiklere karsi
duyarliliklar1 standart disk metodu yolu ile test edilmistir. G56Y1 izolat1 tiim genom
tabanli filogenetik analizinde %88.7 dijital DNA-DNA hibridizasyon ({DDH) degeri ile
Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum FZB42; G106K1 izolat1 %61.8 dDDH
degeri ile Stenotrophomonas lactitubi M15; G119Y2T izolat1 %29.7 dDDH degeri ile
Arthrobacter gandavensis JCM 13316 ve G129K1-1 izolat1 %88.8 dDDH degeri ile
Pantoea agglomerans NBRC 102470 ile ortiismiislerdir. dDDH degerleri g6z 6niine
alindiginda, %61.8 ve %29.7 degerleriyle G106K1 ve G119Y2T izolatlarinin sirasi ile
Stenotrophomonas ve Arthrobacter cinslerine ait yeni tiirler olabilecegi hipotezi agirlik
kazanmigtir. Elde edilen taslak tiim genom dizi verileri karsilastirmali genom analiz
metotlar1 kullanilarak gen/gen kiimeleri icerikleri acisindan incelenmis ve potansiyel

uygulama alanlarina sahip ikincil metabolit gen kiimeleri agia ¢ikarilmistir.



2. KAYNAK BILDIRISLERI

2.1 Endofit Bakteriler

Endofit bakteriler, bitki dokularinda yetisen, konak¢i bitkiye herhangi bir zarar
vermeden ¢ogalan bakteriler olarak tanimlanmistir (Bascom-Slack ve Strobel, 2012). Endofit
bakterilerin azot fiksasyonu gibi ¢esitli mekanizmalar yoluyla bitki biiylimesini tesvik ettigi
bilinmektedir. Fitopatojenlere karst biyolojik kontrol, biiylimenin diizenlenmesi, bitki
hormonlarinin ve antimikrobiyal bilesiklerin tiretimini saglamaktadir (Lodewyckx vd., 2002).
Endofitler, ilag, tarim ve kozmetik endiistrisi gibi ¢esitli sektdrlerde yaygin olarak kullanilan
yeni dogal {iriinlerin potansiyel kaynaklaridir (Bacon ve White, 2000; Strobel ve Daisy, 2003;
Kumar ve Sagar, 2007). Sifali bitkilerle iligkili bakteriyel endofitlerin, bitki biiyiimesinin
iyilestirilmesinde, bitkiye fayda saglayan sekonder metabolitlerin iiretiminde ve siirdiiriilebilir
mahsul tiretimi i¢in kullanilabilecek 6nemli roller sagladig: bilinmektedir (Hassan, 2017).

Genel olarak, en ¢ok belgelenen baskin bakteriyel endofitler Proteobakteria (a, S ve y-
Proteobakteria) filumuna aittir, digerleri ise Firmicutes ve Actinobacteria filumunu icerir
(Santoyo vd., 2016). Daha az kaydedilen filumlar arasinda Bacteroidetes, Asidobakteriler,
Planctomycetes ve Verrucomicrobia yer alir (Santoyo vd., 2016). En yaygin olarak bulunan
bakteriyel endofit cinsleri arasinda Pseudomonas, Bacillus, Burkholderia, Stenotrophomonas,
Micrococcus, Pantoea, Microbacterium yer alir (Hallmann vd., 1997; Sturz vd., 2000;
Rosenblueth ve Martinez-Romero, 2006; Sun vd., 2008; Marquez Santacruz vd., 2010;
Romero vd., 2014; Santoyo vd., 2014). Endofitik yasam tarzlarinin o&zelliklerini ve
endofitlerin diger bitki mikrobiyomlariyla arasindaki etkilesimleri anlamak zordur (Santoyo
vd., 2016). Bunun nedeni sicaklik, rakim, bitki biiyiime asamasi, beslenme durumu, nem ve
toprak pH"1 gibi bir¢ok faktdrden etkilenmeleridir (Hardoim vd., 2008). Ornegin, bakteriyel
beslenme gereksinimlerine bagli olarak, spesifik kimyasal kaynaklar, endofit ile bitki

konakgis1 arasindaki etkilesimin spesifikligi agisindan belirleyici olabilir (Hardoim vd., 2015)
2.2 Endofit Bakterilerin Biyoteknolojideki Onemi
Tarim sektorii diinyanin en eski ekonomik sektorlerinden biridir ve temel olarak

verimli toprak ve istikrarli gevresel ve biyotik kosullar gibi faktorlere baghdir. Ancak son

yillarda bu sektér, su ve toprak kalitesini, ekolojik dengeyi ve biyolojik ¢esitliligin



korunmasini etkileyen ekonomik ¢ercevesi ve kullandigi teknikler sayesinde ¢evre kirliligine
biiyiik 6l¢iide katkida bulunmustur (Sturz, 2000; Yadav, 2017). Modern tarim sektoriinde
giibre uygulamasiyla topragin verimliligi korunur ve cesitli tarim kimyasallar1 kullanilarak
hem patojenler hem de zararlilar azaltilmaktadir. Bunlar, hem suyu kirleterek hem de sizinti
yaparak hedef dis1 organizmalarin sagli§ina ve cevreye olumsuz katkida bulunmaktadir
(Hurek ve Reinhold-Hurek, 2003). Bu nedenle endofitler, kimyasal pestisitlerin uygun
alternatifleri olarak degerlendirilmektedir (De Silva vd., 2019).

Endofitik biyokontrol ajanlarina iliskin arastirma faaliyetlerinin ¢ogu kontrollii
ortamlarda (laboratuvarlarda) yiritilmistir (De Silva vd., 2019). Endofitlerin hem bitki
konakgilariyla hem de gevresel kosullarla iligkili oldugu goériilmektedir (Murphy vd., 2018;
De Silva vd., 2019). Endofitlerin antagonistik aktiviteleri hem antibiyotik aktivitelerini hem
de hastaligin gelisiminin direncini veya inhibisyonunu icermektedir. (De Silva vd., 2019). Ek
olarak bitki biiylimesini tesvik etmekte ve bitkiyi biyotik ve abiyotik streslere karsi
koruyabilmektedir (Waller vd., 2005; Baltruschat vd., 2008; Berendsen vd., 2012; Marella,
2014; Santoyo vd., 2016). Bitki gelisimi i¢in gerekli besinleri saglamak amaciyla biyogiibre

olarak kullanilabilmektedir.

2.3  Primer Metabolitler

Primer metabolitler biiylime ve gelismeden sorumlu olan bilesiklerdir. Bitkinin
metabolik faaliyetleri ve bitkinin hayatta kalmasi i¢in gereklidir. Primer metabolitlere;
proteinler, niikleotidler, yaygin yag asitleri, klorofil ve seker gibi metabolitler 6rnek olarak

verilmektedir (Ibraheem ve Maimako, 2014; Hannah ve Krishnakumari, 2015).

2.4 Sekonder Metabolitler

Sekonder metabolitler primer metabolizmanin iiriinleridir ve metabolik faaliyetlere
dogrudan katilmamaktadirlar. Bitkinin daha ziyade tozlastiricilar1 ¢ekmek veya onlara karsi
savunmak gibi belirli islevlere hizmet ettigi bilinmektedir. Sekonder metabolitler; tanenler,
alkaloidler, flavonoidler, steroidler, saponinler ve glikozitler olarak bilinmektedir (Hoffmann,
1951; Hannah ve Krishnakumari, 2015).



2.5 Yaygin Sekonder Metabolitler

2.5.1 Steroidler

Steroidler, bir steroid c¢ekirdegi (birlesik dort halkali bir karbon iskeleti) igeren,
terpenoid lipitler olarak simiflandirilan organik bilesiklerdir ve bunlarin farkli biyolojik
etkileri, ortak ¢ekirdege bagli ¢esitli gruplar tarafindan belirlenmektedir (Bhawani vd., 2010;
Citoglu ve Acikara, 2010). Cogu steroid, metabolizmay1 kontrol eden ve gelisime yardimc1

olan hormonlar olarak islev gérmektedir (Kintzios ve Barberaki, 2004; Bhawani vd., 2010).

2.5.2 Tanenler

Tanenler, orta biiyiikliikte bir molekiilde, bir fenil halkasi {izerinde iki veya ii¢ fenolik
hidroksil grubu igeren polifenolik bilesiklerdir (Okuda ve Ito, 2011). Tanenler, icerdikleri
toksinler nedeniyle otgullarin biliylimesini ve hayatta kalmalarini azaltarak bitki savunma
mekanizmalarinda islev goriir (Wina, 2010; Mazid vd., 2011; Ashok ve Upadhyaya, 2012).
Tanenlerin biizlicii ve hemostatik ozelliklere sahip oldugu bilinmektedir. Bu polifenolik

biyomolekiiller, hidrolize edilebilmektedir (Ahmad, 2007).

2.5.3 Saponinler

Saponinler glikozile edilmis metabolitler olarak bilinmektedir (Podolak vd., 2010;
Saxena vd., 2013). Saponinler hem polar hem de polar olmayan alanlari i¢erir ve bu nedenle
amfipatik glikozitler olarak adlandirilir, burada aglikon (glikozit igermeyen) sapogenin olarak
adlandirilirlar ve polar degillerdir (Negi vd., 2013). Bitkilerin ¢ogunda saponinlerin bitki

biliyiimesine ve gelismesine yardimci oldugu bilinmektedir (James ve Dubery, 2009).

2.5.4 Alkaloidler

Alkaloidler, heterosiklik nitrojen atomlar1 iceren ancak amino asit olmayan, organik
bazli nitrojenli bilesiklerdir ve hem bitkilerde hem de hayvanlarda mevcuttur (Saxena vd.,
2013; Kumar ve Roy, 2017). Cogu alkaloid renksiz, kristalimsi bir malzeme olarak goriiniir
ve ac1 bir tada sahiptir (Saxena vd., 2013). Doughari (2012) ve Olufunke (2012), alkaloidlerin

toksik oldugu, bitkilerde otgullara ve patojenlere karsi savunma bilesikleri olarak gorev
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yaptig1 bildirilmistir. Biyolojik aktivite, kimyasal yap1 ve biyosentetik yollar gibi faktorler,
alkaloidleri indol, izokinolin, izoksazol, fenetilamin, purin, pirrolidin ve piperidin, kinolizidin

ve tropan gibi farkli biyokimyasal gruplara ayirir (Saxena vd., 2013).

2.6  Sekonder Metabolitlerin Onemi

Sekonder metabolitlerin, yirtict hayvanlara ve mikrobiyal patojenlere karst koruma,
abiyotik strese karsi savunma, ayrica tozlayici g¢ekiciler olarak performans gosterme ve
bitkiler ile mikroplar arasindaki sinyal iletisimini de igeren, konakg¢i bitkiler icin hayati
islevleri yerine getirdigi bilinmektedir (Mazid vd., 2011; Yang, 2018). Bitki sekonder
metabolitleri, antioksidatif, antikarsinojenik ve antiinflamatuar Ozelliklere sahip olabilen
farmakolojik aktivitelere sahip biyoaktif bilesiklerdir.

Diinya Saglik Orgiitii (WHO), Afrika niifusunun %80'inin temel saglik ihtiyaglari igin
sifali bitkiler seklindeki geleneksel tibba bagimli oldugunu, bunun da tibbi bitkilerin asir
kullanimina ve asir1 hasatina yol ac¢tigii bildirmektedir (WHO, 2002). Sekonder
metabolitlerin elde edilmesine yonelik bu yiiksek talep nedeniyle tibbi bitkilerin biiylimesi
icin belirli bir dogal ortama ihtiya¢c duymasi nedeniyle tibbi bitkiler, ticari kullanim ve yok
olmasi biyolojik ¢esitliligi tehdit etmektedir (Jain ve Pundir, 2017; Ramesh vd., 2017; Bengal
vd., 2018; Van Wyk ve Prinsloo, 2018). T1ibbi bitkilerin asir1 kullanimini sinirlamak i¢in doku
kiiltiirti, mikro ¢ogaltma ve sentetik tohum teknolojisinin kullanimini igeren biyoteknolojik
yaklagimlar kullanilmistir (Chen vd., 2016). Ne yazik ki bu yaklagimlar, diisiik seviyelerde
biyoaktif bilesik tretebildikleri, uzun biiylime donemleri gerektirebildikleri ve biyoaktif
sekonder metabolitlerin, primer metabolitler gibi diger bitki kaynakli metabolitlerden geri
kazanilmasinda zorluk oldugu icin her zaman uygulanabilir degildir (Venieraki vd., 2017).
Strobel (2003) bitkilerde yasayan ¢ogunlukla mantar ve bakterilerden olusan
mikroorganizmalarin, sekonder metabolitleri, kisa nesil siireleri, biyoreaktorlerde iyi kullanim
ozellikleri ve yiiksek biiylime oranlari nedeniyle tibbi bitkiler i¢in ideal bir alternatif haline
gelmekte ve yliksek biyokiitle iiretimi saglamaktadir (Ludwig-Muller, 2015). Cogu endofitin
kendi genomik DNA'sinin parcalarint konak¢i bitkininkiyle degistirdigine ve bunun
endofitlerin konake¢i bitkiye benzer bazi fitokimyasallar1 sentezlemesine izin verdigine
inanilmaktadir. Endofitler bunu, konak¢1 bitkinin kimyasini taklit ederek ve ayni biyoaktif
metabolitleri lireterek basarmaktadir (Baker ve Satish, 2012; Santos ve Ferraris, 2012; Bedi
vd., 2017; Venieraki vd., 2017; Uzma vd., 2018). Su anda diinya ¢apindaki bilim insanlari,



tibbi potansiyelleri nedeniyle endofitleri ve bunlarin sekonder metabolitlerini incelemektedir
(Strobel, 2003).

Endofitler, bitki biiylimesini tesvik eden, bitki hastaliginin siddetini azaltan ve bitkinin
(veya bitki dokularinin) hem mikrobiyal patojenlere, bocek zararlilarina hem de diger
patojenlere karsi Onlenmesine ve savunulmasina yardimci olan sekonder metabolitler
iretmektedirler (Abdalla ve Matasyoh, 2014). Bu sekonder metabolitler antimikrobiyal,
antifungal, antikarsinojen, immiin baskilayic1 veya antioksidan aktivitelere sahiptir (Zhang
vd., 2006; Kusari vd., 2012; Abdalla ve Matasyoh, 2014). Bu nedenle alternatif olarak tarim
ve tipta kimyasal kontrol ajanlarina yonelik olarak degerlendirilmektedir.

Endofitler, konakg¢1 bitkilerle ayn1 veya benzer sekonder metabolitleri iiretebilmektedir
(Zhang vd., 2006; Martinez-Klimova vd., 2017). Bu nedenle sifal bitkilerle simbiyotik olarak
iligkili endofitler, ilag gelistirme icin alternatif kaynaklar olarak bilinmektedir.

Endofitlerin tirettigi ¢esitli bilesikler, cesitli biyolojik aktivitelere sahip yeni bilesikler
sunduklari i¢in arastirmacilart yeni endofitler aramaya yoneltmistir (Strobel, 2003; Martinez-
Klimova vd., 2017). Alkaloidler, peptidler gibi yeni ve bilinen metabolitlerin antimikrobiyal,
sitotoksik, antimalaryal, antiviral, larvisidal ve antidiyabetik aktiviteleri oldugu bilinmektedir.
Bu nedenle tibbi bitkinin se¢imi, biiyiik degere sahip biyoaktif bilesikler iireten endofitik

tiirlerin izolasyonuna yol agabileceginden 6nemli olmaktadir (Martinez Klimova vd., 2017).

2.7 Tiim Genom Dizilemesi

Genom yapisi, islevi ve evrimi hakkindaki bilgilerimizin ¢ogu dizi verilerine baglh
olmaktadir. Farkli tiirler i¢in artan c¢esitlilikte yliksek kaliteli referans genom dizilerinin
mevcudiyeti genetik c¢esitliligi benzeri goriilmemis bir 6lgekte incelemek igin yeni bir firsat
saglamistir (Goodwin vd., 2016). Biitiin genomlar, bolgeler veya genler birden fazla bireyde
yeniden siralanabilmektedir. Her bireyden alinan dizi verileri uygun referansa gore
hizalanmakta ve farkli 6rnekler arasindaki genetik varyantlar, yiiksek giivenirlige sahip dizi
farkliliklar1 olarak tespit edilebilmektedir. Benzer sekilde, RNA orneklerinden elde edilen dizi
verileri, yeni RNA tiirlerini kesfetmek, gen ekspresyon diizeylerini 6lgmek ve dolayisiyla
farkli hiicre veya dokularin transkripsiyonel durumunu incelemek i¢in kullanilabilmistir
(Bentley, 2006). Bu inceleme, insan genetigi ve tibbi uygulamalara odaklanarak yeni
teknolojiler kullanilarak tim genomun yeniden dizilenmesine yonelik olasiliklar:

arastirmaktadir.



Yeni nesil dizileme (NGS), genom biliminde devrim yaratarak genom yapisi,
fonksiyonu ve dinamigi hakkindaki bilgimizi genisletmektedir. Bu ¢igir agan teknoloji,
kapsamli arastirmalara olanak saglamakta ve bilim insanlarinin genetik bilginin
karmagikligin1 benzeri goriilmemis sekillerde kesfetmesine olanak saglamaktadir. Yiiksek
iiretim kapasitesi ve maliyet etkinligi ile NGS, temel biyolojiden klinik teshise kadar ¢esitli
disiplinlerdeki arastirmacilar i¢in temel bir ara¢ haline gelmistir (Goodwin vd., 2016). NGS
yalnizca kapsamli genom dizilimini saglamakla kalmamis, ayn1 zamanda transkriptomik,
epigenomik, metagenomik ve diger omik ¢alismalar1 da kolaylastirmistir (Levy ve Myers,

2016).

2.8 Dizileme Teknolojileri

DNA dizilerini “okumaya” yonelik teknolojiler son yirmi yilda hizla gelismistir
(Metzker, 2005). Bu hizli ilerleme, DNA dizileme alaninda 6nemli atilimlarin yolunu agarak

ii¢ nesil dizileme teknolojisinin ortaya ¢ikmasina yol agmuistir.

2.8.1 Birinci Nesil Dizileme Teknolojileri

Sanger ve Maxam-Gilbert dizileme teknolojileri, 1977 yilinda yayilanmalariyla DNA
dizileme alanini baslatan Birinci Nesil Dizileme Teknolojisi olarak siniflandirilmistir (Holley
vd., 1965; Salk vd., 2018).

Bu teknik, replikasyon sirasinda DNA seritlerinin zincir uzamasini sonlandiran
dideoksiniikleotidleri kullanmakta ve uzunlugu birka¢ yiiz niikleotite kadar olan dizi
okumalarinin {iretilmesine izin vermektedir. Sanger'in yontemi genis ¢apta benimsenmistir ve
DNA ve RNA'nim hizli dizilenmesine olanak saglayarak molekiiler biyoloji alaninda devrim
yaratmistir (Heather ve Chain, 2016). 1987 yilinda, ilk ticari otomatik siralama makinesi olan
Applied Biosystems ABI 370, Amerika Birlesik Devletleri'nde piyasaya siiriilmiistiir. Bu
makine, Sanger dizileme yontemini otomatiklestirmek i¢in  floresan  etiketli
dideoksintikleotidler ve kilcal elektroforez kullanmis ve DNA dizilemesinin hizin1 ve
dogrulugunu 6nemli 6l¢iide arttirmistir (Barba vd., 2013). ABI 370 hizli bir sekilde endiistri
standard1 haline gelmis ve teknolojideki miiteakip gelismeler, daha uzun okumalar iiretebilen
daha yiiksek verimli siralayicilarin gelistirilmesine yol agmustir (Schuster, 2008). Birinci nesil
teknolojinin yerini biiyiik 0l¢lide daha yeni, daha yiiksek verimli dizileme teknolojileri almig

olsa da dizileme tekniklerinin gelistirilmesinde ©nemli bir tarihi kilometre tasi olmay1
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strdiirmektedir. DNA ve RNA'y1 dizileme yetenegi, biyoloji ve tibbin pek c¢ok alaninda
devrim yaratmis ve genetik ile molekiiler biyolojinin anlagilmasinda ¢ok sayida kesif ve

ilerlemeye yol agmustir.

2.8.2 Ikinci Nesil Dizileme Teknolojileri

Ikinci nesil dizileme yontemleri, binlerce ile milyonlarca DNA pargasinin eszamanli
dizilenmesine olanak saglayarak DNA dizilemesinde devrim yaratmistir. Bu yontemler,
paralel siralama gerceklestirme yetenekleri acisindan geleneksel Sanger dizilemesinden
farklidir. Yaygin olarak kullanilan birg¢ok ikinci nesil dizileme platformu ortaya ¢ikmustir;
bunlardan biri, DNA sablonuna niikleotidler eklendiginde pirofosfat saliniminin tespit
edilmesiyle dizinin belirlendigi, pirosekansa dayali Roche'un 454 dizileme yontemidir. Bagka
bir platform, diziyi belirlemek icin DNA sentezi sirasinda hidrojen iyonlarinin salinmasini
tespit eden Iyon Torrent dizilimidir. Yaygin olarak kullanilan Illumina siralama platformu,
tersinir boya sonlandiricilara dayali bir sentez yoluyla siralama yontemini kullanmaktadir.
Gelismekte olan bir teknoloji olarak bilinen SOLiD dizilimi (Oligoniikleotid Ligasyonu ve
Tespiti ile Siralama), DNA dizisini belirlemek i¢in tersinir sonlandiricilar kullanan ligasyon
bazli bir yaklasim kullanmaktadir. Bu ikinci nesil dizileme teknolojileri, DNA dizilemenin
verimini ve hizin1 6nemli 6l¢tide artirmustir (Pervez vd., 2022).

Bu platformlar tiim genom dizilimini, transkriptom analizini ve hedefe yonelik
dizilimi miimkiin kilarak genetik cesitlilikte, hastalik arastirmalarinda ve kisisellestirilmis

tipta ¢181r acan gelismelere yol agmustir.

2.8.3 Uciincii Nesil Dizileme Teknolojileri

Daha once tartigilan ikinci nesil dizileme teknolojileri, DNA analizinde devrim
yaratmis ve birinci nesil dizileme teknolojilerine kiyasla en yaygin kullanilan teknolojiler
olmustur. Bununla birlikte, SGS teknolojileri genellikle yiiriitme siiresi agisindan uzun bir
prosediir olan ve siralama fiyati agisindan kapsamli olan PCR amplifikasyon adimini
gerektirmektedir. Ayrica, genomlarin ¢ok sayida tekrarlanan bolgeye sahip olmasi sebebiyle
karmasik oldugu, SGS teknolojilerinin bunlari ¢6zemedigi ve nispeten kisa okumalarin genom
birlestirmeyi daha zor hale getirdigi ortaya ¢ikmistir. SGS teknolojilerinin neden oldugu
sorunlara ¢dziim bulmak i¢in bilim insanlari, "li¢iincii nesil siralama" adi verilen yeni nesil bir

siralama gelistirmistir. Bu {i¢iincli nesil dizileme, SGS teknolojilerinden ¢ok daha hizli bir
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uygulama siiresinde, PCR amplifikasyonuna ihtiya¢ duymadan diislik dizileme maliyeti ve
kolay numune hazirlama olanagi sunma yetenegine sahiptir. Buna ek olarak TGS, karmasik
genomlarin tekrarlayan bolgeleri ve montaj sorununun ¢6ziimii i¢in birkag kilobazi asan uzun

okumalar iiretebilmektedir (Satam vd., 2023).

2.9 Genom Dizilemesinin Onemi

Genom dizisi, temel mekanizmada yer alan genleri tanimlamak ve karakterize etmek
icin gerekmektedir. Endofit-bitki konak¢1 yasam tarzinin fizyolojik yoni (Kaul vd., 2016),
endofitik ekoloji ve evrimin daha iyi anlasilmasini saglamaktadir (Kaul vd., 2016; Megias vd.,
2016). Ayrica gesitli biyoaktiviteleri etkileyen genetik 6zellikler ve kolonizasyon tercihleri;
antibiyotik direnci ve liretimi, bitki biliylimesi ile ilgili genler, endofitin salgi sistemi, ylizeye
baglanma ve yerlestirme elemanlari, tasima sistemi ve diger ilgili metabolik mekanizmalar
birkag endofit bakteride belgelenmistir.

Bir¢ok bakteriyel endofitin tam genomu, bitki mikrobu ve mikrop-mikrop c¢aligmalari
arasindaki simbiyoz iliski ilizerine yapilan c¢aligmalarda model sistemler olarak kabul
edilmektedir (Kaul vd., 2016). Bireysel bir genomdan, metaomik (proteomik, metagenomik
ve transkriptomik) gibi ¢alismalarda faydalanilmaktadir. Ornegin, ¢coklu genom calismalari,
yakin veya benzer akraba tiirlerin hem genetik hem de metabolik cesitliligini anlamaya
yardimci olmaktadir. Ornegin, bir tiirde hem saprotropizm hem de biyotropizm yasam tarziyla
ilgili temel genlerin kesfi nedeniyle (Zuccaro vd., 2011), endofitik ve patojenik yasam tarzlari
arasindaki se¢imin dis faktorlerden etkilendigi 6ne siiriilmiistiir. Genom analizi ayn1 zamanda
salg1 proteini, integraz, transpozaz ve suslar arasinda fajla ilgili genler, bir mikrobiyomun
tiyeleri arasindaki metabolik ¢esitliligi anlamak, metabolik miihendisliginde kullanilabilecek
degerli bilgilere yol agmak agisindan 6nemlidir (Kaul vd., 2016). Ayrica endofitizmin genetik
belirleyicilerinin yakindan gozlemlenmesine yardimer oldugu bilinmektedir (Medlini vd.,
2005; De Maayer vd., 2014). Bu da endofit adaptasyonu ve evriminden sorumlu olan gesitli

genlerin tanimlanmasina yol agmaktadir (Kaul vd., 2014).
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1 Bakteri izolatlar

Bu calismada, Van Yiiziincii Y1l Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Boliimii
Bakteriyoloji Laboratuvari stoklarinda bulunan, Van ili ve civarinda baz1 kiiltiir ve yabanil

tahil bitkilerinden (Poaceae familyasi) izole edilmis G156Y1, G106KI1, G129K1-1 ve
G119Y2T kod numarali endofit bakteri izolatlar1 kullanilmistir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1 Kullanilan izolat, konukgu ve izole edilen organ

izolat No  Izolat Kodu Konukgu Izolasyon Yapilan Organ
1 G56Y1 Iki siral1 arpa Yaprak
2 G106K1 Bugday Kok
3 G129K1-1 Cayir arpasi Kok
4 G119Y2T Cipil Yaprak

3.2 1lzolatlarn Gelistirilmesi
Yiizde 20 gliserol igeren nutrient sivi besiyerinde -80°C’de muhafaza edilen saf
kiiltiirlerin gelistirilmesi icin kullanilan nutrient agar (NA) besi ortaminin igerigi Cizelge

3.2’de verilmistir.

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

Besiyeri Bilesen Miktar (1 L, pH 7.5)
Et Oziitii 1g
Maya Oziitii 29
NaCl 59

Nutrient Agar Pepton 59

Agar 159




3.3 Biyokimyasal Karakterizasyon

Calismada besiyeri ortaminda izole edilen bakteri izolat kiiltiirlerinin fenotipik
(biyokimyasal) ozellikleri APl ticari Kitleri (GNA-GNB) kullanilarak belirlenmistir.
Besiyerinde 25°C’de 24 saat inkiibasyonun ardindan McFarland 0.5 optik dansiteye ayarlanan
bakteriler, kit icerisindeki kiipiillere inokiile edilerek 25°C’de 24 saat inkiibasyona
birakilmislardir. inkiibasyon sonrasinda mikrogen ve API firmasmin okuma tablosuna gore

sonuglar pozitif ve negatif olarak degerlendirilmistir.

3.4 Ekstraseliiller Enzim Aktivitesi Belirlenmesi

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

3.4.1 Proteaz Enzimi Aktivitesinin Belirlenmesi

Proteaz aktivitesi Carrim vd. (2006)’nin bildirmis oldugu yontemde bazi degisiklikler
yapilarak belirlenmistir. Proteaz enzimi iiretimi i¢in %1 (g/1) yagsiz siit tozu iceren Nutrient
Agar hazirlanmistir. Bunun i¢in siit tozu disindaki besiyeri igerikleri distile suda ¢oziildiikten
sonra, ortam 121°C’de 15 dakika sterilize edilmistir. Siit tozu (10 g/100 ml) ayrica 110°C’de 5
dakika 2 defa sterilize edilerek ve 45 °C’ye kadar sogutulup, temel besi ortamima aseptik
kosullarda ilave edilerek iyice karistirilmistir. Daha sonra esit hacimlerde (20 ml) steril
petrilere dokiilerek katilagsmasi beklenmstir. Cozilinebilir siit tozu i¢eren proteaz ortamlarina
nokta seklinde ekilen izolatlar, 25°C’de 2-3 giin inkiibasyona birakilmistir. Koloni etrafinda

seffaf bir zon olusumu proteaz aktivitesi pozitif olarak degerlendirilmistir.

3.4.2 Amilaz Enzimi Aktivitesinin Belirlenmesi

Amilaz aktivitesi Hankin ve Anagnostakis (1975)’in bildirmis oldugu yontemde bazi
degisiklikler yapilarak belirlenmigtir. Amilaz enzimi {iretimi i¢in %1 ¢Ozlinebilir nisasta
iceren Nutrient Agar hazirlanmistir. Coziinebilir nigasta igeren amilaz ortamlarina nokta
seklinde ekilen izolatlar 25°C’de 2 giin inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonunda
petriye liigol ¢ozeltisi (%1°lik iyot ¢ozeltisi) dokiilerek boyama islemi gerceklestirilmistir.
Amilaz aktivitesine sahip izolatlarda koyu mavi zemin tizerinde koloni gevresinde seffaf bir

zon olusumu amilaz pozitif olarak degerlendirilmistir.
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3.4.3 Lipaz Enzimi Aktivitesinin Belirlenmesi

Lipaz aktivitesi Hankin ve Anagnostakis (1975)’in bildirmis oldugu yontemde bazi
degisiklikler yapilarak belirlenmistir. Oncelikle lipaz aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla
lipaz ortami hazirlanmistir. Lipaz ortami su igeriklerden olusmustur (g/1): Nutrienth Broth 8 g,
CaCl, H20 0.1 g, agar 15 g, pH 6.0 ve 20 ml Tween 20. Lipaz ortam1 121°C’de 15 dakika
sterilize edildikten sonra besiyeri iceriklerinden ayr1 olarak sterilize edilen Tween 20 lipaz
ortamlarina ilave edilerek iyice karigtirllmistir. Daha sonra hazirlanan bu besiyerleri petrilere
yaklasitk 20 ml olacak sekilde dokiilmiistiir. izolatlarin lipaz aktivitesinin belirlenmesi
amaciyla lipaz ortamlarina nokta ekimi yapilmis ve izolatlar gelisme sicakliginda 2-3 giin
inkiibe edilmistir. Koloni ¢evresinde agik renkte opak zon olusumu lipaz pozitif olarak

degerlendirilmistir.

3.4.4 Seliilaz Enzimi Aktivitesinin Belirlenmesi

Seliilaz aktivitesi Amore vd. (2015)’nin bildirmis oldugu yontemde baz1 degisiklikler
yapilarak belirlenmistir. Oncelikle seliilaz aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla seliilaz ortami
hazirlanmistir. Seliilaz ortami su igeriklerden olusmustur (g/1): NaNO3; 1 g, K;HPO,4 1 g, KCI
1 g, MgS0O, 0.5 g, yeast extract 0.5 g, glucose 1 g, Karboksimetilseliilloz (CMC) 5 g, Agar 15
g Seliilaz ortaminda yer alan bilesenlerin distile suda tamamen ¢6ziilmesinden sonra ortam
121°C’de 15 dakika sterilize edilmistir. Sterilizasyondan sonra hazirlanan besi ortamlar esit
hacimlerde (20 ml) steril petrilere dokiilmistiir. Izolatlarm seliilaz aktivitesinin
belirlenebilmesi igin seliilaz ortamina nokta ekimi yapilmis ve 25°C’de 5-8 giin inkiibasyona
birakilmistir.  Inkiibasyon sonunda petrilere énce %0.2’lik (w/v) Kongo kirmizisi ¢ozeltisi
dokiilerek 20 dakika oda sicakliginda beklenmistir. Daha sonra ise petriler 5 M NaCl ¢ozeltisi
ilave edilerek yikanmis ve 30 dakika oda sicakliginda bekletilmislerdir. Kirmizi zemin
tizerinde, koloni c¢evresinde acik sar1 renk zon olusumu pozitif sonu¢ olarak

degerlendirilmistir.
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3.45 Ksilinaz Enzimi Aktivitesinin Belirlenmesi

Ksilanaz aktivitesi Amore vd. (2015)’nin bildirmis oldugu yontemde baz1 degisiklikler
yapilarak belirlenmistir. Oncelikle ksilanaz aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla ksilanaz
ortami hazirlanmistir. Ksilanaz ortami su igeriklerden olusmustur (g/1): NaNOs 1 g, K;HPO,4 1
g, KCI 1 g, MgSO, 0.5 g, yeast extract 0.5 g, glucose 1 g, agar 15 g, Ksilan 5 g. Ksilanaz
ortaminin bilesenleri distile suda coziildiikten sonra, ortam 121°C’de 15 dakika sterilize
edilmigtir. Sterilizasyondan sonra aseptik kosullarda steril petrilere 20’ser ml dokiilerek
katilasmas1 beklenmistir. Izolatlar ksilan igeren besiyerine ekildikten sonra 2-4 giin 25°C’de
inkiibasyona birakilmiglardir. inkiibasyon sonunda petriye %0.1° lik (w/v) kongo kirmizisi
cozeltisi dokiilerek 20 dakika siireyle boyama islemi gergeklestirilmistir. Boyama siiresinin
sonunda fazla boyanin uzaklastirilmasi i¢in petriye 5 M NaCl ¢ozeltisi eklenerek 30 dakika
oda sicakliginda bekletilmistir. Kirmiz1 zemin iizerinde koloni ¢evresinde agik renkte zon

olusan izolatlar pozitif olarak degerlendirilmistir.

3.4.6 Pektinaz Enzimi Aktivitesinin Belirlenmesi

Pektinaz aktivitesi Kobayashi vd. (1999)’nin bildirmis, oldugu yontem kullanilarak
belirlenmistir. Oncelikle pektinaz aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla pektinaz ortami
hazirlanmistir. Pektinaz ortami su igeriklerden olusmustur (g/l): Maya ekstrakti 2 g,
Amonyumsiilfat 2 g, Na,HPO, 6 g, KH,PO, 3g, Pektin 5 g, Agar 15 g. Pektinaz ortaminin
icerikleri distile suda ¢oziildiikten sonra, ortam 121°C’de 15 dakika sterilize edilmistir. Steril
besiyeri aseptik kosullarda petrilere 20’ser ml dokiilerek katilasmas1 beklenmistir. Izolatlarm
nokta ekimleri yapildiktan sonra 25°C’de 3 giin inkiibasyona birakilmislardir. Petriye %1°lik
setiltrimetil amonyum bromit (CTAB) ¢o6zeltisi eklendikten sonra oda sicakliginda 10 dakika
bekletilmiglerdir. Siire sonunda koloni ¢evresinde seffaf zon olusumu meydana gelen izolatlar

pozitif olarak degerlendirilmistir.
3.5 Tolerans Testleri
Test izolatlarinin in vitro NaCl toleransini belirlemek i¢in %0, %2.5, %5, %7.5 ve

%10 NaCl iceren NB siv1 besi ortamlar1 hazirlanmistir. Besi ortaminda 30°C’de 24 saat

inkiibasyonun ardindan McFarland 0.5 optik densiteye ayarlanan bakteri kiiltiirlerinden 100 ul

14



alinarak hazirlanan besi ortamlarina inokiile edilmis ve izolatlarin gelisimi OD600 nm dalga
boyunda abzorbans degerleri Ol¢iilerek belirlenmistir.

Test izolatlarinin in vitro kuraklik toleransini belirlemek icin %0, %5, %10, %15 ve
%20 Polyethylene Glycol (PEG1000) iceren NB sivi besi ortamlart hazirlanmistir.
Besiyerinde 30°C’de 24 saat inkiibasyonun ardindan McFarland 0.5 optik densiteye ayarlanan
bakteri kiltlirlerinden 100 pl alinarak hazirlanan besi ortamlarina inokiile edilmis ve

izolatlarin gelisimi ODggo NM dalga boyunda abzorbans degerleri dlgiilerek belirlenmistir.

3.6 Antibiyotik Duyarhhk Testi

Izolatlarmn antibiyotik duyarliligi Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii (CLSI,
2020) protokoliine gore test edilmistir. Tryptic Soy Broth Agar (TSBA) petrileri sonuglarin
belirlenmesinden 6nce 30°C'de 24 saat boyunca inkiibe edilmistir. Antibiyotik disklerinin her
birinin etrafindaki biiylime inhibisyon bélgeleri milimetre olarak Ol¢iilmiistiir. Her bir
antibiyotik diskinin zon caplar1 Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii (CLSI, 2020)
tarafindan yayinlanan kriterler kullanilarak yorumlanmistir. Antibiyotik diskleri (OxoidTM
antimikrobiyal duyarlilik diskleri); enrofloksasin (5 pg/disk), ampisilin (10 pg/disk),
florfenikol (30 ng/disk), oksitetrasiklin (30 pg/disk), penisilin G (10 U/disk), siprofloksasin
(10 pg/disk), rifampin (5 pg/disk), eritromisin (15 pg/disk), kanamisin (30 pg/disk), sefepim
(30 pg/disk), klintomisin (2 pg/disk) ve nitrofurantoin (300 pg/disk) kullanilmigtir.

3.7 Tiim Genom Dizileme ve Analizi

Izolatlarm tiim genom dizilemesi hizmet almi yolu ile gergeklestirilmistir
(MicrobesNG, https://microbesng.com/). Tim genom Illumina HiSeq 2500 yeni nesil
dizileme platformu kullanilarak hizmet alimi ile dizilenmistir. Tiim genom dizi verisi BV-
BRC (Bacterial and Viral Bioinformatics Resource Center) (https://www.bv-brc.org/)
sunucusunda birlestirildikten sonra NCBI veri tabanina yiiklenerek erisim numarasi alinmistir.
Genom dizisinin anotasyonu RAST (https://rast.nmpdr.org/) (Aziz vd., 2008) sunucusunda
yapilarak protein ve islevsel RNA kodlayan dizileri belirlenmistir. Biyosentetik gen
kiimelerinin tahminleri antiSMASH versiyon 6.0'da (Blin vd., 2021), antibiyotik direngliligi
ile 1iliskili genlerinin tespiti ARTS sunucusunda (https://arts.ziemertlab.com/analyze)
(Mungan vd. 2020) yapilmistir. Daha kapsamli bir filogenetik analiz i¢in, izolatlarin genom

dizileri Type Strain Genome Servera (TYGS) (https://tygs.dsmz.de/) (Meier-Kolthoff vd.,
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2019) yiiklenerek tiim genom dizisine dayanan bir filogenetik agac olusturulmustur. Ayrica,
tim genom dizisi kullanilarak izolatlarin veritabanlarindaki mikroorganizmalarla olan
uzakligi dijital DNA-DNA hibridizasyon (dDDH) (https://ggdc.dsmz.de/) analizi ve ortalama
niikleotid 6zdeslik degeri (ANI) hesaplanmasiyla (https:/jspecies.ribohost.com/jspeciesws/)
tespit edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1 Biyokimyasal Karakterizasyon

Calismada, G156Y1, G106K1, G129K1-1 ve G119Y2T kod numaral1 endofit bakteri
izolatlar1 kiiltiirlerinin biyokimyasal karakterizasyonu amaciyla API ticari kitleri (GNA-GNB)
kullanilarak fenotipik (biyokimyasal) dzellikleri belirlenmistir. Besiyerinde 30°C’de 24 saat
inkiibasyonun ardindan McFarland 0.5 optik densiteye ayarlanan bakteriler kit igerisindeki
kiipiillere inokiile edilerek 30°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmislardir (Sekil 4.1).
Inkiibasyon sonrasinda mikrogen ve API firmalarinin okuma tablosuna gére sonuglar pozitif

ve negatif olarak degerlendirilmistir (Cizelge 4.1, 4.2, 4.3, 4.4).

Cizelge 4.1 G56Y1 bakteri izolatinin biyokimyasal karakterizasyon amaciyla Microgen ticari
kiti (GNA-GNB) kullanilarak gergeklestirilen fenotipik (biyokimyasal) test
sonuglari. (+): Pozitif Aktivite, (-): Negatif Aktivite

Biyokimyasal Testler GNA Strip  Biyokimyasal Testler GNB Strip
Lysine - Gelatin +
Ornithine - Melibiose -
H,S - Inositol -
Glucose - Sorbitol -
Mannitol - Rhamnose -
ONPG - Sucrose -
Indole - Arabinose -
Urease - VP +
TDA - Arginine -

Citrate - Amygdalin -




Cizelge 4.2 G106K1 bakteri izolatinin biyokimyasal karakterizasyon amaciyla Microgen
ticari kiti (GNA-GNB) kullanilarak gerceklestirilen fenotipik (biyokimyasal) test
sonuclar1. (+): Pozitif Aktivite, (-): Negatif Aktivite

Biyokimyasal Testler GNA Strip  Biyokimyasal Testler GNB Strip
Lysine - Gelatin +
Ornithine - Melibiose -
H,S - Inositol -
Glucose - Sorbitol -
Mannitol - Rhamnose -
ONPG - Sucrose -
Indole - Arabinose -
Urease - VP -
Citrate + Amygdalin -
TDA - Arginine -

Nitrogen dioxide (NO,) Nitrogen (N") +

Cizelge 4.3 G119Y2T bakteri izolatinin biyokimyasal karakterizasyon amaciyla Microgen
ticari kiti (GNA-GNB) kullanilarak gercgeklestirilen fenotipik (biyokimyasal) test
sonuclari. (+): Pozitif Aktivite, (-): Negatif Aktivite

Biyokimyasal Testler GNA Strip  Biyokimyasal Testler GNB Strip
Lysine - Gelatin +
Ornithine - Melibiose -
H,S - Inositol -
Glucose - Sorbitol -
Mannitol - Rhamnose -
ONPG - Sucrose -
Indole - Arabinose -
Urease - VP -
Citrate - Amygdalin -
TDA - Arginine -
Nitrogen dioxide (NO,) + Nitrogen (N -
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Cizelge 4.4 G129K1-1 bakteri izolatmin biyokimyasal karakterizasyon amaciyla Microgen
ticari kiti (GNA-GNB) kullanilarak gerceklestirilen fenotipik (biyokimyasal) test
sonuclar1. (+): Pozitif Aktivite, (-): Negatif Aktivite

Biyokimyasal Testler GNA Strip  Biyokimyasal Testler GNB Strip
Lysine - Gelatin +
Ornithine - Melibiose +
H,S - Inositol -
Glucose + Sorbitol +
Mannitol + Rhamnose +
ONPG + Sucrose +
Indole - Arabinose -
Urease - VP +
Citrate - Amygdalin +
TDA - Arabinose +

+

Nitrogen dioxide (NO,) Nitrogen (N2") -

4.2 Ekstraseliiller Enzim Aktivite Testleri

Bakteri izolatlar1 proteaz, lipaz, amilaz, pektinaz, ksilanaz ve seliilaz enzimlerini
tiretebilme yetenekleri acisindan nitel olarak incelenmigtir. G119Y2T izolatinin ilgili ayirt
edici besi ortamlarinda test edilen enzimlerin higbirini iiretemedigi gozlemlenmistir (Sekil
4.2, Cizelge 4.5). G106K1 izolat1i sadece lipaz aktivitesi gOstermistir. G56Y1 izolat1 ise
ksilinaz disinda tiim enzimlerde aktivite gdstermistir. G129K1-1 izolatinda ksilinaz aktivitesi

zay1f olarak gozlemlenmistir (Sekil 4.2).

Cizelge 4.5 Izolatlarin ekstraseliiler enzim aktiviteleri. (+): Pozitif Aktivite, (-): Negatif

Aktivite
izolat Amilaz Proteaz Seliilaz Ksilinaz Pektinaz Lipaz
G56Y1 + + + - + +
G106K1 - - - - - +
G119Y2T - - - - - -
G129K1-1 - - - + - -
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Sekil 4.1 G156Y1, G106K1, G129K1-1 ve G119Y2T bakteri izolatlarinin biyokimyasal
karakterizasyon amaciyla API ticari kiti (GNA-GNB) kullanilarak gergeklestirilen
test sonug fotografi

PR = C D

Sekil 4.2 Bakteri izolatlarinin ekstraseliiler enzim aktivite testlerini gosteren ornek fotograflar
A) Amilaz, B) Proteaz, C) Pektinaz, D) Ksilinaz
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4.3 Tolerans Testleri

4.3.1 Tuz Tolerans Testi

Test izolatlarinin in vitro NaCl toleransini belirlemek i¢in %0, %2.5, %5, %7.5 ve
%10 NaCl iceren NB siv1 besi ortamlar1 hazirlanmigtir. Besi ortamimda 30 °C’de 24 saat
inkiibasyonun ardindan McFarland 0.5 optik densiteye ayarlanan bakteriler kiiltirlerinden
hazirlanan besi ortamlarina 100 pul inokiile edilen izolatlarin gelisimi ODsoo Nm dalga boyunda
abzorbans degerleri Olgiilerek belirlenmistir (Sekil 4.3). G129K1-1 izolat1 %7.5 (w/v) NaCl
iceren NB besi ortaminda vermis oldugu yiiksek abzorbans degeri ile tuza en dayanikli izolat
olarak goze carpmistir. G56Y1 ve G119Y2T izolatlar1 %5 NaCl igeren besi ortamlarinda iyi
bir gelisme profili ortaya koymus, %7.5 NaCl iceren besi ortamlarinda zayif da olsa
biiytimelerini siirdiirmiiglerdir. G106K1 izolat1 ise en fazla %2.5 NaCl tuz konsantrasyonunda

biliylime gdsterebilmis ve izolatlar igerisinde tuza en hassas biiyiime profilini gostermistir.

Tuz Toleransi (G56Y1) Tuz Toleransi (G106K1)

0Dj(nm)
e © © 8

—
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Tuz Konsantrasyonu (%) o Tuz Konsantrasyonu (%)

Tuz Toleransi (G119Y2T) Tuz Toleransi (G129K1-1)

0Dgq(nm)
—

Tuz Konsantrasyonu (%) Tuz Konsantrasyonu (%)

Sekil 4.3 G56Y1, G106K1, G119Y2T ve G129K1-1 izolatlarinin %0, %2.5, %5, %7.5 ve
%10 (w/v) NaCl igeren NB s1v1 besi ortamlarmda 30°C, 24 saat inkiibasyon sonras1
ortaya koyduklar1 biiyiime profil egrileri (Olgiimler ODg, nm dalga boyu
kullanilarak alinmistir)

4.3.2 Polyethylene Glycol (PEG1000) Tolerans Testi
Test izolatlarinin in vitro kuraklik toleransini belirlemek i¢in %0, %5, %10, %15 ve
%20 Polyethylene Glycol (PEG1000) i¢eren NB s1vi besi ortamlar1 hazirlanip kullanilmistir.

Besiyerinde 30°C’de 24 saat inkiibasyonun ardindan McFarland 0.5 optik densiteye ayarlanan
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bakteriler kiiltiirlerinden hazirlanan besi ortamlarina 100 pl inokiile edilen izolatlarin gelisimi
ODgoo nm dalga boyunda abzorbans degerleri dlgiilerek belirlenmistir (Sekil 4.4). G106K1
izolat1 tim PEG konsantrasyonlarinda giiglii bir biliylime profili ortaya koyarak in vitro
kosullarda kuraklik stresine en iyi cevap veren izolat olmustur. G56Y1 %25 PEG iceren besi
ortami1 hari¢ diger PEG konsantrasyonlarinda iyi bir biiyiime profili ortaya koymustur.
G119Y2T ve G129K1-1 izolatlar1 ise genel olarak farkli PEG konsantrasyonlarinda inisli
cikigh bir biiylime profili ortaya koyarak kuraklik stresine goreceli olarak daha zayif tolerans

gostermislerdir.
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Sekil 4.4 G56Y1, G106K1, G119Y2T ve G129K1-1 izolatlarinin %0, %5, %10, %15, %20 ve
%25 (w/v) PEG1000 iceren NB siv1 besi ortamlarlnda 30 °C, 24 saat inkiibasyon
sonrasi ortaya koyduklari biiytime profil egrileri (Olgtimler ODggo M dalga boyu

kullanilarak alinmistir)

4.4  Antibiyotik Duyarhhk Testi

Izolatlarm antibiyotik duyarliligi Klinik ve Laboratuvar Standartlar Enstitiisii (CLSI,

2020) protokoliine gore test edilmistir. Tryptic Soy Broth Agar (TSBA) petrileri sonuglarin

belirlenmesinden 6nce 30°C'de 24 saat boyunca inkiibe edilmistir. Antibiyotik disklerinin her

birinin etrafindaki biiylime inhibisyon bdolgeleri milimetre olarak Olclilmiistir. Her bir

antibiyotik diskinin zon ¢aplar1 Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii (CLSI, 2020)
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tarafindan yayinlanan kriterler kullanilarak yorumlanmistir. Sonuglar incelendiginde,
ampisilin, penisilin G, florfenikol, eritromisin, nitrofurontoin ve klindomisine tam direng
gosteren G106K1 en direngli izolat olarak gdze ¢arpmustir. Bu izolat1 penisilin G, rifampin,
eritromisin, nitrofurontoin ve klindamisine tam direng gosteren G129K1-1 izlemistir.
G119Y2T izolat1 sadece sefepim antibiyotigine tam direng gosterirken, G56Y1 izolat1 da
sadece rifampin antibiyotigine karsi tam direng¢ gdsterebilmistir (Cizelge 4.6, Sekil 4.5).

Sekil 4.5 izolatlarm standart disk difiizton yontemiyle yapilmis antibiyotik duyarlilik testi
ornek fotograflari
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Cizelge 4.6 Klinik ve Laboratuvar Standartlari Enstitiisii'ne uygun olarak disk difiizyon
duyarlilik testi ile belirlenen zon ¢aplar1 (mm cinsinden) Ol¢limlerinin ortalama
degerleri. S: Duyarli, I: Ortalama Direngli, R: Direngli. Staph.: Staphylococcus
spp. Enterococ.: Enterococcus spp. Enterobac.: Enterobacterales spp.

Antibiyotik G56Y1 G1l06K1 G119Y2T G129K1-1 Degerlendirme Araliklar:
Ampicillin 23 0 34 15 R: <13, 1:114-17, S: >18 (Other)

R: <28, I: -, S: >29 (Staph.)
Enrofloxacin 40 33 25 35 R: <16, 1:117-20, S: >21 (E. coli)
Penicillin G 30 0 34 0 R: <28, I: -, S: >29 (Staph.)

R: <14, I: -, S: >15 (Enterococ.)
Florfenicol 25 0 40 20 R: <14, 1:15-18, S: >19 (E. coli)
Ciprofloxacin 34 35 20 37 R: <13, I: -, S: >14 (Staph.)

R: <16, I: 17-19, S: >20 (Enterococ.)
Rifampin 16 8 35 0 R: <23, I: 24-29, S: >30 (Staph.)

R: <16, I: 17-19, S: >20 (Enterococ.)
Oxytetracycline 20 20 35 22 R: <14, I 15-18, S: >19 (Staph.)

R: <14, I: 15-18, S: >19 (Enterococ.)
Erythromycin 24 0 35 0 R: <13, I: 14-22, S: >23 (Staph.)

R: <13, I: 14-22, S: >23 (Enterococ.)
Kanamycin 18 19 14 10 R: <13, 1:14-17, S: >18 (General)
Nitrofurantoin 20 0 10 0 R: <14, I: 15-16, S: >17 (Staph.)

R: <14, I: 15-16, S: >17 (Enterococ.)
Cefepime 20 15 0 25 R: <14, I: 15-17, S: >18 (Staph.)

R: <18, I: 19-24, S: >25 (Enterobac.)
Clindamycin 20 0 30 0 R: <14, I: 15-20, S: >21 (Staph.)

R: <15, I: 16-18, S: >19 (Streptococ.)

45 Tium Genom Dizileme ve Analizi

45.1 G56Y1’in Genom Ozellikleri ve Filogenetik Analizi

G56Y1 izolatinin tiim genom verileri GenBank’a JBBKYBO000000000 erisim
numarasi altinda yiiklenmistir. Genom verilerinin agimlamasi (annotation) RAST
sunucusunda gergeklestirilmistir (https://rast.nmpdr.org/rast.cgi). Genom boyutunu ve genom
G+C igerigi sirastyla 4.27 Mb (4277605 bp) ve %45.8 olarak belirlenmistir. Izolatin
tamamlanan genomunun 4505 protein ve 92 adet RNA kodladig1 ortaya konmustur. Genomda
276 gen kiimesinin amino asitlerinin/tiirevlerinin sentezi/metabolizmasina yonelik genleri

kodladig1 goriiliirken, 213 gen bolgesinin karbonhidrat metabolizmasi ile iligkili oldugu
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goriilmiistiir. izolat viriilans, hastalik ve antibiyotiklere ve toksik bilesiklere diren¢ dahil
savunma oOzelliklerinden sorumlu 41 geni kodladig1 goriilmiistiir. Izolat genomunun,
kofaktorler, vitaminler, prostetik gruplar ve pigmentler i¢in 154 geni kodladigi, ayrica
genomun, izolatin farkli ortamlara dayaniklilik ve adaptasyon potansiyelini gosteren stres
yanitiyla ilgili 43 adet gen icerdigi belirlenmistir (Sekil 4.6).

Tim genom tabanli ve 16S rRNA gen tabanli filogenetik agaglar, TYGS
(https://tygs.dsmz.de/) kullanilarak olusturulmustur. Tiim genom tabanli filogenetik agagta
(Sekil 4.7), G56Y 1, Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum FZB42, Bacillus velezensis
NRRL B-41580 ve Bacillus methylotrophicus KACC 13105 ile birlikte kiimelendigi
goriilmiistlir. Benzer bir semay1 16S rRNA gen tabanli filogenetik agagta yansitmaktadir.

Izolat ile yakin filogenetik komsular1 arasindaki dijital DNA-DNA hibridizasyon
(dDDH) degerleri TYGS kullanilarak belirlenmistir. Izolatin Bacillus amyloliquefaciens
subsp. plantarum FZB42 susu ile vermis oldugu dDDH degeri %88.7 olup, bu veri G56Y1

izolatinin Bacillus cinsi i¢erisinde yer aldigin1 gostermektedir.

Subsystem Coverage Subsystem Category Distribution Subsystem Feature Counts

@M Regulation and Cell signaling (26)

@M Nucleosides and Nucleotides (102)

@M Phosphorus Metabolism (14)

@MW Metabolism of Aromatic Compounds (12)

@M Phages, Prophages, Transposable elements, Plasmids (1!
@1 Carbohydrates (213)

@@ Photosynthesis (0)

@m Secondary Metabolism (6)

@M Respiration (41)

@  Cell wall and Capsule (83)

@M Dormancy and Sporulation (99)

@M Membrane Transport (41)

| ®m Motility and Chemotaxis (42)

@ Virulence, Disease and Defense (41)

@M Iron acquisition and metabolism (24)

' @ Cell Division and Cell Cycle (6)

@ M| RNA Metabolism (55)

@M Amino Acids and Derivatives (276)

@M Stress Response (43)

@@ Potassium metabolism (3)

@M Cofactors, Vitamins, Prosthetic Groups, Pigments (154)
@ M| Fatty Acids, Lipids, and Isoprenoids (55)

®  Sulfur Metabolism (6)

@ Miscellaneous (24)

@  DNA Metabolism (69)
[}
@

Protein Metabolism (194)
Nitrogen Metabolism (20)

Sekil 4.6 G56Y1 izolatinin genom dizisi annotasyonun RAST (https://rast.nmpdr.org/) (Aziz

vd., 2008) sunucusunda yapilarak olusturulmus protein ve islevsel RNA kodlayan
dizileri ozeti
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Sekil 4.7 G56Y1 izolatinin genom verilerinden ¢ikarilan GBDP mesafelerinden FastME 2.1.6.1 (Lefort vd., 2015) algoritmasi ile olusturulan tim
genom tabanli izolat filogenetik agacit Dal (branch) uzunluklari, GBDP mesafe formiilii d5 cinsinden dlgeklendirilmistir. Dallarin
tizerindeki sayilar, ortalama dal destegi %89.1 olan ve %60’ tan biiyiik (100 tekrar) GBDP pseudo-bootstrap degerleridir



452 G106K1’in Genom Ozellikleri ve Filogenetik Analizi

G106K1 izolatinin tiim genom verileri GenBank’a JBBPFRO000000000 erisim
numarast altinda yiliklenmistir. Genom verilerinin ag¢imlamast (annotation) RAST
sunucusunda gergeklestirilmistir (https://rast.nmpdr.org/rast.cgi). Genom boyutunu ve genom
G+C igerigi sirasiyla 4.58 Mb (4582803 bp) ve %66 olarak belirlenmistir. izolatin
tamamlanan genomunun 4259 protein ve 70 adet RNA kodladig1 ortaya konmustur. Genomda
251 gen kiimesinin amino asitlerinin/tiirevlerinin sentezi/metabolizmasina yonelik genleri
kodladig1 goriiliirken, 151 gen bdlgesinin karbonhidrat metabolizmas: ile iliskili oldugu
goriilmiistiir. izolat viriilans, hastalik ve antibiyotiklere ve toksik bilesiklere diren¢ dahil
savunma Ozelliklerinden sorumlu 33 geni kodladigi goriilmiistiir. Izolat genomunun,
kofaktorler, vitaminler, prostetik gruplar ve pigmentler i¢in 133 geni kodladigi, ayrica
genomun, izolatin farkli ortamlara dayaniklilik ve adaptasyon potansiyelini gosteren stres
yanitiyla ilgili 63 adet gen igerdigi belirlenmistir (Sekil 4.8).

Tiim genom tabanli ve 16S rRNA gen tabanli filogenetik agaglar, TYGS
(https://tygs.dsmz.de/) kullanilarak olusturulmustur. Tiim genom tabanli filogenetik agagta
(Sekil 4.9), G106K1, Stenotrophomonas lactitubi M15 ve Stenotrophomonas indicatrix WS40
ile birlikte kiimelendigi goriilmiistiir. Benzer bir semay1 16S rRNA gen tabanh filogenetik

agacta yansitmaktadir.
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Subsystem Coverage Subsystem Category Distribution Subsystem Feature Counts

@Mm Dermancy and Sporulation (1)

@m Membrane Transport (159)

@@ Cell Wall and Capsule (24)

@@ Virulence, Disease and Defense (33)
@MW Motility and Chemotaxis (18)

@ W Photosynthesis (0)

@m Carbohydrates (151)

@ | Secondary Metabolism (8)

@ M| Respiration (101)

@ Nucleosides and Nucleatides (60)
@@ Phosphorus Metabolism (24)

@ Metabolism of Aromatic Compounds (11)

@ Regulation and Cell signaling (19)
@m Miscellaneous (18)

@ Protein Metabolsm (191)

@m DNA Metabolism (74)

@M Nitrogen Metabolism (7)

@ | Potassium metabolism (9)

@@ Fatty Adds, Upids, and Isoprencids (70)
@m Sulfur Metabolism (4)

@  RNA Metabolism (44)

@ Amino Acids and Derivatives (251)

@  Stress Response (63)
L)
a8

Iron acquisition and metabolism (2)
Cell Divigion and Cell Cycle (0)

Sekil 4.8 G106K1 izolatinin genom dizisi annotasyonun RAST (https://rast.nmpdr.org/) (Aziz
vd., 2008) sunucusunda yapilarak olusturulmus protein ve islevsel RNA kodlayan
dizileri 6zeti

Izolat ile yakin filogenetik komsulari arasindaki dijital DNA-DNA hibridizasyon
(dDDH) degerleri TYGS kullanilarak belirlenmistir. izolatin Stenotrophomonas lactitubi M15
susu ile vermis oldugu dDDH degeri %61.8 olup, bu veri G106K1 izolatinin

Stenotrophomonas cinsi igerisinde yer alan yeni bir tiir olma olasiligini gii¢lendirmektedir.
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Sekil 4.9 G106K1 izolatinin genom verilerinden ¢ikarilan GBDP mesafelerinden FastME 2.1.6.1 (Lefort vd., 2015) algoritmasi ile olusturulan
tiim genom tabanli izolat filogenetik agaci Dal (branch) uzunluklari, GBDP mesafe formiilii d5 cinsinden 6lgeklendirilmistir. Dallarin
tizerindeki sayilar, ortalama dal destegi %89.1 olan ve %60’ tan biiyilk (100 tekrar) GBDP pseudo-bootstrap degerleridir



453 G119Y2T’in Genom Ozellikleri ve Filogenetik Analizi

G119Y2T izolatimin tiim genom verileri GenBank’a JBBPFS000000000 erigim
numarast altinda yiliklenmistir. Genom verilerinin a¢imlamast (annotation) RAST
sunucusunda gerceklestirilmistir (https://rast.nmpdr.org/rast.cgi). Genom boyutunu ve genom
G+C igerigi sirastyla 3.88 Mb (3886939) ve %65.7 olarak belirlenmistir. Izolatin tamamlanan
genomunun 3662 protein ve 57 adet RNA kodladig1 ortaya konmustur. Genomda 271 gen
kiimesinin amino asitlerinin/tiirevlerinin sentezi/metabolizmasina yonelik genleri kodladigi
goriiliirken, 231 gen bolgesinin karbonhidrat metabolizmas: ile iliskili oldugu goriilmistiir.
Izolat viriilans, hastalik ve antibiyotiklere ve toksik bilesiklere diren¢ dahil savunma
ozelliklerinden sorumlu 30 geni kodladigi gériilmiistiir. Izolat genomunun, kofaktorler,
vitaminler, prostetik gruplar ve pigmentler i¢in 142 geni kodladigi, ayrica genomun, izolatin
farkli ortamlara dayaniklilik ve adaptasyon potansiyelini gosteren stres yanitiyla ilgili 21 adet

gen igerdigi belirlenmistir (Sekil 4.10).

Subsystem Coverage Subsystem Category Distribution Subsystem Feature Counts

© M RNA Metabolism (29)

@M Amino Acids and Derivatives (271)

@M Stress Response (21)

@MW Iron acquisition and metabolism (0)

@M Cell Division and Cell Cycle (0)

@ Miscellaneous (29)

@ M| Protein Metabolism (132)

@m DNA Metabolism (82)

@MW Nitrogen Metabolism (19)

@ Cofactors, Vitamins, Prosthetic Groups, Pigments (142)
@M Potassium metabolism (6)

@m Fatty Acids, Lipids, and Isoprenoids (92)
@M Sulfur Metabolism (12)

@ Nucleosides and Nucleotides (74)

@M Phosphorus Metabolism (23)

@  Metabolism of Aromatic Compounds (34)
@MW Phages, Prophages, Transposable elements, Plasmids (4)
@M Regulation and Cell signaling (10)

® M Dormancy and Sporulation (1)

® MW Membrane Transport (32)

@M Cell Wall and Capsule (10)

@M Virulence, Disease and Defense (30)
Motility and Chemotaxis (0)
Photosynthesis (0)

Carbohydrates (231)

Secondary Metabolism (10)

Respiration (35)

EEE®

Sekil 4.10 G119Y2T izolatinin genom dizisi annotasyonun RAST (https://rast.nmpdr.org/)
(Aziz vd., 2008) sunucusunda yapilarak olusturulmus protein ve islevsel RNA
kodlayan dizileri 6zeti

Tiim genom tabanli ve 16S rRNA gen tabanli filogenetik agaglar, TYGS
(https://tygs.dsmz.de/) kullanilarak olusturulmustur. Tiim genom tabanli filogenetik agacta
(Sekil 4.11), G119Y2T, Arthrobacter gandavensis JCM 13316, Arthrobacter jiangjiafuii zg-
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ZUI227, Arthrobacter gengyunqgii zg-Y809T ve Arthrobacter sunyaminii zg-ZUI1122 ile
birlikte kiimelendigi goriilmiistiir. Benzer bir semay1 16S rRNA gen tabanli filogenetik agacta
yansitmaktadir.

Izolat ile yakin filogenetik komsular1 arasindaki dijital DNA-DNA hibridizasyon
(dDDH) degerleri de TYGS kullanilarak belirlenmistir. [zolatin
Arthrobacter gandavensis JCM 13316 susu ile vermis oldugu dDDH degeri %29.7 olup, bu
veri G119Y2T izolatimin Arthrobacter cinsi igerisinde yer alan yeni bir tiir olma olasiligini

giiclendirmektedir.
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Sekil 4.11 G119Y2T izolatinin genom verilerinden ¢ikarilan GBDP mesafelerinden FastME 2.1.6.1 (Lefort vd., 2015) algoritmasi ile olusturulan
tiim genom tabanli izolat filogenetik agac1 Dal (branch) uzunluklari, GBDP mesafe formiilii d5 cinsinden dlgeklendirilmistir. Dallarin
tizerindeki sayilar, ortalama dal destegi %89.1 olan ve %60’ tan biiyiik (100 tekrar) GBDP pseudo-bootstrap degerleridir



45.4 G129K1-1’in Genom Ozellikleri ve Filogenetik Analizi

G129K1-1 izolatinin tiim genom verileri GenBank’a JBBKYC000000000 erigim
numarast altinda yiiklenmistir. Genom verilerinin agimlamasi (annotation) RAST
sunucusunda gerceklestirilmistir (https://rast.nmpdr.org/rast.cgi). Genom boyutunu ve
genom G+C igerigi sirasiyla 4.79 Mb (4794802) ve %55.2 olarak belirlenmistir.
Izolatin tamamlanan genomunun 4587 protein ve 81 adet RNA kodladigi ortaya
konmustur. Genomda 333 gen kiimesinin amino  asitlerinin/tiirevlerinin
sentezi/metabolizmasina yonelik genleri kodladigi goriiliirken, 291 gen bdlgesinin
karbonhidrat metabolizmas: ile iliskili oldugu goriilmiistiir. Izolat viriilans, hastalik ve
antibiyotiklere ve toksik bilesiklere direng dahil savunma o6zelliklerinden sorumlu 43
geni kodladig1 goriilmiistiir. izolat genomunun, kofaktérler, vitaminler, prostetik gruplar
ve pigmentler i¢in 149 geni kodladigi, ayrica genomun, izolatin farkli ortamlara
dayaniklilik ve adaptasyon potansiyelini gosteren stres yamitiyla ilgili 87 adet gen
icerdigi belirlenmistir (Sekil 4.12).

izolat ile yakin filogenetik komsular1 arasindaki dijital DNA-DNA hibridizasyon
(dDDH) degerleri de TYGS kullanilarak belirlenmistir. Izolatin
Pantoea agglomerans NBRC 102470 susu ile vermis oldugu dDDH degeri %88.8 olup,

bu veri G129K1-1 izolatinin Pantoea cinsi igerisinde yer aldigin1 gostermektedir.

Subsystem Coverage Subsystem Category Distribution Subsystem Feature Counts

@@ Regulation and Cell signaling (51)

@M Phages, Prophages, Transposable elements, Plasmids (0)
@@ Metabolism of Aromatic Compounds (3)

@MW Phosphorus Metabolism (25)

@M Nudeosides and Nudeotides (100)

@ Respiration (92)

@ | Secondary Metabolism (5)

@m Carbohydrates (291)

@m Photosynthesis (0)

@ Motility and Chemotaxis (14)

@M Virulence, Disease and Defense (43)

@m Cell Wall and Capsule (36)

| @M Membrane Transport (61)

@ Dormancy and Sporulation (1)

@m Cell Division and Cell Cyde (7)

@ [Iron acquisition and metabolism (22)

@m Stress Response (87)

@MW Amino Acids and Derivatives (333)

@M@ RNA Metabolism (56)

®m Sulfur Metabolism (26)

@[ Fatty Acids, Lipids, and Isoprenocids (49)

@M Potassium metabolism (12
Cofactors, Vitaming, Prosthetic Groups, Pigments (149)
Nitrogen Metabolism (21)

DNA Metabolism (84)

Protein Metabolism (197)

Miscellaneous (13)

peaee

Sekil 4.12 G129K1-1 izolatinin  genom  dizisi  annotasyonun RAST
(https://rast.nmpdr.org/) (Aziz vd., 2008) sunucusunda yapilarak
olusturulmus protein ve igslevsel RNA kodlayan dizileri 6zeti
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Tim genom tabanli ve 16S rRNA gen tabanli filogenetik agaglar, TYGS
(https://tygs.dsmz.de/) kullanilarak olusturulmustur. Tiim genom tabanli filogenetik
agacta  (Sekil  4.13), G129K1-1, Pantoea agglomerans NBRC 102470,
Curtobacterium plantarum LMG 16222 ve Pantoea pleuroti JZB 2120015 ile birlikte
kiimelendigi goriilmiistiir. Benzer bir semay1 16S rRNA gen tabanh filogenetik agacta

yansitmaktadir.

34



Species cluster
Type species?

+ User strain?

— 'G129K1_Assembled contigs
— Pantoea agglomerans NBRC 102470
— Curtobacterium plantamm LMG 16222
- ‘Pantoea pleuroti JZB 2120015’
241 'Candidatus Pantoea varia OV426'

'g:r| 'Candidatus Pantoea rara Whius003'
. - 'Pantoea hericii JZB 2120024T
52l Ppantoea eucalypti LMG 24197
35 o | 'Pantoea alfalfae CQI0T

Pantoea vagans LMG 24199

Pantoea anthophila LMG 2558
I Pantoea conspicua LMG 24534
el Pantoea brenneri LMG 5343
Pantoea ananatis LMG 2665

I Pantoea allii LMG 24248

Pantoea stewartii CCUG 26359

PRI delta statistics
o

................ Genome size (in bp)

100

100

EENEEEEE Subspecies cluster

UL L1 ISl [ [ | [—w—

1o

FEEEEEEEEEEEEEEn. Protein count

Sekil 4.13 G129K1-1 izolatinin genom verilerinden ¢ikarilan GBDP mesafelerinden FastME 2.1.6.1 (Lefort vd., 2015) algoritmasi ile
olusturulan tiim genom tabanl izolat filogenetik agacit Dal (branch) uzunluklari, GBDP mesafe formiilii d5 cinsinden
Olgeklendirilmistir. Dallarin tizerindeki sayilar, ortalama dal destegi %89.1 olan ve %60’ tan biiyiik (100 tekrar) GBDP
pseudo-bootstrap degerleridir



4.6 Biyoaktif Sekonder Metabolit Analizi
4.6.1 Biyoaktif Sekonder Metabolitler icin Izolatlar'in Biyosentetik Potansiyeli

Biyoaktif ikincil metabolit kodlayan gen kiimelerini belirlemek icin izolat
genomlar1 antiSMASH versiyon 6.0 (Blin vd., 2021) algoritmasi kullanilarak analiz
edilmistir. G56Y1 izolat genomu, nonribozomal peptidler, poliketidler, terpenler,
metaloforlar gurubundan basilisin, difisidin, makrolaktin gibi sekonder gen
metabolitleri kodlayan gen kiimelerine sahip oldugu goriilmistiir (Sekil 4.14). G106K1
izolat genomu, ribozomal olarak sentezlenmis ve translasyon sonrasi modifiye edilmis
peptitler (RIPPs) gurubuna dahil tanimlanmamis bir gen kiimesi, metalofor ile bakteriler
tarafindan iretilen, oksidatif strese karsi koruma saglayan ve biyofilm olusumuna
katkida bulunan sar1 pigmentler olarak bilinen aril polienler gurubundan gen kiimesine
sahip oldugu gézlemlenmistir (Sekil 4.15). G119Y2T genomunun beta lakton, hidrojen
siyanid, terpen, siderofor, RiPP tanima elemani (RRE) ve Tip 3 poliketid setetaz
(T3PKS) enzim gen kiimelerine sahip oldugu ortaya konmustur (Sekil 4.16). G129K1-1
izolatinin ise homoserinlakton, aril polien, terpen, siderofor ve metalofor gruplarina ait

metabolitleri sentezleme potansiyeline sahip oldugu ortaya konmustur (Sekil 4.17).

Select genomic region

40verwew n 21 31 (22 m 51 71 IRVEEIERY 13,1}

Region Type From To Most similar known cluster Similarity
Region 1.1 RGNS 180338 257767
Region12 A 462,732 504150  bacilysin @ Other 100%
Region21  transAT-PKS @ 561899 621,130 difficidin & Polyketide 60%
Region31  transAT-PKS @ NRPS @ T3PKS & 1 107111 bacillaene & Polyketide+NRP 100%
Region32  transAT-PKS & 331640 419861 macrolactinH @ Polyketide 100%
NRPS & 149398 214,805  surfactin @ NRP:Lipopeptide 91%
Region§1 | PKS-like & 63461 104705 butirosin Albutirosin B8  Saccharide 1%
REVIEVAN terpene @ 87439 208179
Region 7.1  [RGHEEY 42360 64243
Region72  NRPS @ betalactone @ transAT-PKS @ RiPP-lke @ 87,250 225066 fengycin & NRP 100%
Region81 | NRP-metallophore @  NRPS @ , RiPP-like @ 98685 150476 bacillibactin & NRP 100%
Region 91 | transAT-PKS-like & 132,047 178,680 difficidin @ Polyketide 53%
Region 131 | T3PKS @ 1 28,031

Sekil 4.14 G56Y1 izolatinin taslak genomunda belirlenmis ikincil metabolit bolgeleri
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Select genomic region

{ Overview nm}

Identified secondary metabolite reglons using strictness 'relaxed"

Region  Type From To  Most similar known cluster Similarity
Region 11 RG2S 162,089 172 %4

Region 131 TR 16766 122314 APEECE Oher 4%
VRN NRP-melalophore @ NRPSE 6943 50304  23dihydronybenzoylserne@  NRP 04%

Sekil 4.15 G106K1 izolatinin taslak genomunda belirlenmis ikincil metabolit bolgeleri

Select genomic region

(- DEaHD )
|dentified secondary metabolite regions using strictness 'relaxed'

Region  Type From To Most similar known cluster Similarity
betalactone & 49798 76597 microansamycin@  Polyketde 1%
hydrogen-cyanide & 514662 527653 aborycin @ RiPP 1%
terpene & 12701 93612  carotenod @ lerpene 66%
Nlsiderophore & 66,687 96654 desfemoxamine E@  Other 100%
RREcontaining @ , LAP @  thiopeptide @ 69,849 103640  Kanamycin @ Saccharide 5%
TIPKS & 19598 60,654

Region 9.1

Sekil 4.16 G119Y 2T izolatinin taslak genomunda belirlenmis ikincil metabolit bolgeleri

Select genomic region:

{Ovewiew 11 12 41 W) }

Region Type From To Most similar known cluster Similarity
Region 11 thiopaptide & 495254 521510 O-antigen & Saccharide 14%
Region 1.2 hserlactone &', arylpolyene & 087475 647315  aryl polyenes & Other 94%

VRN redox-cofactor B 1,061,917 1,084,083  lankacidinC & NRP+Polyketide 13%
R terpens B 20353 43914 carotenoid @ Terpene 100%
Region 3.2 REGERIVNEL 226463 258817  desferrioxamine E@  Other 100%
GRS NRP-metallophore @ NRPS 8 162658 216,349 frederiksenibacin®  NRP 84%
Region4.2  hserlactonz & 306,731 327369

Sekil 4.17 G129K1-1 izolatimin taslak genomunda belirlenmis ikincil metabolit
bolgeleri
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu calisma dahilinde endofit bakteri kiitiiphanemizdeki izolatlar igerisinde,
laboratuvarimizda yiiriitilmiis olan daha Onceki ¢alismalar dahilinde fosfat
¢Oziiniirliigl, indol asetik asit iiretimi, siderofor iiretimi, azot fiksasyonu gibi PGP (bitki
gelisimini destekleyici) markorler agisindan kayda deger sonuglar veren 4 adet izolat
belirlenerek, tiim genom dizilemeleri, biyokimyasal karaterizasyonlari, in vitro tuz/
kuraklik testleri ve antibiyotik duyarlilik testleri tamamlanmustir.

Endofitler, saglikli bitkilerin farkli dokularinin iglerinde/doku aralarinda
yasamlarinin bir kismmni/tamamini gegiren mikroorganizmalardir (bakteri ya da fungus)
(Hallman vd., 1997). Bitki ile simbiyotik bir iligki kurarak her iki tarafa da fayda
saglamaktadir. Bitki besin ve korunakli bir ortam saglarken, endofit mikroorganizmalar
bitkinin biiylimesine, strese toleransina ve patojenlere karsi savunmasina katkida
bulunmaktadir (Saikkonen vd., 2004; Reinhold-Hurek ve Hurek, 2011).

RAST sunucusunda gergeklestirilen (https://rast.nmpdr.org/rast.cgi) genom veri
acimlamas1 sonucunda izolatlardan G56Y1’in yakin filogenetik komsular1 arasindaki
dijital DNA-DNA hibridizasyon (dDDH) degerleri  sonucunda, izolatin
Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum FZB42 susu ile vermis oldugu dDDH
degeri %88.7 olup, bu veri G56Y1 izolatinin Bacillus cinsi igerisinde yer aldigim
gostermistir. Bacillus amyloliquefaciens, bir Gram-pozitif bakteri olarak, endiistri, tip ve
tarim gibi c¢esitli alanlarda 6nemli uygulamalara sahip ¢ok yonlii bir mikroorganizma
olarak ortaya ¢ikmaktadir (Zalila-Kolsi vd., 2023). B. amyloliquefaciens, bir dizi enzim
ve antimikrobiyal bilesik iiretme kabiliyeti nedeniyle ¢esitli endiistrilerde biiyiik 6neme
sahip cok yonlii ve faydali bir bakteridir. Tarimda bitki biiylimesini tesvik eden ve
mahsulleri patojenlerden koruyan bir biyokontrol ajanidir. Amilaz, proteaz ve lipaz gibi
enzimler iiretme kabiliyeti, fermantasyon, firinlama ve bira yapimi gibi siireglere
katkida bulunarak gida ve icecek alaninda yaygin olarak kullanilmasina yol agmustir.
Ayrica B. amyloliquefaciens, heterolog proteinler iiretmek i¢in bir konakgr olarak ve
degerli biyomolekiillerin kaynag1 olarak kullanildig:1 biyoteknolojide de uygulamalara
sahiptir. B. amyloliquefaciens'in ¢esitli uygulamalari, bircok sektorde siirdiiriilebilir ve
cevre dostu ¢oziimlerin gelistirilmesindeki onemini vurgulamaktadir (Ngalimat vd.,

2021; Luo vd., 2022; Sabaté ve Brandan, 2022; Zalila-Kolsi vd., 2023).



Yapilan genom analizinde G56Y1 izolatinin, nonribozomal peptidler,
poliketidler, terpenler, metaloforlar gurubundan basilisin, difisidin, makrolaktin gibi
sekonder gen metabolitleri kodlayan gen kiimelerine sahip oldugu goriilmiistiir (Sekil
4.14). Bacilycin, baz1 Bacillus tiirleri tarafindan iiretilen dogal bir antibiyotiktir. Bu
madde, bakteriler arasinda rekabeti artirarak ve diger mikroorganizmalarin biiyiimesini
engelleyerek bitkilerin hastaliklara karsi korunmasina yardimci olur. Bacilycin
genellikle tarimda biyopestisit olarak kullanilir ve cesitli patojenlere karsi etkilidir
(Islam vd., 2022). Difisidin ilk olarak B. subtilis ATCC 39320'nin fermantasyon
broth'unda tespit edilmis bir antibiyotiktir (Zimmerman vd., 1987). Bakteriyel yaniklik
ve bakteriyel yaprak ¢izgisi, Xanthomonas oryzae pv. oryzae ve X. oryzae pv. oryzicola
bakterilerinin neden oldugu, ekonomik olarak zarar veren ciddi pirin¢ hastaliklaridir.
Bacillus amyloliquefaciens FZB42'nin difficidin ve bacilysin antibiyotik bilesiklerini
tiretereck bu Xanthomonas suslarina karsi biyokontrol aktivitesine sahip oldugu
gosterilmistir (Wu vd., 2015). Makrolaktinler ise, anti-kanser, anti Staphylococcus
aureus ve antiviral aktiviteler gibi klinik olarak Onemli birgok biyolojik aktivite
gosterdigi bildirilen etkili bir antimikrobiyal bilesik grubudur (Romero-Tabarez vd.,
2006; Park vd., 2014). Macrolaktinler, ¢ogunlukla deniz kaynakli mikroorganizmalar
tarafindan {iretilen, 24 {yeli lakton dogal iirlinler grubudur. Giiclii antibakteriyel,
antifungal, antiviral, antikanser, anti-inflamatuar, anti-anjiyojenik ve diger aktiviteler
sergileyen makrolaktinler, potansiyel ilag bilesikleri olarak kabul edilmektedir (Wu vd.,
2020). G56Y1 izolat genomunda bulunan bir diger sekonder metabolit geni olan
stirfaktin, Bacillus cinsine ait mikrobiyal tiirler tarafindan iiretilen lipopeptit bazli bir
biyoaktif maddedir. En etkili biyoyiizey aktif maddelerden biri olarak kabul edilen
stirfaktin, hem hidrofilik hem de hidrofobik ortamlara dayanabilen amfifilik bir yapiya
sahiptir ve antimikrobiyal etkisi i¢in dikkate deger bir kapasiteye sahiptir (Zhen vd.,
2023). Yapilan ¢alismalar, stirfaktinin bitkiyle iligkili Bacillus spp. tiirleri arasinda kok
kolonizasyonunda ve biyofilm olusumunda ve ayrica hiicre dig1 matris olusumu
sirasinda (bir sinyal molekiilii olarak) kilit roliinii géstermektedir. Cok ¢esitli konukcu
bitkiler icin, diisilk konsantrasyonlardaki siirfaktinin, fitopatojenlere karsi indiiklenen
sistemik direncin karmagsik bir savunma mekanizmasi kademesinin aktivasyonu igin
baglangi¢ sinyali oldugu gosterilmistir (Kisil vd., 2023). G56Y1 izolat genomunda yer

alan bir diger sekonder metabolit olan fengisin, yine Bacillus tiirleri tarafindan tiretilen
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ve tarimda fungisit olarak kullanilan bir siklik lipopeptittir. Mantar enfeksiyonlarina
kars1 bir bagisiklik yanit1 olarak sentezlenir ve hedefin hiicre zarina zarar vererek islev
goriir. Genis spektrumlu antifungal aktiviteye sahip olan fengycin, diisiik verimi
nedeniyle ticari uygulamalarini smirlamaktadir (Sur vd., 2018; Gao vd., 2022).
Bacillibactin, Bacillus cinsine ait iiyeler tarafindan salgilanan ve Bacillus anthracis ve
Bacillus subtilis dahil olmak tizere ¢esitli tiirlerde bulunan katekol bazli bir
siderofordur. Cevreden ferrik demir (Fe +3) selasyonunda rol alir ve daha sonra ABC
tastyicilart kullanilarak bakteriyel sitoplazmaya aktarilir (Nalli vd., 2023). Tim bu
potansiyel sekonder metabolitleri sentezleyebilme potansiyeli, B. amyloliquefaciens
olarak tanimlanan G56Y1 izolatinin basta tarim olmak iizere pek ¢ok alanda uygulama
potansiyelini ortaya koymaktadir.

Tim genom tabanli filogenetik agacta  (Sekil 4.9), GI106Kl1,
Stenotrophomonas lactitubi M15 ve Stenotrophomonas indicatrix WS40 ile birlikte
kiimelendigi gorulmistiir. Ancak izolatin Stenotrophomonas lactitubi M15 susu ile
vermis oldugu dDDH degeri %61.8 olup, bu deger %70 in altinda oldugu i¢in G106K 1
izolatinin Stenotrophomonas cinsi igerisinde yer alan yeni bir tiir olma olasiligimni
giiclendirmistir (Richter ve Rossell6-Mora, 2009; Auch vd., 2010). Stenotrophomonas
spp. cinsi igerisinde bazi firsatg1 insan patojenlerinin varligina ragmen, esas olarak
patojenik olmayan, bitki probiyotik bakteriler olarak rapor edilmislerdir. S. maltophilia
tiiri, cesitli insan enfeksiyonlarina neden olan, ayn1 zamanda bitki rizosferleri ile iliskili
olan ve kiikiirt ve azot biyojeokimyasal dongiisiine katkida bulunan diisiik viriilansa
sahip bir grup firsatg1 patojeni igerir (Deng vd., 2022). Daha 6nce ¢esitli nislerden ¢ok
sayida farkli Stenotrophomonas tiirii tanimlanmistir (Ryan vd., 2009). Bu cinse ait S.
maltophilia ilk olarak 1961 yilinda Pseudomonas cinsinde, daha sonra 1983 yilinda
Xanthomonas cinsinde smiflandirilmistir. 1993 yilindan bu yana Stenotrophomonas
cinsinin on besten fazla tiiriinden biri olmustur (Bourdin vd., 2023).

Stenotrophomonas bakteri cinsi, siderofor iiretme kapasitesi, fosfatt ¢dzme
yetenegi ve fitohormon ve spermidin iretimi nedeniyle avantajli etkilere sahip
potansiyel bir PGPR olarak anilmaktadir (Ulrich vd., 2021). G106K1 izolat genomu,
ribozomal olarak sentezlenmis ve translasyon sonrasi modifiye edilmis peptitler (RIPPs)
gurubuna dahil tanimlanmamis bir gen kiimesi, metalofor ve bakteriler tarafindan

tiretilen, oksidatif strese karsi koruma saglayan ve biyofilm olusumuna katkida bulunan
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sar1 pigmentler olarak bilinen aril polienler gurubundan gen kiimesine sahip oldugu
gozlemlenmistir (Sekil 4.15). Birgok bakteri siderofor adi verilen diisiik agirlikli
molekiillere sahiptir ve bunlar Fe'yi ¢cevreden toplayarak hiicreye geri getirir. Bununla
birlikte, bazilarinin 'metaloforlar' olarak adlandirilan diger metalleri baglamak da dahil
olmak {izere ek rollere sahip oldugu goriilmiistiir. Bu nedenle, 'metalofor' terimi, ¢esitli

farkl1 metallere afinitesi olan bu ikincil metabolitleri ifade etmek i¢in ortaya atilmistir
(Skeba vd., 2023).

G119Y2T izolatt, Arthrobacter gandavensis JCM 13316,
Arthrobacter jiangjiafuii zg-ZUI1227, Arthrobacter gengyunqii zg-Y809T ve
Arthrobacter sunyaminii zg-ZUI122 ile birlikte kiimelenmis ve

Arthrobacter gandavensis JCM 13316 susu ile vermis oldugu dDDH %29.7 degeri bu
izolatt da yeni bir tiir olarak desteklemistir (Sekil 4.11). Arthrobacter cinsi
Micrococcaceae familyasina aittir ve Actinobacteria filumunun igerisinde yer alir. Bu
bakteriler  genellikle toprakta bulunur ve biyokimyasal dongiilerde ve
biyoremidastyonda Onemli rol oynarlar. Arthrobacter tiirleri toprak, insan klinik
ornekleri, su, buzul kriyokoniti, kanalizasyon ve buzul buzu dahil olmak {izere diinya
capinda cesitli ortamlardan izole edilmistir (Han vd., 2021). Ornegin Arthrobacter sp.
PAMC25564'in tam genom dizisi aydinlatildig1 ¢alismada genomu, 4.170.970 baz cifti
uzunlugunda ve %66.74 GC igerigine sahip dairesel bir kromozomdan olustugu ortaya
konmustur. Protein kodlayan genler, ps6dogenler, rRNA kodlayan genler ve tRNA
kodlayan genler dahil olmak tizere 3.829 gen igerdigi gosterilmistir (Han vd., 2021).
GI19Y2T izolatinin genel genom analizi bu veriler ile paralellik gostermektedir.
Arthrobacter tiirlerinde glikojen metabolizmasi ve soguk adaptasyon mekanizmalarinin
anlasilmasi, diisiik sicaklik biyoteknolojisinde daha ileri arastirma ve uygulamalarin
oniinii agabilecek niteliktedir. Ozetle, Arthrobacter cinsi metabolik olarak ¢ok yonliidiir
ve soguk bolgeler de dahil olmak iizere cesitli ortamlarda hayatta kalmasin1 saglayan
adaptasyonlar sergiler (Busse ve Wieser, 2014).

G119Y2T izolatin1 sahip oldugu sekonder metabolit gen kiimeleri igerisinde yer
alan microansamysin birgok Gram-pozitif ve bazi Gram-negatif bakteriye karsi
antimikrobiyal aktiviteleri ile bilinen bir bakteriyel ikincil metabolit ailesidir ve
rifamisinler, geldanamisinler ve ansamitosinler gibi degisen aromatik kisimlara sahip

tirevleri mevcuttur (Wang vd., 2018). Bir diger sekonder metabolit olan aborycin ilk
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olarak Streptomyces sp. 9440'dan izole edilen tip 1 kement peptitlerinin bir temsilcisi
olarak G119Y2T genomunda yer almaktadir (Shao vd., 2019). Aspartik proteinaz
ailesine ait olan HIV-1 proteaz gp41 ile bazi dizi ortiismesine sahip olmasi aborysinin
HIV-1 replikasyonunu inhibe etmesini saglar. Aborycin'in ilgi c¢ekici yapisi ve
antibakteriyel 6zellikleri, onu daha fazla arastirma ve potansiyel terapotik uygulamalar
icin umut verici bir molekiil olarak konumlandirmaktadir (Li vd., 2023). G119Y2T
izolatinin genom analizinde goze c¢arpan bir diger sekonder metabolit olan
desferrioksamin, bagta Actinomycetes ailesine mensup bakteriler tarafindan iiretilen bir
siderofordur. Desferrioksamin E'min tipta genis bir biyoteknolojik uygulamasi vardir,
ancak giiglii 'Fe' selasyon 0zelligi nedeniyle tarimsal arastirmalarda kullanilmasi
faydalidir (Mahajin vd., 2021).

Son olarak G129K1-1, Pantoea agglomerans NBRC 102470,
Curtobacterium plantarum LMG 16222 ve Pantoea pleuroti JZB 2120015 ile birlikte
kiimelendimis ve Pantoea agglomerans NBRC 102470 susu ile %88.8 dDDH degeri
vermistir (Sekil 4.12). Bu izolatin taslak genom verisinde O-antijen, aril polien,
lankasidin, karatenoid, desferrioksamin E, frederiksenibactin sekonder gen kiimeleri
bulunmustur (Sekil 4.17). O-antijeni, Gram-negatif bakterilerin dis zarinda bulunan
lipopolisakkaritlerin (LPS) o6nemli bir bilesenidir. LPS molekiillerinin yapisal
heterojenliginin ¢ogu O-antijen polisakaritinde bulunur. Bu yapisal varyasyon
bakterilerin patojenite, simbiyosis ve biyofilm olusumu gibi pek ¢ok 6zelliginde rol alir
(Lerouge ve Vanderleyden, 2002). Lankasidinler, umut verici antimikrobiyal aktivite
sergileyen, Streptomyces spp.'den izole edilen bir poliketid sekonder iiriin sinifidir (Cai
vd., 2020). Firsatg1 bir patojen Yersinia frederiksenii ATCC 33641'in genomunda iligkili
ancak farkli bir gen kiimesi tanimlanmig ve yeni bir siderofor olan frederiksenibactin
(FSB) olarak adlandirilmistir (Stow vd., 2021). Bu agidan bu gen kiimesinin Pantoea
cinsinin bir iiyesi olarak tanimlanan G129K1-1 genomunda ilk defa goriilmesi
Oonemlidir.

Tuz stresi, bitki biliylimesini ve gelisimini ciddi sekilde sinirlayan ve diinya
capinda tarimsal iiretimi tehdit eden en olumsuz abiyotik stres faktorlerinden biridir.
Dogal olarak meydana gelen toprak tuzlanmasina ek olarak, asir1 kimyasal giibre
kullanim1 ve toprak degisiklikleri, yanlis sulama uygulamalar1 ve deniz suyuna maruz

kalmanin etkisiyle durum daha da kotiilesmektedir (Munns ve Tester, 2008). Tuz stresi
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bitki biiylimesinin engellenmesine, anormal gelisime ve metabolik bozukluklara neden
olmaktadir (Van Zelm vd., 2020). Literatiir ¢alismalar1, bitki mikrobiyotasinin bitkilerde
tuzlu topraga adaptasyonu ve direncinde hayati bir rol oynadigini géstermektedir (Ha-
Tran vd., 2021). Ozellikle, bitki biiyiimesini tesvik eden rizobakteriler (PGPR) ve
endofitik bakteriler de dahil olmak tizere kokle iliskili cok sayida mikrop grubu, bitkinin
yiiksek tuzluluga toleransini artirmak igin gereklidir (Vives-Peris vd., 2018; Xiao ve
Zhou, 2023). PGPR, esas olarak iyonik homeostazi diizenleyerek, ozmolitleri
biriktirerek, antioksidan kapasiteyi aktive ederek ve temel besin alimini artirarak bitkiler
lizerindeki tuz stresinin toksisitesini hafifletir (Shabaan vd., 2022). Ornegin, yakin
zamanda yapilan bir ¢alisma, E. cloacae PM23 bakteri tiiriiniin bitki fizyolojisini,
antioksidan savunmay1 ve uyumlu soliit birikimini modiile ederek misirda tuz
toleransina aracilik ettigini 6ne siirmistiir (Ali vd., 2022). Calismamizda %5 NaCl
iceren besi ortamlarinda iyi bir gelisme profili ortaya koyan, %7.5 NaCl iceren besi
ortamlarinda ise zayifta olsa biiyiime gosteren G56Y1 ve G119Y2T izolatlar1 iklim
odalarinda gergeklestirilecek tuz stresine karsi in vivo bitki uygulamalar1 denemeleri
icin potansiyel endofit adaylari olarak 6ne ¢ikmaktadir (Sekil 4.3).

Kuraklik (su stresi) en Onemli abiyotik streslerden biridir ve diisik yagis,
tuzluluk, yiiksek ve diislik sicakliklar ve yiiksek 151k yogunlugu gibi ¢esitli nedenlerle
ortaya cikmaktadir. Kuraklik stresi ¢ok boyutlu bir strestir ve bitkilerde fizyolojik,
morfolojik, biyokimyasal ve molekiiler 6zelliklerde degisikliklere neden olmaktadir.
Bir¢ok bitki, kuraklik stresini tolere etmek i¢in direng mekanizmalarini gelistirmistir
ancak bu mekanizmalar ¢esitlidir ve bitki tiirlerine hatta genotiplerine baglidir (Salehi-
Lisar ve Bakhshayeshan-Agdam, 2016). Mikroorganizmalar ayrica kuraklik stresinin
olumsuz etkilerinin azaltilmasinda ve dolayisiyla bitki verimliliginin artirtlmasinda
hayati bir rol oynamaktadir. Farkli gevresel stresler altinda yetistirilen bitkilerdeki
oksidatif hasar mikroorganizmalar araciligiyla azaltilabilir ve tahillarin kuraklik
kosullartyla basa ¢ikmasi saglanabilir. Bunlar arasinda, bitki biiyiimesini tesvik eden
rizobakteriler (PGPR) kuru ortamlarda kuraklik stresi etkisinin azaltilmasindan
sorumludur (Niu vd., 2018; Khan vd., 2020). Bitkilere PGPR asilanmasi, bu iiriinlerin
kurakliga toleransin artirabilir, ¢linkii bu PGPR kok bolgelerinde koloniler olusturur ve
farkli kosullar altinda bitki biiylimesini artirir. Ayrica g¢esitli mikro besin maddelerini

¢ozlindiirerek bitkinin alimina uygun hale getirebilirler (Gontia-Mishra vd., 2016). Tiim
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PEG konsantrasyonlarinda gii¢lii bir biliyiime profili ortaya koyarak in vitro kosullarda
kuraklik stresine en iyi cevap veren izolat olan G106K1 kuraklik stresine karsi in vivo
bitki uygulamalar1 denemeleri i¢in potansiyel endofit aday1 olarak 6ne g¢ikmaktadir
(Sekil 4.4).

Bitki gelisimini destekleyen bakteriler (PGPB), konakg¢i bitkiler icin faydali
olabilecek cesitli 6zelliklere sahiptir. Kimyasal girdilerin kullanimin1 azaltmak, toprak
verimliligini artirmak ve bitkilerin sagligini gelistirmek i¢in yesil teknoloji yaklasimina
dogru sayisiz kapt agtiklar yadsinamaz bir gergektir. Bununla birlikte, bu PGPB'lerin
cogu antibiyotik diren¢ genleri (ARG'ler) barindirmaktadir. ARG'lerini dogal toprak
mikrobiyal topluluklarima ve hayvanlar, sular ve insanlar dahil olmak iizere diger
cevresel rezervuarlara aktarabilme olasiligina daha az odaklanilmistir (Mahdi vd.,
2022). Ornegin, rizosferdeki yiiksek mikrobiyal yogunlugun bakteri tiirleri arasinda
yatay gen transferini (HGT) artirdigi bildirilmistir. HGT'nin bakteriyel evrimdeki
baslica mekanizmalardan biri oldugu bilinmektedir (Popa ve Dagan, 2011). Bu
aktarilabilir genetik unsurlar, insan sagligi acisindan risk olusturabilecek ARG'leri ve
viriilans faktorlerini barmndirabilir. Sonuglar incelendiginde, ampisilin, penisilin G,
florfenikol, eritromisin, nitrofurontoin ve klindomisine tam direng¢ gosteren G106K1 en
direngli izolat olarak goze carpmistir. Bu izolati penisilin G, rifampin, eritromisin,
nitrofurontoin ve klindamisine tam direng gosteren G129K1-1 izlemistir. G119Y2T
izolat1 sadece sefepim antibiyotigine tam direng gosterirken, G56Y1 izolat1 da sadece
rifampin antibiyotigine kars1 tam direng gosterebilmistir (Cizelge 4.6). Bu nedenlerden
dolay1 bitkisel tarim sistemlerinde ve Ozellikle biyo-giibre uygulanan sistemlerde
antibiyotik rezistomu hakkinda bilgi sahibi olma ihtiyact kritik onem tasimaktadir.
Dolayist ile bu ¢aligma dahilinde tanimlanan izolatlar igerisinde en az sayida antibiyotik
direnci gosteren ya da hi¢c gosteremeyen endofit bakterileri izolatlariin in vivo
uygulamalarda kullanilmas1 daha isabetli olacaktir.

Sonug olarak, tez calismasindan elde edilen sonuglar asagida maddeler halinde
verilmistir.

1) Laboratuvarimizda gerceklestirilen baska calismalarda PGPR (Bitki
Gelisimini Tegvik Edici) markdrler acisindan da kayda deger veriler ortaya koyan
G56Y1, G106K1, G119Y2T ve G129K1-1 kod numarali endofit bakteri izolatlarinin

tim genom dizilemesi bagarili bir sekilde gerceklestirilmis ve taslak tiim genom verisi
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ortaya c¢ikarilmistir. Ayrica bu izolatlarin sekonder metabolit {iretme potansiyelleri
analiz edilerek ortaya konmustur.

2) Izolalarin biyokimyasal karakterizasyonu ve gesitli hidrolitik enzim iiretme
kabiliyetleri incelenmistir.

3) Bu izolatlarin gilinlimiiziin en 6nemli abiyotik streslerinden olan tuz ve
kuraklik streslerine karsi cevaplari in vitro olarak incelenmistir.

4) Ayrica tiim izolatlarin farkli siniflarda toplam 12 adet antibiyotige karsi
antibiyotik hassasiyet testleri tamamlanmis ve kayda deger sonuclar bulgular kisminda

paylasilarak tartisilmistir.
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Tez Bashigi: Endofit Bakteri Izolatlarmm Tiim Genom Dizilemesi ve Polifazik Karaterizasyonu ile
Biyoaktif Metabolit Uretme Potansiyellerinin Aciga Cikarilmasi

Yukarida bagligr belirtilen tez c¢alismamin, kapak sayfasi, giris, ana bolimler ve sonug
boliimlerinden olusan toplam 52 (elli iki) sayfalik kismina iligskin, 07/05/2024 tarihinde sahsim/tez
danigmanim tarafindan Turnitin adli intihal tespit programindan asagida belirtilen filtrelemeler
uygulanarak alinmis olan orijinallik raporuna gore tezimin benzerlik oran1 %12 (on iki) tiir.

Uygulanan filtreler asagida verilmistir:

- Kabul ve onay sayfasi harig,

- Tesekkir harig,

- icindekiler haric,

- Simge ve kisaltmalar harig,

- Gereg ve yontemler harig,

- Kaynakea harig,

- Almtilar haricg,

- Tezden ¢ikan yaynlar harig,

- 7 kelimeden daha az ortiisme igceren metin kisimlart harig¢ (Limit match size to 7 words)

Van Yiiziincii Y1l Universitesi Lisansiistii Tez Orijinallik Raporu Alimmas1 ve Kullanilmasina Iliskin
Yonergeyi inceledim ve bu yonergede belirtilen azami benzerlik oranlarina gore tez g¢alismamin
herhangi bir intihal icermedigini; aksinin tespit edilecegi muhtemel durumda dogabilecek her tiirlii
hukuki sorumlulugu kabul ettigimi ve yukarida vermis oldugum bilgilerin dogru oldugunu beyan
ederim.

Geregini bilgilerinize arz ederim.
Tarih ve Imza

Adi Soyadi: Tiillay ORUC

Ogrenci No: 21910001194

Anabilim Dali: Tarimsal Biyoteknoloji

Programu:

Statiisii: ( X) Yiiksek lisans ( ) Doktora

DANISMAN ENSTITU ONAYI
UYGUNDUR UYGUNDUR




