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OZET

YUKSEK LiSANS TEZIi

ANTIFUNGAL AJAN ADAY| OLARAK BAKTERIYEL KiTiNAZ URETIiMi
VE KARAKTERIZASYONU

GULESME YILMAZ

TOKAT GAZIOSMANPASA UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU

BiYOMUHENDISLIK ANA BiLiM DALI

(TEZ DANISMANI: Prof. Dr. Bilge Hilal CADIRCI EFELI)

Kitin molekiilii funguslarin hiicre duvar1 basta olmak tizere, karides ve yengec gibi
kabuklularin ve boceklerin dis iskeletinin ana bilesenidir. Kitin sentezinin inhibisyonu,
antifungal ajanlar i¢in hedef durumundadir. Bu ¢alismada endiistriyel uygulamalarda
kullanilabilecek kitinaz enziminin, dogadan izole edilmesi, karakterizasyonun yapilmasi
ve bazi fitopatojenlere karsi antifungal etkisinin aragtirilmasi hedeflenmistir. Caligmada
Yesilirmak kenarindan alinan toprak orneginden kitinaz iireticisi mikroorganizmalar,
koloidal kitin substrat1 kullanilarak selektif besiyerinde izole edilmistir. Enzim aktivitesi
dinitrosalisilik asit metodu ile kantitatif olarak olgiildiikten sonra, en yiiksek kitinaz
aktivitesine sahip mikroorganizmanin enzimi, amonyum siilfat ¢coktiirme yontemiyle
kismi olarak saflastirilmis ve antifungal 6zellikleri incelenmistir. En yiiksek zon cap1
olusturan organizma, 30. saatte 4,73 U/mg spesifik aktivite gosteren kitinaz enzimini
iiretmigtir. Uretilen enzim optimum 30°C ve optimum pH 7.0’de aktivite
gostermektedir. Alterna alternata, Fusarium solani, Botrytis cinerea, Penicillium
organizmalarina kargi antifungal aktivite gosterdigi belirlenmistir. Enzim, koloidal
kitine spesifik olarak daha yiiksek aktivite gostermistir. Kitinaz {ireticisi olarak elde
izole ettigimiz bu mikroorganizma 16S rRNA dizi analizi ile Aeromanas caviae olarak
tanimlamistir.

2019, 62 Sayfa

ANAHTAR KELIMELER: Antifungal, Aeromonas caviae, Kismi saflastirma,
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ABSTRACT

MASTER THESIS

PRODUCTION AND CHARACTERIZATION OF BACTERIAL KITINASE AS
AN ANTIFUNGAL AGENT CANDIDATE

GULESME YILMAZ

TOKAT GAZIOSMANPASA UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES

DEPARTMENT OF BIOENGINEERING

SUPERVISOR: Prof. Dr. Bilge Hilal CADIRCI EFELI

The chitin molecule is the main component of the outer skeleton of shells and insects
such as shrimp and crab, especially the cell wall of fungi. Inhibition of chitin synthesis
Is the target for antifungal agents. In addition to antifungal drugs, chitinase enzymes are
also used in a variety of biotechnological applications, including the reuse of chitin, the
second most abundant biopolymer in the world. In this work, it is aimed to isolate and
characterize chitinase enzyme which can be used in industrial applications.

In the study, chitinase producing microorganisms were isolated by agar diffusion
method using colloidal chitin substrate. After the enzyme activity was quantitatively
determined by the dinitrosalicylic acid method, the enzyme of the microorganism with
the highest chitinase activity was partially purified by the ammonium sulfate
precipitation method and its antifungal properties were investigated. Optimum
temperature and pH values and stability of enzyme activity, substrate specificity were
determined by spectroscopic methods and enzyme kinetics were measured.

The organism that produced the highest zone diameter produced the enzyme chitinase
with specific activity of 4.73 U / mg at 30 hours. The enzyme produced shows activity
at optimum 30°C and pH 7.0. This microorganism isolated as chitinase producer was
identified as Aeromanas caviae by 16S rRNA sequence analysis.

2019, 62 Page

KEYWORDS: Antifungal, Aeromonas caviae, Purification, Kitinase, SDS-PAGE
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SIMGELER ve KISALTMALAR

Simgeler Aciklama

uM Mikro molar

dk Dakika

M Molar

mA Mili Amper

ml Mili litre

nm Nano metre

Rpm Dakikadaki devir sayisi (rotatory per minute)
ul Mikro litre

Kisaltmalar Aciklama

APS Amonyumpersiilfat

BSA Bovine Serum Albiimin

ChBD Kitin baglayic1 bolge

CHDA Chitinase-detection agar

DNA Deoksiriboniikleik asit

DTT Dithiothreitol

GH Glikozit hidrolaz

GIcNACc N-Asetilglukozamin

HCI Hidroklorikasit

LB Luria-Bertani

OD Optik yogunluk

RNA Riboniikleik asit

SDS PAGE Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi
SDS Sodyum dodesil siilfat

TAE Tris-asetat-EDTA

TEMED N,N,N’,N’-Tetrametilenetilendiamin

Tris 2-Amino-2-hidroksimetil-propan-1,3-diol
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1.GIRIS

Enzimler, ¢ok c¢esitli kimyasal reaksiyonlar gergeklestiren ve genis yelpazedeki
fizyolojik, analitik ve endiistriyel uygulamalar nedeniyle bilim diinyasinin ilgisini ¢eken
biyokatalizorlerdir.  Biyoteknolojideki ilerlemeler, 6zellikle genetik, protein
miithendisligi ve dizi verilerinin kullanilabilirligi ile, enzimlerin endiistriyel kullanimi
icin heyecan verici olanaklar bulunmaktadir. Enzimler, mikrobiyal, hayvansal ve
bitkisel kaynaklardan izole edilip, saflastirilabilirler (Gohel ve ark., 2005).
Mikroorganizmalar genis biyokimyasal gesitliligi ve genetik manipiilasyon kolayligi
nedeniyle yaygin olarak kullanilan enzim kaynagidir (Zeman ve ark., 2011). Mikrobiyal
poplilasyonun c¢esitliligine bakildiginda, her zaman ticari uygulamalar i¢in uygun olan,

daha iyi 6zelliklere sahip yeni enzimler iireten mikroorganizmalari bulma sans1 vardir.

Kitin, mantar hiicre duvarinin énemli bir yapisal bileseni oldugundan, kitinaz {ireten
mikroorganizmalarin, bitkilerin farkli mantar hastaliklar1 i¢in biyo-kontrol ajani olarak
rapor edildigi bildirilmistir. Biyolojik kontrol i¢in kitinolitik mikroorganizmalari
kullanmak, tarimsal fitopatojenleri kontrol etmek i¢in alternatif bir strateji sunmaktadir
(Bai, 2015). Son zamanlarda medikal ve tarimsal uygulamalara sahip oldugu i¢in kitine
ilgi yeniden canlanmistir. Bu ylizden 21. yiizyilm, kitin ve tiirevleri, kitin
metabolizmas1 ve degradasyonu ile ilgili enzimler i¢in “yeni bir donem” olusturdugu

goriilmektedir (Chanpen ve ark., 1999).

Gilinlimiizde kitinazlar, fungal protoplastlarin izolasyonu, sivrisinek kontrolii, kitin
iceren boceklerin pargalanmasi, tek hiicre proteininin iiretimi, oligosakkaritlerin ve N-
asetil glukozaminin hazirlanmasinda gibi uygulamalar nedeniyle daha fazla ilgi
gormiistiir. Atik yonetimi, ilag, biyoteknoloji ve biyokontrolde bir¢ok uygulamasindan
dolay1 kitinazin 6nemi artmistir. Deniz ortamlar1 ¢ok sayida kitin atig1 icerdiginden, bu
ortamlarda yiiksek verimli kitinaz {ireticilerinin bulunmasi miimkiindiir. Bu tiir

organizmalar ayrica kiy1 ortamlarinda da bulunmaktadirlar (Bai, 2015).

Bu tez ¢alismasinda dogal ortamlardan (6zellikle kitin igeren nehir kenarindan), Kitinaz

iiretme yeteneginde olan mikroorganizmalarin, saf kiiltlirlerinin  hazirlanmast,



izolasyonu, en yiiksek kitinaz iiretme yeteneginde olan sustan iiretilecek kitinaz
enziminin karakterizasyonu yapmak amagclanmistir. Enzim karakterizasyonu igin;
optimum pH, sicaklik stabilite, optimum sicaklik tayinleri, SDS-PAGE’de enzimin

boyutunun tespiti ve farkli fungal patojenler tizerindeki etkileri aragtirilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Kitinin Genel Ozellikleri

Kitin, N-asetil-D-glukozaminin bir polimeridir. 1811'de kitin, ilk kez Fransiz kimyaci
H. Broconnot tarafindan tanimlanmustir. Kitin kelimesi, bir dereceye kadar islevini
aciklayan Yunanca “zirh” sozciigiinden kaynaklanir. Gezegende ikinci en bol bulunan
biyopolimerdir. Kitin, bdceklerin, mantarlarin, mayalarin, yosunlarin, yengeclerin,
karideslerin ve 1stakozlarin dig iskeletinde ve diger omurgasizlarin igyapilarinda
bulunur. Kitin beyaz, sert, elastik olmayan bir polisakkarittir ve kiyr bolgelerinde
kirlilige neden olur. Karasal ekosistemlerdeki kitinin ¢ogunu mantar olusturmaktadir.
Hem eklembacaklilarin hem de mantarlarin topraktaki kitin kiitlesine katkis1 oldukca
yiiksektir. Ayrica, Streptomyces ve Actinobacteria gibi bazi bakterilerin de dis kilifinda
kitin i¢erebilecegi diisiiniilmektedir. Prokaryotlar, bitkiler ve omurgalilar da dahil olmak

tizere diger organizmalarin yapilari i¢inde kitin yoktur (Eldin, 2009).

2.1.1. Kitinin kimyasal yapisi

Kimyasal olarak, kitin B-(1,4)-N-asetil-D-glikoz-2-amin’in dallanmamig zincirlerinin

bir homopolimeridir. Sekil 2.1°de sekilde kitinin monomer yapisi gosterilmistir.

CH,OH

Sekil 2.1. Kitin monomerini yapisi

Kitin ve selilloz benzer bir yapiya sahiptir. Ancak, kitinin yapisinda asetilasyona
ugramis amino gruplari, seliilozda hidroksil gruplart bulunmaktadir (Saber, 2015).

Sekil 2.2.”de kitin ve seliilozun yapilarindaki farkliliklar gosterilmistir.



mmx‘/& mmﬁ,&
\co co

Sekil 2.2. Kitin ve seliilozun yapist

Saf kitin tamamen asetile edilir ve nadiren dogada bulunur. Dogal kitin kismen
asetillenir, matriksinin bazi1 kisimlar1 nispeten asetil icermez (tamamen asetillenmis
kitin kitosan olarak adlandirilir). Dogal 6rneklerde (6ncelikle deniz organizmalarinda),
asetilasyon derecesi tipik olarak % 80-95'tir. Kitin ve deasetilatli formu kitosan arasinda
ayrim Sekil 2.3’te goriilmektedir. Kitin, dogada her zaman glukanlar, lipitler veya

proteinler gibi diger molekiiller ile birlikte bulunur (Saber ve ark., 2015).
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Sekil 2.3. Kitin ve kitosanin yapisi

Kitin 6nemli ozellikleri; suda ¢ozlinmezligi, asit, alkali ve birgok organik ¢oziiciilere
olan direncidir. Kitosan, kitin-oligosakkarit, D-glukozamid, D-glukozamid hidrokloriir
ve GlcNAc gibi {riinler i¢in temel hammaddedir. Kitin kristal bir yapiya sahiptir ve
organize liflerden olusan bir ag olusturur. Bu yapi, onu igeren organizmalara, saldirtya
kars1 sertlik ve direng kazandirir. X-1ismm1 kirinim  galismalari, mikro-fibrillerin
yoneliminde farkli olan {i¢ polimorfik kitin formunu ortaya ¢ikarmistir: a-, - ve y-Kitin.
Bu li¢ form temel olarak hidrasyon derecesi, N-asetilglukosamin tekrarlayan birimlerin
say1s1 ve birim bagina zincirlerin oryantasyonu bakimindan farklidir (Liu ve ark., 2018).
En yaygin bigim, polimer zincirlerinin antiparalel diizenlemede oldugu a-Kitin'dir. Daha
az yaygin olan diger iki form, polimer zincirlerinin paralel diziliste oldugu J kitin,

karisik paralel ve antiparalel diziliglerin oldugu vy-kitin'dir. y-kitin az rastlanir ve ara



form oldugu disiiniilmektedir. Kabuklular ¢ogunlukla o -kitin igerir, B-kitin fungal

hiicre duvarlarlarinda bulunurken, miirekkep balig1 y - kitin igerir (Gohel ve ark., 2005).

2.1.2. Kitinin uygulama alanlari

Kitin ve kitosanin en biiyiik avantaji yenilenebilir bir kaynak ve ¢evre dostu dogal bir
biyopolimer olmasidir. Bu 6zellikleri ile son yillarda bir¢ok farkli sektorde kullanim
alan1 bulmustur. Kitin ve kitosan biyobozunur, toksik olmayan ve biyo-uyumlu
malzemelerdir. Her iki malzeme de nispeten diisiik maliyetle dogal kaynaklardan
retilebilir. ~ Ayrica, kitin  polimerinin  fizikokimyasal  Ozellikleri,  yapisal
modifikasyonlara ve farkli formlarin olusturulmasina izin verir.

e Kromatografik yontemlerde, enzim ve tiim hiicre immobilizasyonunda
biyoteknolojide kullanilir.

e Kivamlastirici, koruyucu, hayvan yemlerinde katki maddesi, hipokolesterolemik
madde (zayiflama maddesi), atik yiyeceklerin tekrar islenmesi, meyve sularinin
aritilmasinda, siitlerinin iglenmesinde gibi gida endiistrisinde,

e Bir baska onemli uygulama da tarimda olup, bitki tohumu kaplanmasinda
kullanilmaktadir.

e Kitin filmleri veya lifleri, tibbi ve farmasotik uygulamalarda, yara Ortii
maddeleri ve kontrollii ilag salma maddeleri olarak, kikirdak replasmaninda
biiyiime i¢in iskeleler ve rejeneratif tipta mezenkimal kok hiicreler i¢in destek
olarak kullanilir. Ayrica, ilag dagitimi i¢in nanopartikiiller olarak da
kullanilabilirler. Kan pihtilagtiric1 olarak, hidroksiapatit ve kitosan ile birlikte
kemik dolgu malzemesi olarak, kontakt lens yapiminda kullanilmaktadir.

e Sanayide, farkli organik molekiillerin geri kazanimi, su aritimi ve endiistriyel

atiklardan metallerin uzaklastirilmasinda kullanilabilir (Zarei ve ark., 2011).
2.2. Kitinazlar - Smiflandirma
Kitin, N-asetil-glukozamin (GIcNAc) 'den olusan yiiksek ol¢iide ¢oziinmez B-(1,4) bagh

polimerdir. Kitinazlar kitini oligomerik, dimerik ve monomerik bilesenlerine hidrolize

edebilen enzimlerdir. Kitinazlar dogada, bakteri, mantar, bitki, bocek, protozoa, insan



ve mayalar igeren genis bir dagilima sahiptir. Bu organizmalardaki kitinazlarin rolleri
cesitlidir. Bakterilerde Kitinazlar, genellikle beslenme ve parazit mineralizasyonunda rol
oynarlar. Fungal kitinazlar, hiicre boliinmesinde ve farklilasmasinda fizyolojik rol
oynarlar. Bitkilerde kitinazlar, fungal patojenlere karsi bitki savunma mekanizmalarinin
bir pargasidir. Boceklerde, gelisimleri sirasinda deri degistirme siirecine dahil oldugu

bulunmustur. Kitinazlarin ayrica insan mide sularinda da oldugu goriilmiistiir (Basu ve
ark., 2013).

Kitin enzimatik hidrolizi bir kitinolitik sistem tarafindan gergeklestirilir. Bu iki ana
kategoride simiflandirilabilir: ekzokitinazlar ve endokitinazlar. Endokitinazlar, diisiik
yogunluklu N-asetilglikosamin (NAG) multimerleri iireten, i¢ bolgeler iizerinde rastgele
ayrilirlar. Sekil 2.4.’te endo ve ekzokitinazlarin aktivitesi gosterilmistir. Ekzokinazlar 2
alt kategoriye ayrilirlar; B(1,4)-N-asetil-glukozaminidazlar (NAGase) ve
kitobiosidazlar.

1. B-(1,4)-N-asetil-glukozaminidazlar: N-asetilglukozamin oligomerlerinden monomer
birim olan N-asetilglikosaminleri olustururlar.
2. Kitobiosidazlar: Kitin monofibrinin indirgeyici olmayan ucundan diasetil kitobiyozun

salinmasini katalize ederler (Gupta ve ark., 2017).
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Sekil 2.4. Ekzokitinaz ve endokitinaz aktivitesi (Gupta ve ark., 2017)



2.2.1. Amino asit sekanslarina dayanarak kitinazlarin siniflandirilmasi

Kitinazlar genis bir molekiiler agirlik araligt (MW) (20-115 kDa), optimal calisma
sicaklig1 (18-90°C), pH degerleri (2-10.5) ve pl degerleri (3.5-8) olan glikoproteinlerdir.
Toplu olarak kitinazlar farkli ailelere boliinen glikozil hidrolaz (GH) grubuna aittir.
Kitinazlarin ¢ogu 18, 19 ve 20 GH ailelerinde bulunmustur. Bu GH aileleri evrimsel
acidan farkhidir ve spesifik bir kitinolitik aktiviteye sahip enzimlerdir ve yiiksek substrat
Ozelliklerine sahip olan enzimleri igerir. Her ne kadar 18 ve 19 ailelerinden gelen
kitinazlar siklikla ayni kaynaktan izole edilmis olsa da, genis amino asit dizisi
benzerligini paylagsmazlar. Ayrica, tamamen farkli ii¢ boyutlu yapilara ve farkl: katalitik
molekiiler mekanizmalara sahiptirler ve bu nedenle farkli atalardan evrimlesmis
olmalar1 muhtemeldir. Bu aileler, birincil yap1 karsilastirmasina gére gruplandirilmigtir
ve ayni aileye ait olan enzimlerin, katalitik alanin katlanmasi, substrat spesifitesi ve
reaksiyonun stereokimyasi agisindan birkag ortak ozelligi paylastigi bilinmektedir. Ug
boyutlu yapidaki farkliliga ek olarak, iki aileye ait kitinazlar (18 ve 19) biyokimyasal

ozelliklerinde 6nemli farkliliklar gostermektedir (Severgnini, 2006).

GHI18, bakteri, mantar, viriis, hayvan ve bazi bitkilerden kitinaz igerir. GH19, bitki ve
bazi bakteri (Streptomyces) kitinazi igerir. Aile 20, bakteri ve insanlardan [-N-asetil
heksosaminidaz igerir. GH18 kitinazin katalitik domainleri, sekiz a-helis ve sekiz B-
iplikten olusan bir TIM barrel domaine sahiptir. GH19 kitinaz ailesinin katalitik
alanlari, yiiksek o heliks igerige sahiptir ve kitosanaz ve lizozim ile korunmus bir
cekirdek igeren yapisal benzerlige sahiptir. GHI8 aileye ait olan kitinazlar igin
karakteristik olan substrat destekli kataliz, {riiniin anomerik karbonunda
konformasyonun tutulmasina yol agar. Asit katalizér mekanizmasinmi1 kullanarak GH19
ailesinden Kitinazlar tarafindan gergeklestirilen hidrolizin reaksiyonu, anomerik

konfigiirasyonu tersine gevirir (Ingunn ve ark., 2013).

Aile 18 kitinazlar, kitinaz inhibitorii olarak bilinen Streptomyces'in tipik bir sekonder
metaboliti olan allosamidine kars1t duyarhdir. Bitkilerden ailel9 kitinazlarin
allosamidine duyarsiz oldugu gosterilmistir. Aile 18 kitinazlar, GlcNAc-GIcNAC ve
GIcNACc-GIcN baglarini hidrolize ederken, aile 19 kitinazlar, GlcNAc-GIcNAc ve



GIcN-GIcNAc baglarini  hidrolize eder. Substrat destekli kataliz, GH18 kitinazin
katalitik mekanizmasi i¢in en yaygin kabul goéren model iken, genel bir asit baz
mekanizmasinin - GH19 kitinaz aileleri i¢in katalitik mekanizma oldugu ileri
stirilmiistiir. Kitinaz 20 ailesi i¢in detayl bilgiler bulunmamaktadir. Aile 18 kitinazlar,
bireysel katalitik alanlarin amino asit dizisine dayali olarak, A, B ve C olarak 3 ana alt
aileye simiflandirilabilir. A kitinaz alt ailesi, yedinci ve sekizinci (o / ) barrel arasinda
bir a + B katlanma boélgesinin sokulmasina karsilik gelen {iglincii bir alana sahiptir, oysa
B ve C alt familyasina ait olan kitinazlar bu bolgeye sahip degildir. Serratia marcescens

gibi ¢esitli bakterilerde farkli alt aileler bulunmaktadir (Zarei ve ark., 2011).

2.2.2. Gen dizilerine dayanan kitinazlarin simflandirilmasi

Bilinen kitinaz gen dizilerine dayanarak, Perrakis ve arkadaslart (1994), 19 ve 18
ailelerini iki ayr1 smifa gruplandirirken, Iseli ve arkadaslari (1996), ise kitinazlar alti
sinifa ayirmisglardir. Kitinaz smifini belirleyen karakteristik 6zellikler: N terminal dizisi,
enzimin lokalizasyonu, izoelektrik pH, sinyal peptidi ve indiikleyiciler. Sinif I kitinazlar
sistein agisindan zengin N terminali, 16sin veya valince zengin sinyal peptidi ve
vakuolar lokalizasyonudur. Ayni1 zamanda, kitinlerin bazik ve asidik yapisina dayanarak
alt Sinif Ia ve Ib olarak alt boliimlere ayrilmistir. Sinif I kitinazlar bitkilerde bulunurken,
Smnif II enzimleri de bitkilerde, mantarlarda ve bakterilerde bulunur. Sistein ac¢isindan
zengin N-terminal bdlgesinden yoksundurlar, ancak Smif I kitinazlarla sekans
benzerligine sahiptirler. Sinif I kitinazlarin ¢ogu endo-kitinazlar ve Siif II kitinazlar
ekzo-etkiye sahiptir. Siif III kitinazlar, Simf I veya II'nin enzimlerine sekans
benzerligine sahip degildir. Simif IV Kkitinazlar, Sinif I kitinazlar gibi immiinolojik
Ozelliklere sahiptirler, fakat bunlar Siif I kitinazlardan daha kiigiiktiirler (Iseli ve ark.,
1996).

2.3. Kitinazin Molekiiler Yapisi

Kuranda ve Robbins (1991)’e, gore kitinaz, bir sinyal dizisi, bir katalitik alan, bir

serin/treonin agisindan zengin bolge ve bir C-terminal kitin baglayici alan olmak iizere



dort alan icerir. Bu serin/treonin agisindan zengin bdlge O-glikozilasyon igin bir alici

bolge olarak islev goriir (Kurandave ark., 1991).

Bakteriyel kitinazlar, genellikle katalitik domaine baglh olarak kitin baglayic1 bolgeler
(ChBD'ler) ve fibronektin tip lll-benzeri bolgeler (Fn3 alanlar1) gibi ¢oklu fonksiyonel
alanlardan olusur. ChBD'nin kitin degradasyonundaki Onemi, bazi bakteriyel
kitinazlarda gosterilmistir. Watanabe ve arkadaslar1 (1993), Bacillus circulans (A1, A2,
B1, B2, C ve D) tarafindan salgilanan alt1 farkli kitinaz rapor etmislerdir. Bunlar
arasinda, en bol miktarda iiretilen kitinaz Al, kitine gii¢lii bir afinite gostermistir.
ChiA1l geni ve ChiD geni daha fazla incelenmistir. Watanabe ve arkadaslaria gore,
ChiAl kitinaz C terminalinde bir kitin baglama alanina sahiptir ve N-terminal alani,
enzimin Katalitik bolgesini igermektedir. Ucgiincii fonksiyonel alan, ekzo-hidrolitik

mekanizmaya dahil olabilen fibronektin tip III alanidir (Watanabe ve ark., 1999).

2.4. Kitinazlarimm Dagilim

Kitinazlar mikroorganizmalarda, bitki bdceklerinde, nematodlarda ve hayvanlarda
goriiliir. Bu organizmalardaki kitinazlarin fizyolojik ve ekolojik rolii Cizelge 2.1.'de
listelenmistir. Bir mikrobiyal toplulugun kitin indirgeme yetenegi, topraktaki azotun
geri dontisimii i¢in de onemlidir. Serratia marcescens, Xanthomonas maltophilia,
Stenotrophomonas maltophilia ve Paenibacillus illinoisensis vb. bakteriler, giiglii
kitinolitik bakteriyel biyokontrol ajanlar1 olarak ispatlanmig, Myrothecium verrucaria
ve Trichoderma sp. gibi mantarlar arasinda ana kaynak olarak bulunmustur. Boceklerde
ve nematodlarda gelisimleri sirasinda {lireme siirecine dahil oldugu bulunmustur.
Kitinazlar ayrica mide sularinda ve insan serumlarinda bulundugu bildirilmistir.
Bitkilerde kitinolitik aktivite gosteren bir dizi protein tespit edilmistir. Bu proteinler,
apoplast ve vakuoller dahil tiim bitki dokularindan izole edilmistir. Bitkilerde bu
enzimler molekiiler yap1 ve substrat spesifitesinde de farklilik gosteren biiyiik ve farkli
bir grubu temsil etmektedirler (Cody, 1989). Cizelge 2.1’de kitinaz enziminin farkli

canlilardaki rolleri kisaca 6zetlenmistir.



Cizelge 2.1. Farkli canli organizmalarda kitinazin rolii ( Mandana ve ark., 2011)

Canh Kitinaz Enziminin Rolii
Organizma
Baculoviriisler, zararli hageratlarin biyolojik kontroliinde ayni
Viriis zamanda patojenez i¢in kitinaz tiretiminde rol alirlar.
Bakteri Kitinin mineralizasyonu ve parazitlerle miicadelede etkindir.
Hiicre boliinmesi, farklilasmasi ve beslenmesindeki rolii
Mantar . .o, . . . . g oq . .
mikoparazitik aktivite ile iligkilidir.
Mantar biiytimesini baskilar.
Bitki Spesifik izoformlar embriyo gelisiminde rol alabilir.
Itk
Tohum gelisim asamalarinda, tozlasma ve meyve olgunlasma
stirecinde etkilidir.
Bécck Farkli larva seviyelerinde kutikiill degradasyon prosesinin
oce
gelisiminde 6nemlidirler.
Sitma parazitleri kitin igeren sivrisinek mide matriksine niifuz
Protozoa v 4 S,
etmek i¢in yeterli miktarda kitinaz tiretir.
Kitotriozidaz aktivitesi nematodlara karsi savunmada
Insan yardimc1 olur. Kitotriozidaz lizozomal bir hastalik olan
Gaucher hastaliginin belirtecidir.
Keci ve sigir kanindaki yiliksek kitinaz seviyesi, diizgiin
gergeklesmeyen lizozim {iretimi durumunda enzim seviyesini
Hayvan : : - :
nispeten diisiik tutan bobrek faaliyetlerinin yavaslamasinin bir
fonksiyonu olabilir.
Kitinazlar Saccharomyces cerevisiae’ nin tomurcuklanma
Maya stirecinde hiicre boliinmesi iizerinde 6nemli bir role sahiptir.

Kitinolitik enzim iireten bakteriler, kabuklular ve boceklerin dis iskeleti gibi kitlesel
materyallerin geri doniisiim siirecinde kritik bir rol oynar. Kitinin ¢dziinmeyen formu,
biyolojik olarak kullanilabilir bir formda ekosisteme geri gonderilmezse kisa bir siirede

deniz ortaminda karbon ve azot kaynag tiikenebilir.
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2.5. Kitinin Enzimatik Degradasyonu: Kitinazlar ve Kitin Deasetilazlar

Kitin polisakaritleri dogal sistemlerde g¢ok biiyiikk miktarlarda iiretilmesine ragmen
cevrede birikmezler. Serbest birakilan enzimler tarafindan bozunmalarinin ana
mekanizmast iyi bilinmektedir. Sekil 2.5.’te kitin degredasyonun yolizi gosterilmistir.
Kitin enzimatik doniisiimii iki ana yoldan meydana gelebilir:

1- (1-4) -B-glikozidik baglarin hidrolizi - kitinolitik siire¢

2- Deasetilasyon

Kitin
Kitinaz Kitin deasetilaz
(GlcpNAc), Kitosan
N—asetil—glikczaminidazl l Kitosanaz
GlepNAc (GlepN),

l Glikozaminidaz

GlepN
Sekil 2.5. Kitin degredasyonunun yolizi

Birinci yolda, B-1,4-glikozidik bagmin kitinaz ile indiiklenen hidrolizi, bu siireg
kitinolitik mekanizma olarak adlandirilir. Ikinci yolda, polimer &nce deasetilasyondan
gecirilir ve bundan sonra kitosanazlar tarafindan hidrolize edilir. Bu yol, ozellikle
kitosanin 6nemli bir organik bilesen oldugu nehir ortamlarinda 6nemlidir (Kankanamge,

2017).

Kitin degradasyonu esas olarak mikroorganizmalar tarafindan yapilir, ancak bitkilerde,
omurgasizlarda ve omurgalilarda kitinolitik enzimler bulunur. Kitinaz genellikle
omurgali hayvanlarin sindirim sisteminde bulunur, omurgasizlar ise eski kutikiilleri

parcalamak i¢in kitinazlara ihtiya¢ duyarlar. Bitkilerdeki kitinazlar, mikrobiyal
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enfeksiyona veya mantar hiicresi duvarindaki kitin oligosakkaritlerine karsi bir savunma
yanit1 olarak tretilen indiiklenebilir enzimlerdir. Fungal kitinazlarin otolitik, besleyici
ve morfogenetik rolleri oldugu diisliniiliirken, bakteriyel kitinazlar esas olarak karbon,

azot ve enerji elde etmek igin salgilanir ( Yuli ve ark., 2004).

2.6. Kitinaz Uygulamasi

2.6.1. Fungal protoplast iiretimi

Fungal protoplast, strain gelisiminin yani sira hiicre duvari sentezi, enzim sentezi ve
sekresyonunun aragtirilmasinda  kullanilabilir. Dahiya ve arkadaslari (2005),
Trichoderma reesei, Pleurotus florida, Agaricus bisporus ve A. niger'den protoplast
tretiminde Enterobacter sp. NRG4 kitinazin etkinligini arastirmiglardir. Ayrica,
filamentli mantarlar kullanilarak {iretilen elde edilen protoplastlar oldugunu da

bildirmislerdir (Dahiya ve ark., 2005).

Paecilomyces varioti'den elde edilen kitinaz, bir termofilik mantar olan Malbranchea
sulfurea’'nin protoplazmalarini izole etmek i¢in kullanilmistir. Cellulosimicrobium
cellulans strain 191'den elde edilen kitinaz, protoplast olusumuna yol acan bazi

mantarlarin hiicre duvarlarini liziz edebilir (Wang ve ark., 2002).

2.6.2. Kitoolisakkarit iiretimi

Kitoolisakkaritler ve N-asetile edilmis analoglari, antimikrobiyal aktivite, antitimor
aktivitesi, immiino yanit arttirict etkiler gibi biyolojik aktiviteleri oldugu igin ¢esitli
alanlarda kullanilabilir. Kitotrioz, Bacillus subtilis’in enzimi kullanildiginda koloidal
kitin kaynakli en biilyiik enzimatik hidrolizat olusturulmustur. Kitinaz, kolloidal kitinden
kitopentoz ve kitotrioz hazirlamak ic¢in kullamilmistir. Cesitli endo-kitinazlarin
transglikosilasyon aktivitesi, degisen glikozidik baglar1 ile istenen kitooligomerleri
tiretmek i¢in de yararli olacaktir. Trichoderma reesei ve Nocardia orientalis'in

kitinazlar da etkili transglikosilasyon reaksiyonu gostermistir (Verma ve ark., 2007).
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2.6.3. Bocek kontrolil

Bir¢ok hastalik sivrisinekler tarafindan yayilir. Mendonsa ve arkadaslar1 (1996)
Myrothecium verrucaria'dan kitinaz iceren ham 6zii kullanarak bir sivrisinek olan
Aedes aegypti'nin I ve IV instar larvalarimi 6ldiirmiistiir. I ve IV instar larvalari igin
saflagtirilmis endokitinazin 6ldiiriicii siiresi sirasiyla 48 saat ve 120 saattir. Saflastirilmis
kitinaz lipolitik enzimle verildigi zaman siiresi 24 saat ve 48 saate diismiistir.

(Mendonsa ve ark., 1996).

2.6.4. Kitin atiklarin yonetimi

1993 yilinda, deniz omurgasizlarinin islenmesinden elde edilen yillik diinya ¢apindaki
toplam kitin atiklar1 37.000 ton iken 2000 yilinda 80.000 tona yiikselmistir. Geleneksel
olarak, ¢cop atiklar1 ya yakilarak ya da arazi dolgusuyla bertaraf edilir, fakat bu
yontemler ¢evreye zarar verir, ¢iinkii yanma c¢evreye karbondioksit ve karbon monoksit
aciga cikarir kiiresel 1sinmaya neden olur. Bozunma ¢ok yavas oldugundan ve son
tiriinden biri yeralti sularmin etkili bir kirleticisi olan amonyak oldugundan, arazi
doldurma da zararhdir. Kitin, kat1 attk maddelerden giiclii asit veya baz igceren kimyasal
yontemler vasitasiyla geri kazanilabilir. Kimyasal islemler de atik bertarafi problemleri
yaratir, ¢linkli bosaltilan atik suyun nétralizasyonu ve detoksifikasyonu gereklidir
(Rattanakit ve ark., 2002).

2.7. Antifungal Ajan Olarak Kitinaz

Mantar tiirlerinin hepsi hiicre duvarlarina sahip degildir. Hiicre duvarina sahip olanlarda
lic tabaka vardir, Sekil 2.8.’de fungal hiicre duvarindan bir kesit gosterilmistir ve igten
disa dogru bunlar:

» Bir kitin tabakasi: ¢ogunlukla dallanmamis N-asetil-D-glukosamin zincirlerinden
olusan polimer.

* Bir B-1,3-glukan tabakasi (zimosan): Kitin veya kitosan polimerlerini ¢apraz

baglamaya yarayan glikoz polimerleri. -glukanlar B- (1,3) - veya - (1,6) - baglarla
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baglanmis glikoz molekiilleridir ve a-glukanlar a-(1,3) ve a- (1,4) baglari ile tanimlanir
ve matrisin bir pargasi olarak islev goriir, hiicre duvarina sertlik saglarlar.

* Proteinler: Hiicrenin disinda agir glikozillenmis olan mannoproteinlerin (mannoz
iceren glikoproteinler) tabakasidir. Yapisal proteinlere ek olarak hiicre duvari sentezi ve
lizisi icin gerekli olan enzimlerin hepsi hiicre duvarinda bulunur. Hiicre duvarinda
bulunan yapisal proteinlerin ¢ogu glikozillenmistir ve mannoz igerir. Bundan dolay1 bu

proteinlere mannoproteinler veya mannanlar denir (Shubakov ve ark., 2004).

Mannoproteinler

Hicre membrani \/

Membran proteinleri

Sekil 2.6. Fungal hiicre duvarindan bir kesit (Shubakov ve ark., 2004)

Fungal hiicre duvarlari, plazma membraninin disinda bulunur ve mantar hiicresini
cevreler. Plazma membrani tarafindan sabitlenen kitin, hiicre duvarmin en biiyiik
bilesenidir. Bir tiir polisakkarit olan glukanlar, hiicre duvar sertligini saglar. Proteinler,
bazi mannanlar, fungal hiicre duvarinda bulunur ve hiicre duvarinin daha fazlasini
sentezlemek i¢in enzimler olarak ¢alisirlar. Hiicre duvarindaki kitin, bilim adamlarina

bitki, bakteri ve protist hiicrelerinden mantar hiicrelerini ayirmalarina yardimci olur

(Roberts ve ark., 1988).

Fungal hiicre duvari, mayalarda hiicre genlesmesi ve bdoliinmesi sirasinda ve spor
cimlenmesi sirasinda, filament6z mantarlarda hif dallanmasi ve septum olusumu gibi
stirekli degisime maruz kalan olduk¢a dinamik bir yapidir. Kitinazin bir¢ok uygulama

alan1 vardir, Cizelge 2.2.’de kisaca 6zetlenmistir.
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Cizelge 2.2. Kitinazin birtakim kullanim alanlar1 (Hamid ve ark., 2013)

Kullanim Alam

Uygulama

Biyolojik aragtirmalar

-Mantar protoplastlarinin izolasyonu
-Morfogenez calismalari

-Hiicre duvari sentezi

-Enzim sentezi ve sekresyonu
-Mantar biyokiitlesinin tahmini

Biyokontrol ajani olarak

kullanimi

-Bitkilerde  bulunan  mantar  kokenli
patojenlerin biiyiimesinin inhibisyonu
-Sivrisinek larvalarinin  6ldiirtilmesi ile
sivrisinek kontroliiniin saglanmasi

-Zararl haserelere kars1 biyopestisit

Balik atiklarinin degradasyonu

-Atiklarin degerli son f{iriinlere biyolojik
olarak doniisiimii

-Kitooligosakkaridler —insanlar iizerinde
etkili ilaglarda  potansiyel olarak
kullanighdir.

-Tek hiicre proteini

-Kimyasal ve farmasétik ara iriinler i¢in
glukozamin ve tatlandiricilar ve biiyiime

faktorleri gibi gida trtinleri

Medikal uygulamalar

-Mantar kdkenli hastaliklarin tedavisi

Gilinlimiizde kitinazlar, fungal protoplastlarin izolasyonu, sivrisinek kontrolii, kitin
iceren boceklerin pargalanmasi, tek hiicre proteininin tiretimi, oligosakkaritlerin ve N-
asetil glukozaminin hazirlanmasinda gibi uygulamalar nedeniyle daha fazla ilgi
gormiistiir. Atik yonetimi, ilag, biyoteknoloji ve biyokontrolde bir¢ok uygulamasindan
dolay1 kitinazin 6nemi artmistir. Deniz ortamlar1 ¢ok sayida kitin atig1 icerdiginden, bu
ortamlarda yiiksek verimli kitinaz iireticilerinin bulunmasi miimkiindiir. Bu tiir
organizmalar ayrica kiyr ortamlarinda da bulunmaktadirlar. Kitin, mantar hiicre

duvarinin 6nemli bir yapisal bileseni oldugundan, kitinaz iireten mikroorganizmalarin,
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bitkilerin farkli mantar hastaliklar1 i¢in biyo-kontrol ajani1 olarak rapor edildigi
bildirilmistir. Biyolojik kontrol i¢in kitinolitik mikroorganizmalar1 kullanmak, tarimsal
fitopatojenleri kontrol etmek igin alternatif bir strateji sunar (Brzezinska ve ark.,

2013).

2.8. Bitkilerdeki Fungal Patojenler

Fungal patojenler, tohum kuvvetini azalttiklar1 ve bitkinin biiyiime asamalarinda
zayiflattig1 i¢in zararlidir. Mantarlarin neden oldugu tohum kaynakli hastaliklar, mantar
hiflerinin yerlesmesi ve uyku haline gelmesinden dolayr kontrol edilmesi zordur. Eger
enfekte veya kontamine olmus tohum, kontamine olmayan toprakta ekilirse, patojen bu
toprakta cogalabilir. Tohum kaynakli patojenlerin yani sira, mantarlar depolama
tiriinleri lizerinde de biiyiiyebilir. Bu mantarlar, tohum c¢imlenebilirligini azaltabilir,
tohumun renginin bozulmasina neden olabilir, insan ve evcil hayvanlara zararl
olabilecek toksinler iiretebilir ve tohum agirligini azaltabilir. Tohumlari, hastaliklara
kars1 korumak icin kimyasal fungisitler ve bdcek ilaglar1 yaygin olarak kullanilmaktadir.
Ayrica bunlarin kullanimi1 son derece toksik oldugundan, endise vericidir. Gida
tiriinlerinde bocek ilaci kalintilarina bulundurabilir ve ¢evresel kontaminasyona neden
olabilir veya patojen direncini artirirlar (Neergaard ve ark., 2003). Bitki fungal

patojenlerinden bazilari asagida verilmistir.

Aspergillus niger: Kif hastaligi ya da siyah ciiriiklik olarak bilinir. Bir¢ok sebze ve
meyvede hastalia neden olur. Toprak ve iirlin atiklarinda goriilebildigi gibi tohum
kokenlide olabilir bu fungal etmen. Ozellikle depolarda saklanan sogan gibi bitkilerde
biiyiik hasara yol agmaktadir (Person ve ark., 2010).

Kitinaz genini eksprese eden transgenik bitkilerin {liretimi de patojenlere kars1 direngli
oldugu gosterilmistir. Vaidya ve arkadaslar1 (2001), trangenik tiitiin bitkilerinde A. niger
‘e kars1 direng olustugunu belirtmislerdir. Ayrica iki bakteriyel kitinaz geninin yiliksek
seviyelerde eksprese edildigi transgenik tiitiin bitkilerinde A. niger enfeksiyonunun

olusumundaki azalmay1 dogrulamislardir (Vaidya ve ark., 2001).
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Fusarium solani: Fungal bir hastalik etmeni olup, uzun yillar toprakta canliligini
koruyabilir ve bitkilerin sadece direkt olarak koklerini etkilemektedir. Boyle etkilenen
bitkilerin toprak istii aksamlarinda genel bir solgunluk ve sararma da goriilebilir.
Enfeksiyonun hafif oldugu zamanlar bitkiler 6lmemekte ve hasata kadar canliligini
korumaktadir (Berkem ve ark., 2016). Sekil 2.7.’de F. solani’nin enfekte ettigi domates

bitkisi gdsterilmistir.

Sekil 2.7. F. solani’nin enfekte ettigi domates bitkisi (Berkem ve ark., 2016)

Chang ve arkadaglar1 (2010), Bacillus cereus’ den alinan kitinazin F. oxysporum, F.
solani ve Pythium ultimum gibi bitki patojenik mantarlarinin biiylimesini engelledigini
bildirmislerdir (Chang ve ark., 2010).

Alternaria alternata (kahverangi leke hastaligi): 380'den fazla konukgu bitki tiiriinde
yaprak lekesi ve diger hastaliklara neden olan bir mantardir. Bir¢ok bitki parcasinda
yaprak lekelerine, ciirlimelere ve yaniklara neden olan sayisiz konukguda firsatci bir
patojendir (Salo ve ark., 2007). Sekil 2.8.’de A. alternata fungusunun neden oldugu

yaprak lekeleri ve elma {izerindeki kahverengi lekeler goriilmektedir.
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Sekil 2.8. A. alternata fungusunun neden oldugu yaprak lekeleri ve elma tizerindeki
kahverengi lekeler (Salo ve ark., 2007)

Botrytis cinerea: Her yerde ve ¢ok yaygin olarak bulunan bir fungus olup, birgok
bitkiye saldirma ve koloni olusturma yetenegindedir. Bitkilere gelismesi i¢in ideal bir
beslenme yeri olusturan yarali kisimlardan ya da dokulardan giris yaparlar. Konuk¢u
bitkileri arasinda domates ile ekim nobetine giren veya domatesin yakin gevresinde
yaygin bigimde yetistirilen marul, fasulye, salata, biber, patlican, ¢ilek gibi bitkilerdir
(Williamson ve ark., 2007). Sekil 2.9.°da B. cinerea’nin enfekte ettigi ¢ilek bitkisi

gosterilmistir.

Sekil 2.9. Botrytis cinerea’nin enfekte ettigi ¢ilek bitkisi (Williamson ve ark., 2007).

Roberts ve arkadaglarinin (1988), yaptiklari calismalarda, B. cinerea (Titin Yanigdi),
Pestalotia theae (Cayin Yaprak Noktasi), Phytophthora, Alternaria sp. (Piring Tane
Renklendirmesi), Curvularia lunata (Yonca Yaprak Noktasi) ve Rhizoctonia solani gibi
cesitli bitki hastaliklarina neden olan bitki patojen mantarlarina karsi arpa kitinaz genini

eksprese eden Escherichia coli'nin genis spektrumlu bir antifungal aktivite géstermistir
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Phytophthora spp.: Phytophthora, elmalarda yaka g¢iirtikligii, kok ve kok bogazi
curiikliigii ve meyve ¢iirtikliigii hastaliklarina neden olmaktadir. Cogunlukla ¢ok yillik
bitkiler i¢in 6nemlidir, ¢iinkii bu bitkilerde ani 6liimlere yol agmakta ve 6énemli zararlar

olusturmaktadirlar (Zentmyer ve ark., 1983).

Penicillium spp.: Elma ve armutlarda yaygin olarak rastlanmakta ve mavi kif
hastaligina neden olan fungal bir hastalik etmendir. Hastalik etmeni hasat sonrasi ortaya
¢ikmakta ve yumusak ya da islak c¢iirtikliik olarak da adlandirilmaktadir. Bu fungal
etmen 1siya dayanikli toksinler (patulin) iiretirler ve bu yiizden de hastalanan meyveler
meyve isleme yontemlerinde kullanilmazlar. Fungal etmen her tiirli meyvenin,
yumrunun ve koklerin kesik ya da yaralanmis yiizeylerinden giris yapar ve
sekerpancari, patates, sarimsak, havug, yenilebilir mantar, kabak, ve diger bir ¢ok

tohumlu bitkide de hastalik ortaya ¢ikmaktadir (Patel ve ark., 2016).

Sclerotinia sclerotiorum: Kozmopolitan bir patojen olup, farkli familyalardan 278
cinse ait yaklasik 408 bitki tiirlinde beyaz ciiriiklik, govde c¢iiriikligli ve meyve
clirlikligli olarak adlandirilan hastaliklara neden olmaktadir. Fungusun hayatta
kalmasinda ve bir sonraki yila ge¢mesini saglayan en onemli yapist kalin
¢eperli dinlenme formu olan sclerotiumlar1 olup sekiz yila kadar toprakta

canliliklarint kaybetmeden kalabildikleri belirtilmektedir (Yanar, 2005).

Watanabe ve arkadaglar1 (1992), B. thuringiensis kitinazinin, S. sclerotiorum ve soya
fasulyesi tohumlarindaki diger fitopatojenik mantarlarin biyo-kontroliine katkida
bulunabilir oldugunu belirtmislerdir. Soya fasiilyesi tohumlar1 S. sclerotiorum ile
enfekte edildiginde, ¢imlenme % 93'ten % 25'e diismiistiir; Kitinaz ilavesi, ¢cimlenmeyi

% 90'a arttirmistir (Watanabe ve ark., 1992) .
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Deneysel Calismada Kullanilan Materyaller

3.1.1. Calismada kullanilan aletler

Calkalamali inkiibat6r, mikrosantrifiij, spektrofotometre,

terazi, jel elektroforez sistemi gibi cihazlar kullanilmustir.

3.1.2. Calismada kullanilan kimyasallar

Cizelge 3.1. Tez ¢alismasinda kullanilan kimyasallar

su banyosu, pH metre, hassas

Kimyasalin Adi Firma adx

3,5 Dinitrosalisilik Asit Sigma Aldrich
Agar BD Bacto Agar
Akrilamid Merck
Amonyum Siilfat Sigma Aldrich
APS Sigma Aldrich
Aseton Sigma Alderich
BSA Promega

Coomassie Brillant Blue

Thermo Scientific

Disodyum Hidrojen Fosfat

Merck

Disodyum Hidrojen Fosfat Hepta Hidrat

Merck

DTT Thermo Scientific
Etanol Sigma Aldrich
Monosodyum dihidrojenfosfat Sigma Aldrich
Genomik DNA izolasyon Kiti Rta Lab

Gliserol Euromedex
Glisin Medikal Lab
Hidroklorik Asit Merck

K/Na Tartarat Sigma Aldrich
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Cizelge 3.1. (Devam) Tez ¢alismasinda kullanilan kimyasallar

Kimyasalin Adi Firma adi
Kitin Sigma Aldrich
Metanol Merck
Nisasta Alev Kimya
Patato Dekstroz Agar BD Bacto
Potasyum Dihidrojen Fosfat Sigma Aldrich
SDS Serva
Sodyum sitrat Vankim
Sodyum Hidroksit Merk
Sodyum Kloriir Sigma Aldrich
TEMED Biorad

Tris Sigma

Yeast Ektrakt Difco

3.1.3. Mikroorganizmalarin iiretilmesinde kullanilan besiyerleri

Calismalarda kullanilan biitiin besiyerleri otoklavda 121 °C’de, 15 dakika siireyle steril

edilmistir.

Kitin iceren LB besiyeri (Luria-Bertoni Broth)

Mikroorganizmadan kitinaz enzimini iiretmek i¢in ilk olarak hazirlanan genel

besiyeridir. Igerigi Cizelge 3.2.’de verilmistir.

Cizelge 3.2. LB besiyeri i¢in gereken madde miktarlar

Bilesimi g/L
Maya ekstrakti 5
Pepton 10
Sodyum kloriir 10
Kolloidal Kitin 10
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CHDA agar (Chitinase-detection agar)

Dogal ortamdan alinan mikroorganizmalardan kitinaz aktivitesine sahip olanlari
belirlemek amaciyla kullanilmustir. Selektif besiyeridir. Icerigi Cizelge 3.3.’te

verigmistir.

Cizelge 3.3. CHDA besiyeri i¢in gereken madde miktarlar

Bilesimi g/L

Disodyum hidrojen fosfat | 0.65
Sodyum kloriir 0.25

Potasyum dihidrojen fosfat | 1.5

Amonyum kloriir 0.5
Yeast ekstrat 0.12
Koloidal kitn 10
Agar 20

PDA besivyeri (Potato Dextrose Agar)

Kitinaz enziminin antifungal aktivitesini belirlemede gerekli olan kiiflerin gelistirilmesi
i¢in kullanilmistir. Maya ve kiifler icin selektif kati besiyeri olarak kullanilir. Icerigi

Cizelge 3.4.’de verigmistir.

Cizelge 3.4. PDA besiyeri i¢in gereken madde miktarlar

Bilesimi g/L
Glikoz 20
Agar 15
Potato infusion 4

3.1.4. Calismada kullanilan organizmalar

Calismamizda kitinaz aktivitesi gosteren mikroorganizmamizin antagonistik etkisini
belirlemek amaciyla, 7 adet fungus kullanilmistir. Bu test funguslar1 Aspergillus niger,

Fusarium solani, Alternaria alternata, Botrytis cinerea, Phytophthora sp., Sclerotinia,
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Penicillium sp. Gaziosmanpasa Universitesi, Ziraat Fakiiltesindeki kiiltiir
koleksiyonundan saglanmistir. Funguslar PDA besiyerinde g¢ogaltilmiglardir. Kitinaz

tireticisi mikroorganizma, topraktan izole edilmistir.

3.1.5. Kullanilan tampon ve ¢ozeltilerin hazirlanmasi

Liigol cozeltisi

Liigol ¢ozeltisi, iyot elementi ile potasyum iyodiiriin suda ¢oziinmesiyle elde edilen bir
karisimdir. Amilaz aktivitesini gozlemlemek amaciyla kullanilmistir. Cozeltinin icerigi
Cizelge 3.5.’te verilmistir.

Nisasta + Liigol Cozeltisi ------- > Mavi - Mor Renk

Cizelge 3.5. Liigol ¢ozeltisi i¢in gerekli olan madde miktarlar

Bilesimi g/100 mL
Iyot 7
Potasyum lyodiir 3

Hazirlanan ¢ozelti koyu sisede muhafaza edilmistir.

Sodyum-Sitrat tamponu

pH 2.0-4.0 araligindaki kitinaz aktivitesini belirlemek icin kullanilmigtir. Tampon
hazirlanirken; 0.2 M Sitrik Asit ve 0.2 M Nay;HPO,4.7H,0 ¢o6zeltileri hazirlanmis ve
distile su ile uygun oranlarda karistirilip istenilen pH degerinde yeni tamponlar elde

edilmistir.

Fosfat tamponu

Kitinaz enziminin pH 5.0-8.0 araligindaki aktivitesinin saptanmasi igin kullanilmistir.
0.2 M NaH,POy4, 0.2 M Na;HPO,4.7H,0 hazirlanip, istenilen pH araliklarina gére uygun

miktarda distile su eklenerek farkli tamponlar olusturulmustur.
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Glisin-NaOH tamponu

pH 9.0’daki enzim aktivitesinin belirlenmesinde kullanilmistir. 0.2 M Glisin ve 2 M
NaOH’in farkli oranlarda distile suyla karistirilmasi ile hazirlanmistir. Son hacim 50

ml’ye tamamlanmaistir.

%1°’1ik nisasta cozeltisi

Kitinaz enziminin nigasta substratindaki aktivitesini belirlemek i¢in kullanilmistir. 0.1 g

¢Oziiniir nigasta 10 ml su ile karistirtlmistir.

%1’1ik kitin cozeltisi

Kitinaz enziminin Kitini substrat olarak kullandigindaki aktivitesini belirlemek igin

hazirlanmustir. 0.1 gr toz haldeki kitin 10 ml su ile karistirilmistir.

%1°1ik koloidal ¢ozeltisi

Koloidal hale getirilen kitinden 0.1 gr alinarak 10 ml deiyonize su ile karistirilmistir.

Kitinaz enzimin aktivitesini belirlemede kullanilmistir.

DNS (3,5-Dinitrosalisilik) cozeltisi

Enzim aktivitelerinin durdurulmasi ve reaksiyon sonucu olusan indirgen seker
miktariin saptanmasi i¢in kullanilmistir. Sutha ve arkadaslarmin (2011), belirledikleri
yonteme gore hazirlanmistir. 1 g DNS, 20 ml 2 M NaOH i¢inde ¢oziilmiistiir. Kaynar su
icine konularak ¢dziinme hizlandirilmistir. Uzerine 50 ml distile su ilave edilip
karistirildiktan sonra 30 g Na-K tartarat ilave edilmis ve toplam hacim distile su ile 100
ml’ye tamamlanmistir. Hazirlanan DNS reaktifi oda sicakliginda koyu renkli sisede

saklanmustir.
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Koloidal kitinin hazirlanmasi

Kitinaz aktivitesinin belirlenmesinde substrat olarak kullanilmistir. Shekhar ve
arkadaglarinin (2014), belirledikleri yonteme gore hazirlamistir. 5 g toz halindeki kitin,
60 ml konsantre HCI’e yavas yavas ilave edilmis, iyice karistirildiktan sonra, +4 °C’de
bir gece yiiksek devirde (400 rpm) manyetik karistiricida karistirtlmistir. Karisima 2 L
soguk %95’lik etanole ilave edilmis ve bir gece 25 °C’de bekletilmistir. Olusan
presipitat 5000 rpm’de 20 dk +4 °C’de santrifiij edilerek bir arada toplanmustir. Steril
distile su ile, koloidal kitin nétral (pH 7.0) oluncaya kadar yikama islemi yapilmistir.

Son olusan pellet 4 °C’de muhafaza edilmistir.

Bradford reaktifinin hazirlamasi

0,1 g Coomassie brillant blue G-250

50 ml 9%95’lik etil alkol

100 ml %85°lik fosforik asit

1000 ml’ye tamamlanarak karanlikta bir gece boyunca karistirilmis ardindan filtre

kagidinda siiziilmiistiir.

Elektroforez uygulamalarinda kullanilan soliisyonlar

Stoscheck’iin (1990), belirledigi yontemle SDS-PAGE prosediirii ger¢eklestirilmistir.

%30 akrilamid: 29 g akrilamid, 1 g N, N-metilen bis akrilamid 60 ml deiyonize su ile
karistirilip, son hacim olarak 100 ml ye tamamlanmistir. pH 7.0’ye ayarlanip 4 °C’de

karanlik sisede saklanmustir.
%10 sodyum dodesil siilfat (SDS): 10 g SDS 90 ml deiyonize suda ¢ozdiiriiliip, 680C’ye

1sitilip ve pH 7.2 olana kadar konsantre hidroklorik asit ile pH ayarlanmistir. Son hacim

100 mI’ye tamamlanmustir.
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Stacking jel tamponu (iist tampon): 6.05 g tris 80 ml deiyonize su igerisinde
¢cOzdiirtilmiistiir. Konsantre hidroklorik asit ile pH 6.8’e ayarlanip ve son hacim 100 ml

ye tamamlandiktan sonra 4°C’de saklanmustir.

Resolving jel tamponu (Alt tampon): Tablodaki bilesikler su igerisinde
¢oziindiiriilmistir. Konsantre HCI ile pH 8.8’¢ ayarlanip ve son hacim 100 ml’ye
tamamlanmistir. 4°C’de muhafaza edilmistir. Tamponun igerigi Cizelge 3.6.’da

verilmigtir.

Cizelge 3.6. Resolveng jel tamponu i¢in gereken madde miktarlar

Yiiriitme Tamponu Miktar
Tris base 30,3¢g
Glisin 144 g
SDS 10 g
H.O 1L

%10 amonyum persiilfat: Amonyum persiilfat, akrilamid ve bisakrilamidin
polimerizasyonunu igin gerekli serbest radikalleri saglar. 1 g APS 10 ml deiyonize su
icerinde ¢ozduriiliir. Kiigiik miktarlarda ve her hafta taze olarak hazirlanmalidir. 4°C’de,

koyu renkli sisede muhafaza edilmelidir.

TEMED (N, N, N,N-tetramethylethylenediamine): Akrilamid ve bisakrilamidin
polimerizasyonunu hizlandirir. TEMED sadece serbest baz formunda ¢alistigindan, pH

diisiik oldugunda polimerizasyon inhibe olacaktir.

Elektroforez (Tris- glisin) tamponu: 3 g tris ve 14.4 g glisin 1 g SDS 1000 ml igerisinde

¢Oziindiirtlir.

Ornek yiikleme Tamponu (5X Sample buffer) :Protein drneklerinin jele yiiklenmesi

sirasinda kullanilir. Gereken madde miktarlar1 Cizelge 3.7.’de verilmistir.
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Cizelge 3.7. Ornek yiikleme taponu igin gereken madde miktarlari

Bilesimi 10 ml
1 M Tris-HCI (pH 6.8) 0.6 mi
%50 Gliserol 5ml
%10 SDS 2ml
2-mercaptoethanol 0.5 mi
%1 bromophenol blue 1ml
H20 0.9 ml

+4°C’de birkag hafta, -20 °C’de birkag ay muhafaza edilebilir.

SDS-PAGE Jel boyama cozeltisi (Staining)

Elektroforezden sonra protein bandlarinin jel iizerinde goriiniir hale gelmesini saglamak
icin kullanilir. Jeli boyamak i¢in gerekli olan madde miktarlar1 Cizelge 3.8.’de
verilmigtir.

Cizelge 3.8. SDS-PAGE jel Boyama ¢ozeltisi igin gerekli madde miktarlari

Bilesimi 1000 ml

Coomassie Blue R-250 05¢

Metanol 450 ml
Asetik Asit 100 ml
H,O 450 ml

Boya metanolde ¢6ziindiikten sonra filtre kdgidindan siizdiiriiliip asetik asit ve su ilave

edilir. Koyu renkli sisede ve 4 °C’de saklanmalidur.

27



Jelden bovavi geri alma (destaining) cozeltisi

Mavi renge boyanan jelde sadece bandlarin goriinmesi i¢in uygulanir. Cizelge 3.9.’da

gereken madde miktarlar1 verilmistir.

Cizelge 3.9. Jelden boyay1 geri alma i¢in gerekli olan kimyasallar

Bilesimi 1000 ml
Metanol 100 ml
Asetik asit 100 ml
H,0 800 ml

% 12 Konsantrasyonunda viiriitme jelinin hazirlanmasi

Cizelge 3.10. Yiriitme jeli i¢in gerekli olan kimyasallar

Bilesimi 15 mi
H,O 4.9 ml
%30 Akrilamid 6 ml
Tris (pH 8.8) 3.8ml
%10 SDS 0.15ml
%10 APS 0.15 ml
TEMED 0.006 ml
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% 5 Konsantrasyonunda viikleme jelinin hazirlanmasi

Cizelge 3.11. Yiikleme jeli i¢in gerekli olan kimyasallar

Bilesimi 3ml
H20 2.1ml
%30 akrilamid 0.5ml
Tris (pH 6.8) 0.38 ml
%10 SDS 0.03 mi
%10 APS 0.030 ml
TEMED 0.003 ml

Biitiin malzemeler eklendikten sonra en son TEMED eklenir ve polimerlesen yiiriitme

jelinin tizerine dokdiliir. Polimerlesme tamamlandiktan sonra protein yliklemesi yapilir.
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3.2. Yontemler

3.2.1. Topraktan kitinaz iireten suslarin izolasyonu

Tokat Yesilirmak kenarindan alinan toprak 6rnekleri 10 gr tartilarak 90 ml su igerisinde
karistirilmis 1 saat dinlendirildikten sonra st sividan 1 ml alinarak 100 ml LB
besiyerine inokiile edilmistir. Shakerda 37 °C’de 24 saat boyunca inkiibasyona
birakilmistir. Elde edilen kiiltiirden, seri diliisyon (10'6-10'7) yapilarak koloidal kitin
igeren petrilere tek koloni diisecek sekilde yayma metoduyla ekim yapilmustir. 37 °C’de
36 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda tek diisen koloniler igerisinden
zon (seffaflagsma) olusturanlar ikinci saflagtirma basamag olarak saf kiiltiir elde etmek
icin Chitinase-detection agar (CHDA) igeren besiyerine ¢izgi ekim yapilarak 48 saat
inkiibasyona birakilmistir. Her giin kontrol edilerek iireme ¢izgisi hattinda ve ¢evresinde
hidroliz zonu olusumu goézlemlenmistir. Hidroliz zonu olusturan 3 sus ayrilmis ve stok
kiiltiirleri yapilmistir. En yiiksek verimle kitinaz enzimi iireten mikroorganizmayi
secmek icinde, ayr1 ayr1 koloidal kitin igeren sivi besiyerlerinde 48 saatlik tiretimler

gerceklestirilip maksimum enzim aktivitesi gosteren organizma ile devam edilmistir.

3.2.2. izole edilen Kitinaz iireticisi bakterinin tanillanmasi

Gram Boyama

Boyama prosediirii Coico’nun (2005), yontemine gerceklestirilmistir.

o Izolatlar LB besiyerinde 24 saat gelistirilmis ve kiiltiirden bir 6ze dolusu alinarak
lam {izerine yayilmistir.

o Ornek kurutulduktan sonra atesten birkag kez gegirilerek fiksasyon yapilmustir.

o Preparat tlizerine kristal viyole damlatilarak 1 dk bekletilmis sonra soguk musluk
suyu ile yitkanmustir.

. Lamdaki 6rnegin tamami iyot-liigol ¢ozeltisi ile boyanip 1 dakika bekletilmistir.
Preparat, suyla yavasca yikanmistir.

o Ornekteki mor renk gidinceye kadar (15 saniye) %96’lik etil alkol ile yikama

islemi gerceklestirilmistir.
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. Lam soguk sudan gegcirilip safranin ile 30 sn bekletilmis, saf suyla yikanip acik
havada kurumaya birakilmstir.
. Immersiyon yag damlatilarak mikroskopta 100X objektif kullanilarak

incelenmistir.

Genetik Tanilama

Topraktan izole edilen mikroorganizmanin tiiriinii belirlemek amaciyla genetik tanima
yapilmistir. Bunun i¢in 5 ml LB besiyerinde biiyiitiilen bakteriler OD:1 olunca santrifiij
edilip Biorad DNA Izolasyon Kiti kullanilarak DNA izolasyonu yapilmistir.

DNA izolasyonu i¢in asagidaki basamaklar uygulamistir:

1. OD:1.0 olan hiicrelerden 1,5 ml ependorfa alinarak 8000 rpm’de 2 dk santrifiij
edilmistir.

2. Siipernatant1 atilarak peletin {izerine 200 pul CL buffer eklenerek siispanse edilmistir.
3.Daha sonra 20 pul RNase A (20 mg/ml) eklenmis, karismasi i¢in vortekslenmis ve oda
sicakliginda 2 dakika bekletilmistir.

4.Sonra 6rnege 20 pl Proteinaz K (20 mg/ml) ve 400 pl Buffer BL eklenmis ve
karigsmasi i¢in hizlica vortekslenmistir.

5. 56°C” de 10 dakika inkiibe edilmis ve kisa bir santrifijj ile i¢ ¢eperlerdekiler tiipiin
dibine dogru indirilmistir.

6. Lizatin tizerine 400 ul saf etanol eklenmis, vorteks ile iyice karistirilmistir ve kisa bir
santrifiij ile i¢ ¢eperlerdekiler tiipiin dibine dogru temizlenmistir.

7. Karisimdan 700 pl dikkatlice SV kolona transfer edilmis, kolonun kapagi kapatilmas,
6000g’de ( >8000 rpm) 1 dakika santrifiij edilmistir. Kolonun altina inen s1v1 atilmistir.
8. Karigim bitene kadar 7. basamak tekrarlanmis ve sonrasinda kolonun altinda ki
toplama tiipli yenisi ile degistirilmistir.

9. 600 ul Buffer BW eklenmis ve 6000g’de ( >8000 rpm) 1 dakika santrifiij edilmis ve
toplama tiipili yenisi ile degistirilmistir.

10. 700 pl Buffer TW eklenmis ve 6000g’de ( >8000 rpm) 1 dakika santrifiij edilmis,
asag1 inen s1v1 atilmis ve kolon tekrar toplama tiipiine takilmigtir.

11. Yikama soliisyonu kalintilarinin kolon duvarlarindan temizlenmesi i¢in 1 dakika son

hizda santrifiij yapilmis ve SV kolon yeni 1.5 mI’lik eppendorf tiipiine alinmistir.
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12. 200 pl Buffer AE eklenmis ve oda sicakliginda 1 dakika inkiibasyona birakilmistir.
Daha sonra son hizda 1 dakika santrifiij yapilmis ve alt tarafta DNA elde edilmistir.

3.2.3. Optimum Kitinaz Enzim Aktivite Zamaninin Belirlenmesi

250 ml’lik erlene 100 ml koloidal kitin ile hazirlanmis sivi besiyeri konulup
otoklavlanmistir. 5 ml LB besiyerine -80 %C’den alman stok kiiltiirden 100 ul aliarak
organizmanin aktiflesmesi saglanmistir. 18 saatlik aktiflestirilmis olan kitinaz iireticisi
bakteriden erlene 1 ml eklenip calkalamali olarak 30 °C’de 200 rpm’de 39 saat boyunca
inkiibasyona birakilmistir. Maksimum aktivitenin belirlenmesi i¢in belirli araliklarla
inkiibasyon sonlandirilip santrifiijlenmistir. Siipernatantta bulunan enzim aktivitesi

Olciilmiistiir.
3.2.4. Antifungal aktivite testleri

Fungal patojenler, tohum kuvvetini azalttiklar1 ve bitkinin biiyiime asamalarinda
zayiflattig1 i¢in zararlidir. Mantarlarin neden oldugu tohum kaynakli hastaliklar, mantar
hiflerinin yerlesmesi ve uyku haline gelmesinden dolayr kontrol edilmesi zordur. Eger
enfekte veya kontamine olmus tohum, kontamine olmayan toprakta ekilirse, patojen bu

toprakta ¢ogalabilir.

Calismamizda A. niger, F. solani, A. alternata, B. cinerea, Phytophthora sp., Sclerotinia
sp., Penicillium sp. fungal patojenleri kullanilmistir. Calismamizda kullanilan patojen
funguslar PDA besiyerinde c¢alisilmistir. Fungal sporlarin petri ylizeyinde kontrolsiiz
olarak ¢ogalmasini 6nlemek icin, ekim yapilirken petri kaplar ters gevrilerek, {i¢ nokta
metodu ile funguslarin ekim islemleri gergeklestirilmistir. 30 C’de 48 saat inkiibasyona
birakilarak misel olusumlar1 gdzlemlendikten sonra antifungal aktivite testlerinde

kullanilmislardir.
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Izole edilen mikroorganizmanin fungal patojenler iizerine etkisi

Kitinaz treticisi mikroorganizmanin fungal patojenler {izerindeki etkisini aragtirmak
icin; PDA besiyeri iceren petrilerin bir ucuna test funguslar1 nokta ekimi ile inokiile
edilmistir. 30 °C’de 48 saat inkiibasyonun ardindan yeterli misel olusumu
gozlemlendikten sonra petrinin diger kismina Kkitinaz Treticisi bakterinin ekimi
gergeklestirilmistir. Ardindan inkiibasyona 24 saat daha devam edilmistir. Sonrasinda

olusan zonlar gézlemlenmistir.

Kismi saflastirilan kitinaz enziminin fungal patojenler lizerine etkisi

Kismi olarak saflastirilmis kitinaz enziminin test funguslari tizerindeki etkisi 2 farkli yol
ile aragtirllmistir. Birinci yolda PDA besiyeri yiizeyinin tamami enzim ile kaplanmaistir.
Ikinci yolda ise petrinin bir ucunda fungus ekimi diger ucunada enzim eklenmesi ile

yapilmistir.

Birinci yolda; PDA besiyerindeki petrinin yiizeyine 100 uL kismi saflagtiriimis kitinaz
enzimi yayilmistir. Deneyde kontrol gruplarimin yiizeyleri enzim ile kaplanmamaistir.

Test funguslari {i¢ nokta ekim yapilip 7 giin boyunca olusan zonlar gézlemlenmistir.

Ikinci yol olarak PDA besiyeri igeren petrinin bir ucuna test funguslarmin ekimi
yapilmis ve 30 °C’de inkiibasyona birakilmistir. 48 saat inkiibasyonun ardindan yeterli
misel olusumu gozlemlendikten sonra petrinin diger kismina 30 pL kismi saflastirilmis

kitinaz enzimi eklenmis ve ilave 5 giin boyunca olusan zonlar gézlemlenmistir.

3.2.5. Kitinaz enzim aktivitesinin kantitatif olarak belirlenmesi

Saflagtirilan 3 adet mikroorganizma, koloidal kitin igeren besiyerlerinde 39 saat
boyunca ¢ogaltilmiglardir. Bu organizmalardan en ¢ok kitinaz enzimini tireteni bulmak
icin erlenlerden 12. ve 24. saatte ve devaminda her 3 saatte bir 1 ml 6rnek alinarak
aktivitesine bakilmistir. 39 saatin sonunda en fazla kitinaz enzimi {reten

mikroorganizma ile galismalara devam edilmistir.
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Aktivite tayininde;

1. Alinan 2 ml 6rnek 10000 rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir. Hem siipernatant hem
pellet kismina test yapilmistir.

2. Siipernanattan 100 pl 6rnek alinarak iizerine 900 pl substrat (% 1 kolloidal kitin
iceren 0,05 M pH 7.0 fosfat tamponu) eklenmis ve 35 C’de 60 dakika inkiibasyona
brrakilmstir.

3. Su banyosundan ¢ikarilan tiipler 10000 rpm’de 10 dk santrifiijlenmistir.

4, Siipernatanttan 1 ml, DNS reaktifinden 1 ml alinip karistirllmistir. Kor olarak 1
ml su, 1 ml DNS reaktifi kullanilmistir.

5. 15 dk 100 °C’de kaynatilmustir.

Soguduktan sonra 540 nm’de spektrofotometrede Ol¢iim yapilmistir. Absorbanslar
Uniteye gevrilerek tabloda gosterilmistir. Grafikte maksimum aktivite saati tespit

edilmistir.

Kitinaz enziminin aktivitesi belirlenirken hazirlanan standart egri grafiginden
yararlanilmistir. Bu standart egri grafigi N-asetilglukozamin (NAG) standart ¢ozeltisi
kullanilarak ¢ikarilmistir. 1 unite enzim aktivitesi, 1 dakikada 1 pmol NAG’in agiga
¢ikmasi i¢in gerekli olan enzim miktari olarak tanimlanmugtir.

Kitinaz enziminin aktivitesinin hesaplanabilmesi i¢in gerekli olan standart egri grafigi

Sekil 3.1.’de verilmistir.

MN-Asetilglukozamin Standart egri

v =2993x - 0,007
R*=10,996

0,05 0,1 0,15 0,2 0.25 0.3
M-asetilglukozamin (pmol/ml)

Sekil 3.1. Kitinaz enziminin aktivitesinin hesaplanmasinda kullanilan standart egri
grafigi
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3.2.6. Aktivite dl¢iimiinde enzim miktarinin optimizasyonu

Kitinaz aktivitesi Olcililecegi zaman kullanilacak enzim miktarin1 belirlemek igin
substrat (koloidal kitin) miktar1 sabit tutularak 20 pl, 40 pl, 60 pl, 80 pl, 100 pl, 120 pl
enzim miktarlariyla reaksiyonlar, 50 mM Fosfat (pH 7.0) tamponunda %21 koloidal kitin
varliginda 35°C’de 60 dk siire ile gerceklestirilmistir. Reaksiyonlar sonucunda aktivite

Ol¢iimii calismalarinda kullanilacak enzim miktar1 belirlenmistir.

3.2.7. Bradford metodu ile protein miktari tayini

Bu yontemde, proteinindeki pozitif yiike baglanan negatif yiiklii Commassie Brillant
Blue G-250 boyasi kullanilarak 1-100 pg hassasiyette Olglimler gerceklestirilmistir
(Ernst ve ark., 2010). Protein miktar1 tayini i¢in 50 pl saflagtirllmis enzim Ornegi
tizerine 1 ml Bradford reaktifi eklenmis ve oda sicakliginda 10 dakika karanlikta
bekletildikten sonra UV spektrofotometrede 595 nm’de absorbans olgiimii yapilmistir.
Kor olarak enzim yerine 50 pl distile su kullamlmistir. Olgiim sonucu elde edilen

degerlerden protein miktar1 hesaplanmaistir.

Sigir serum albumin (BSA) standardi, saf su ile 1 mg/ml stok olarak hazirlanmistir. Bu
stoktan 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 ve 1.0 mg/ml olacak sekilde seyreltmeler yapilarak standartlar
hazirlanmigtir. Seyreltme cozeltisi olarak saf su kullanilmistir. Standart egriden elde
edilen formiile gére 6rneklerin protein miktarlari bulunmustur.

Spesifik enzim aktivitesi = toplam enzim aktivitesi (U) / toplam protein miktari (mg)

formiiliine gore hesaplanmistir.

3.2.8. Kitinaz enziminin kismi saflastirilmasi ve karakterizasyonu

Amonyum siilfat coktiirmesi ve diyaliz

Amonyum siilfat ¢oktiirme, bir ¢6zeltiden protein saflastirmasi ve konsantre edilmesi
icin en yaygin kullanilan yontemlerden biridir. Soliisyonda, proteinler agiga ¢ikan

kutupsal ve iyonik gruplari boyunca su molekiilleri ile hidrojen baglari olusturur.
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Yiiksek konsantrasyonlarda, amonyum siilfat gibi yiiklii iyonlar eklendiginde, bu
gruplar su molekiillerine baglanmak icin proteinlerle rekabet eder. Bu, su molekiillerini
proteinden uzaklastirir ve ¢oziiniirliigiinii azaltip ¢okelme ile sonuglanir. Belirli bir
proteinin ¢okelecegi konsantrasyonu etkileyen kritik faktorler sunlar igerir: Kutupsal
gruplarin sayis1 ve konumu, proteinin molekiiler agirligi, ¢dzeltinin pH's1 ve ¢okelmenin
gergeklestirildigi sicaklik. Amonyum siilfat protein ¢oktiirmede genellikle tercih edilen
bir tuzdur, ¢linkii ucuzdur, suda ¢ok ¢6ziiniirdiir ve diger iyonik ¢oziiciilerden ¢ok daha
fazla hidratlanabilir (daha fazla su molekiilii ile etkilesime girebilir). Amonyum stilfat
¢okeltmesi, yalnizca proteinlerin ¢oziiniirliiglinli azalttir, denatiire etmez.

Koloidal kitin i¢ceren 200 ml’lik besiyerine 18 saatlik aktif kiiltiirden %1 olacak sekilde
inokiilasyon yapilmis shakerda 30 %C’de 200 rpm’de inkiibasyonu gerceklestirilmistir.
Sonrasinda 6000 rpm’de 20 dk santrifiij edilerek hiicre peleti uzaklastirilmistir. Santrifiij
edildikten sonra elde edilen siipernatant (200 ml) ile amonyum siilfat ¢oktiirmesi
gerceklestirilmistir. Enzimin ¢oktiigli amonyum stilfat doygunluk araligt EK 1’de
verilen tablodan hesaplanarak bulunmustur. Kitinaz enzimi i¢in her amonyum siilfat
doygunluk araliginda ¢okelek ve siipernatantta enzim aktivitesi Ol¢iilmiistiir. Enzim
aktivitesinin yiiksek oldugu aralik kitinaz enziminin amonyum siilfat doygunluk aralig1

olarak kabul edilmistir.

Kitinaz enzimimizin boyutunu bilemedigimiz i¢in gradient ¢oktiirme uygulanmistir. %
20 i¢in gerekli olan amonyum siilfat miktar1 her 100 ml i¢in 10.7 g olarak hesaplanmis
ve +4 °C’deki manyetik karistirici lizerindeki enzim soliisyonuna yavas yavas ilave
ederek ¢Ozlinmesi saglamistir. 2 saat siiren karistirmanin ardindan 10000 rpm’de +4
%C>de 10 dakika santrifiij edilmistir. Pelet 0.05 M fosfat tamponunda (pH 7.0) ¢éziilerek
aktivitesine bakilmak iizere +4°C’de saklanmustir. Siipernatanta, % 40 igin gerekli olan
amonyum siilfat miktar1 her 100 ml i¢in 10.99 g olarak hesaplanmis ve +4 °C’deki
manyetik karigtirict  lizerindeki enzim sollisyonuna yavas eklenmistir. 4 saat
karistirildiktan sonra karistm 10000 rpm’de +4 °C>de 10 dk santrifiijlenmistir. Pelet i¢in
ayni1 islem gerceklestirilip +4 9C’de saklanmustir. Ayni islemler %60 i¢in de yapilmstir.
Son ¢oktiirme isleminin ardindan elde edilen siipernatantta ve peletlere aktivite tayini

yapilmustir.
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Amonyum siilfat ¢oktiirmesinden sonra elde edilen %60 araligindaki ¢okelekler, enzim
aktivitesini etkileyen safsizliklar ve iyonlarin uzaklastirilmasi i¢in 10000 Da cut off
degerine sahip diyaliz membranina almarak +4°C’ de pH 7.0 ve 0,05 M olan fosfat
tamponunda 1 gece diyaliz yapilmistir. Diyaliz tamponu diizenli araliklarla

degistirilmistir. Diyaliz sonrast iiriin +4°C’de muhafaza edilmistir.

Kitinaz enziminin calistig1 optimum sicaklik degerinin belirlenmesi

Kismi saflastirilmis kitinaz enziminin optimum reaksiyon sicakliginin belirlenmesi
amaciyla 0.05 M pH 7.0 Fosfat tamponu ile hazirlanmis % 1°lik colloidal kitin substrati
ile sirasiyla 20, 30, 40, 50, 60°C’de Eppendorf Termomixer cihazinda gerceklestirilen
aktivite deneyleriyle bulunulmustur. Aktivite tayini igin 100 pL enzim ve 900 pL

substrat karigtirilarak standart aktivite tayini yapilmistir.

Kitinaz enziminin saklanma kosullarinin belirlenmesi

Kismi olarak saflastirilan kitinaz enziminin diyaliz sonrasinda bir kismi liyofilizatérde
kurutularak muhafaza edilirken bir kism1 da 4°C’de 20 °C’de ve -20°C’de saklanmistr.
Belirli stireler sonunda enzimlerin aktivitelerine bakilmistir. Bu sayede enzimin sicaklik

stabilizasyonu belirlenmistir.

Kitinaz enziminin calistig1 optimum pH’1n belirlenmesi

Kitinazin en iyi ¢alistigi pH’y1 bulmak igin, pH’s1 2.0-4.0 olan 50 mM Sitrat tamponu,
pH’s1 5.0-8.0 olan 50 mM Fosfat tamponu, pH’s1 9.0 olan 50 mM Glisin-NaOH
tamponlar1 kullanilarak igerisinde %1 kitin bulunan substrat ¢ozeltileri hazirlanmistir.
Aktivite tayini i¢cin 100 pL enzim c¢ozeltisi ile 900 pL substrat vorteks ile
kanistirildiktan sonra 60 dakika 35°C’de reaksiyona sokulmustur. Su banyosundan
¢ikarilan tiipler 10000 rpm’de 10 dk santrifiijlendikten sonra 1 ml DNS reaktifi eklenip
10 dakika kaynatilarak reaksiyonun durdurulmasi saglanmistir. Son olarak kore karsi
540 nm’de spektrofotometrede dl¢lilmiistiir. Gozlenen optimum pH daha sonraki deney

sartlarinda kullanilacak olan reaksiyon pH’s1 olarak belirlenmistir.
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Farkli substratlarda kitinaz aktivitesi

DNS yontemi ile indirgen seker analizi yapildig: i¢in ve ¢alismamizda enzim karigimi
kullanildig1 i¢in, kismi olarak saflastirilan kitinaz enzim karigiminin 4 farkli substrata
ilgisi arastirilmistir. Daha Onceden saflastirilmis olan (amonyum siilfat ile ¢oktiiriiliip,
diyaliz islemi yapilmis olan) kitinaz enziminin kolloidal kitin, nisasta, seliiloz ve kitin
substratlarma karst gostermis oldugu aktivite degerleri Olgiilerek substrat spesifitesi
belirlenmistir. Substratlar %1 oraninda hazirlanarak, 0,05M fosfat tamponunda (pH 7.0)
cozlilmiistir. Seliiloz olarak filtre kagidi kullanilmistir. Aktivite degeri daha once

aciklanan standart DNS yontemi ile belirlenmistir.
Aktivite testi i¢in en uygun tampon olan fosfat tamponu (pH 7.0) ve en uygun sicaklik
degeri olarak 30 °C kullanilmistir. 60 dakikalik inkiibasyon sonucunda DNS metodu ile

spektroskopik 6l¢iimii yapilmis ve absorbans degerleri tiniteye ¢evrilmistir.

Kitinaz enzim kinetiginin belirlenmesi

Saflastirilan kitinaz enziminin Kinetik sabitlerinin belirlenmesi i¢in 0.05 M pH 7.0 fosfat
tamponu ile %0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0, 1.2, 1.4, 1.6, 2’lik koloidal kitin substrat ¢ozeltisi
hazirlanmis ve kitinaz enzim aktivitesi tayini yapilmistir. Farkli konsantrasyonlara sahip
koloidal kitin substratt hazirlanmak icin %2’lik stok ¢ozerli hazirlanmis ve farkl
konsantrasyonlar i¢in seyreltmeler yapilmistir. Biitiin konsantrasyonlarda enzim

aktivitesi tayin edilmistir.

Substratlarin baslangi¢ konsantrasyonlar1 “S”, enzim aktiviteleri “V” olarak kabul
edilmis, grafige 1/S ve 1/V seklinde yerlestirilerek Lineweaver-Burke grafigi
olusturulmustur. Elde edilen grafigin egimi Michaelis Menten esitliginde kullanilarak

Km Ve Vmax sabitleri bulunmustur.
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SDS poliakrilamid jel elektroforezi

Enzimin molekiiler agirli§inin belirlenmesi amaciyla SDS-PAGE analizi yapilmistir. Bu
amagla 10 mL alt jel hazirlanarak hava kabarcigi kalmadan 30-45 dk jelin
polimerlesmesi beklenmis, alt jel iizerine diizgiin bir sekilde polimerlesmesi igin Su
dokiilerek, kurutma kagidi ile jele zarar vermeden uzaklastirilmistir. Ust jel hazirlanip
alt jelin lizerine dokiildiikten sonra, hizlica tarak yerlestirilmis ve 30 dk boyunca jelin

polimerlesmesi saglanmistir.

25'er ul protein ebatlar1 belirlenecek drneklerden, 0.5 ml” lik santrifiij tiiplerine 5’er pl
sample buffer ile birlikte eklenmis ve vortekslenerek civarlara bulasan 6rnekler 8000
rpm de 3-4 sn spin yapilarak toplanmistir. Proteinlerin denatiirasyonu 100 °C'de 10 dk
stireyle gergeklestirildikten sonra, buz {izerine alinmistir. Hazir olan jelin {izerinden
tarak dikkatlice alindiktan sonra acilan kuyular, yiiriitme tamponu ile pipet yardimiyla
yikanmustir. Jeller kasete yerlestirilip, markerdan 5 pl, 6rneklerden 20 pul pipet yardimi
ile jele yiiklenmistir. Ornekler iist jeli gecene kadar 100 V, alt jelde 150 V'ta
yirltilmistir. Yiritme islemi tamamlandiktan sonra jel Coomassie Brillant Blue
(%0,125 Coomassie Brillant Blue R-250, %50 metanol, %10 asetik asit) boyas1 ile 1
saat boyanmis, hemen ardindan yikama soliisyonunda gece boyu yikanarak jel

gOriintlisti alinmustir.
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4. BULGULAR

4.1.CHDA’da (Chitinase-detection agar)’da Kitinaz Ureten Suslarin Saptanmasi

Nehir kenarindan alinan 6rnekler kitin iceren besiyerine ekildikten 36 saat sonrasinda
petrilerde zon olusumu goézlemlenmistir. Zon olusturan birbirinden morfolojik olarak
farkli kolonilerden rastgele olarak 10 6rnek alinmis ve yeni petrilere tek nokta ekimleri
yapilmistir. En biiyiik zon ¢apini 4, 7 ve 10 numarali 6rnekler olusturmustur. Bu ii¢
ornekte tek petride ekimleri yapilarak zon ¢aplari 6l¢iilmiis ve en biiyiik zon olusturan

10 numaral1 6rnek ile calismalara devam edilmistir.

Sekil 4.1. CHDA agarda kitinaz iireticisi organizmalarin zon olusturanlardan secilimi

Sekil 4.2. (a): CHDA agarda kitinaz treticisi 3 organizmanin olusturdugu zonlar (b):
CHDA agarda en biiyiik zonu olusturan kitinaz iireticisi 10 organizmanin olusturdugu
Z0n
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4.2. izole edilen Kitinaz Ureticisi Bakterinin Tanilanmasi

4.2.1. Gram boyama

Segilen 10 numarali mikroorganizma gram boyanma Ozelliklerine gore tanimlanmigtir.
Gram boyama prosediiriine gére boyama gerceklestirilmis ve organizmanin gram

negatif oldugu gézlemlenmistir. Sekil 4.3.’te 151k mikroskobu ile goriintiisii verilmistir.

Sekil 4.3. Kitinaz iireticisi mikroorganizmanin 151k mikroskobu ile goériintiisii (100x)

4.2.2. Genetik tanilama

Gram negatif olan organizmanin 27F ve 907R bakteri primerleri ile yapilan 16S rRNA
dizi sonucu elde edilen kromotogramlar Finch TV Version 1.4.0 programi kullanilarak
acilmis ve goriintiisti Sekil 4.4’de verilmistir. Kromotogram temizlenip forward ve
reverse diziler birlestirildiginde elde edilen 825 bp, biyoinformatik sitelerinde bilinen

tirlerin dizilerine kars1 taranmustir. (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Fast

Minimum Evolution algoritmasi kullanilarak elde edilen soyagaci ve dizi Sekil 4.5°da

verilmistir.
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GT CGHGGGGGH mmcﬁG ’GG.VWCG CT GCT AAT ACC GC AT HLGLEL’HLGGGGGHHHGC GGGG ACCT ’nGGGcc”GchGn T GGAT n’GLLC GGBT BGGAT
140 210

il lﬂnﬂwnmhumhllllmulmhnmhumhmhhmmluuhﬂmlmlnm gl

GCTT GTT GOT GAGGT AAT GGCT CACCAAGGD GAC GAT CCOT AGCT GGTCT GAGAGGAT GATCAGE CACACT GBAACT GAGACA CGG ccagaCT cc ACBGGA GGC G
220 230 240 250 260 270 280 250

MMMMMMNMWWWWMMMMMMWWWMW

AGT GGG GAAT ATT GCACAAT BBGGGAAACCCT GAT GCABCCAT GCC GC GT GT GT GAAGAAGGE LT TC GGGTT GT AAAGCACT 1T CAGE GAGGAGGAAAGGT T 6GT A G
330 340 380 390 400 410 420 430

MJ\WWM

TTAAAACT 6T CCHGC AGAGT c”G —\GHGGGGGG HGHH”CC—\GG 6T,
810

HGCGCHCGC—\GGCGG”GGH HHG”AGH GT Gnn—\GCCCCGGGC CHHCC GGGAATT GCAT
600

Sekil 4.4. 27F primeri ile olusturulan 16s rRNA dizi analizi kromotogrami

5’-CATGCATGTCGAGCGGCAGCGGGAAAGTAGCTTGCTACTTTTGCCGGCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTG
GGAAATTGCCCAGTCGAGGGGGATAACAGTTGGAAACGACTGCTAATACCGCATACGCCCTACGGGGGAAAGCAGG
GGACCTTCGGGCCTTGCGCGATTGGATATGCCCAGGTGGGATTAGCTTGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGA
CGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCA
GTGGGGAATATTGCACAATGGGGGAAACCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAG
CACTTTCAGCGAGGAGGAAAGGTTGGTAGCTAATAACTGCCAACTGTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAA
CTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGC
GGTTGGATAAGTTAGATGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAATTGCATTTAAAACTGTCCAGCTAGAGTCTTGTA
GAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGLCGGCCCCC
TGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAA
ACGATGTCGATTTGGAGGCTGTGTCCTTGAGACGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTAAATCG-3’

@ Bacterium strain BS1515 168 ribosomal RNA gene, partial sequence
Q _-?}Acromonas hydrophila strain HLY6 168 ribosomal RNA gene, partial sequence
1 Aeromonas punctata strain JNC1003 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Q * Aeromonas veronii strain 4pM21 168 ribosomal RNA gene, partial sequence
» Aeromonas media strain 218-c pink 168 ribosomal RNA gene, partial sequence
O Aeromonas caviae JCM 2363 gene for 168 ribosomal RNA, partial sequence
©Aeromonas rivipollensis strain PS23432CH 168 ribosomal RNA gene, partial sequence
Aeromonas sp. NM-21 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Aeromonas taiwanensis partial 165 rRNA gene, isolate P1D3
@ 9 Aeromonas media strain H12 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Q 9 Aeromonas media strain E2EL15 168 ribosomal RNA gene, partial sequence
@ 5 Aeromonas sp. strain 5.46 165 ribosomal RNA gene, partial sequence

| 0.0006 | 00 9cl|Query_65851

& Aeromonas caviae strain H13 168 ribosomal RNA gene, partial sequence

Sekil 4.5. Dizi sonucu ve soyagaci
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Buna gore izolatin Aeromonas caviae strain H13 ile %99 benzer olarak yakin oldugu
belirlenmistir. Ancak soyagacina bakildiginda Aeromonas tiirleri arasinda birbirine ¢ok
gecis oldugu, A. media ve A. taiwanensis tiirlerinin de izolatimiza yakin oldugu
goriilmiistiir. Herhangi bir karmasaya yer vermemek icin izolattmiz Aeromonas sp.

BHCO02 olarak tanimlamastir.

4.3. Antifungal Aktivite Testleri

4.3.1. Mikroorganizmann fungal patojenler iizerine etkisi

Aeromonas sp. BHCO02 olarak tanimlanan 10 numarali kitinaz ireticisi bakteri de
petriye inokiile edilerek test funguslari ile birlikte inkiibe edildigi deneyler sonucunda
kitinaz ireticisi mikroorganizmanin test funguslarina karsi antagonistik bir aktivite

gosterdigi tespit edilememistir.

4.3.2. Kitinaz enziminin fungal patojenler iizerine etKisi

Kismi olarak saflastirilmis kitinaz enziminin test funguslari tizerindeki etkisi 2 farkli yol
ile aragtirllmistir. PDA besiyeri yiizeyinin enzim ile kaplandigi ¢alismada, 7 giiniin
sonunda yapilan gozlemlerde enzimin Penicillium digindaki (Sekil 4.6.) diger

funguslarinin biiyiimesi lizerinde herhangi bir inhibisyona yol agmadig1 goriilmiistiir.

Sekil 4.6. (a): PDA agarda yiizeye herhangi bir islem uygulanmadan Penicillium
fungusunun biiytimesi (b): Yiizeyine kitinaz enzimi uygulamis PDA agarda Penicillium
fungusunun biiylimesi
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Test funguslarinin misel olusumu gergeklestikten sonra kitinaz enziminin ilave edildigi
caligma sonucunda ise A. alternata, F. solani, B. cinerea funguslarina kars1 sekillerde

goriildiigi iizere inhibisyon zonlar1 belirlenmistir.

Sekil 4.7. PDA agarda Alternaria alternata fungusu tizerinde kitinaz enzimin inhibisyon
zonu olusturmasi

Sekil 4.8. PDA agarda Fusarium solani fungusu iizerinde kitinaz enzimin inhibisyon
zonu olusturmasi
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—
Sekil 4.9. PDA agarda Botrytis cinerea fungusu iizerinde kitinaz enzimin inhibisyon

zonu olusturmasi

4.4, Kitinaz Enziminin Uretimi, Kismi Saflastirilmasi ve Karakterizasyonu

4.4.1. Kitinaz enziminin en yiiksek iiretiminin yapildigi zamanin belirlenmesi

LB besiyerinde 18 saatlik 6n aktivasyonu yapilan organizma, kolloidal kitin iceren sivi
besiyerine inokiile edilerek kitinaz enzim aktivitesine bakilmistir. 39 saat boyunca 6rnek
aliarak aktivite testleri yapilmistir. Spektrofotometreden alinan absorbans degerleri

Uniteye ¢evrilerek maksimum enzim iiretme zamani belirlenmistir.

Sekil 4.10. Koloidal kitin iceren sivi besiyerlerinde organizmanin 1. ve 39. Saat sonrasi
olusan renk degisimleri

Stire¢ basinda ve sonunda besiyerinin goriintiisiindeki degisiklikler Sekil 4.8’de

gosterilmistir. Kantitatif enzim aktiviteleri 6l¢limleri sonucunda ise mikroorganizmanin
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maksimum enzim {iretme zamaninin 30. Saat oldugu Sekil 4.11.’de verilen grafikte

gosterilmistir.
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Sekil 4.11. Optimum kitinaz enzim tiretiminin gergeklestigi ikiibasyon siiresi

Hiicrenin biiylimesine bagli olarak enzim aktivitesi giderek artma egilimi gostererek 30.
saatte maksimuma ulasmis, daha sonra ise hizli bir sekilde kitinaz ezim aktivitesinin

azaldig1 gorilmistiir.

4.4.2. Aktivite ol¢iimiinde enzim miktarnn belirlenmesi

DNS yontemi ile olglilen kitanaz enzim aktivitesi deneyinde kullanilacak optimum
enzim miktarini belirlemek i¢in koloidal kitin substrat miktar1 sabit tutularak 5 farkl

hacimde enzim miktar1 aragtirilmistir. Sekil 4.12.°de sabit substrat miktarina karsi

optimum enzim miktarinin belirlendigi grafik gosterilmistir.
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Aktivite( U/ml.dk)

20 ul 40 pl 60 ul 80 ul 100 pl 120 pl
Enzim Miktan

Sekil 4.12. Sabit substrat miktarina kars1 optimum enzim miktarinin belirlenmesi

Sekil 4.12°da goriildiigl iizere 100 pl enzim kullanildiginda optimum enzim aktivitesi

tespit edilmistir. Sonraki ¢alismalarda bu enzim miktart kullanilarak devam edilmistir.

4.4.3 Bradford metodu ile protein miktar: tayini

Enzim karisimindaki toplam protein konsantrasyonunu belirlemek icin Bradford
yontemi kullanilmigtir. BSA  kullanilarak belirlenen ve protein konsantrasyonun

hesaplanmasinda kullanilacak standart grafik Sekil 4.13.’te gosterilmistir.

0.6 BSA standart efri
05
= R*=0993
= 03
l&
3
% 02
01
(
0 0.1 0.2 03
BSA (mg/ml)

Sekil 4.13. BSA standart egri grafigi

47



Buna gore y=2.645x denklemindeki x degeri, enzim karisitmindaki bilinmeyen protein
konsantrasyonunu verecektir.
Spesifik enzim aktivitesi= toplam enzim aktivitesi (U)/ toplam protein miktari(mg)

formiiliine gore hesaplanarak bulunmustur.

Diyaliz sonrasi kismi olarak saflastirilmis triindeki 6rnek 1/10 ve 1/100 oraninda
seyreltilerek 6l¢iim yapilmistir. BSA ile hazirlanmis olan standart grafigin egiminden

ornekteki toplam protein miktar1 0.2509 mg/ml olarak bulunmustur.

4.4.4. Kitinaz enziminin amonyum siilfat ¢oktiirmesi ile kismi saflagtirillmasi ve
diyaliz

Gradient tuz ¢oOktiirme islemi sonucunda peletlerde herhangi bir aktiviteye
rastlanmamistir. Cizelge 4.1.’de kismi saflastirilan kitinaz enziminin saflastirma profili
Ozetlenmistir. %60 amonyum siilfat ¢oktiirme sonrast kismi olarak saflastirilan enzimin

aktivitesi %5.17°1ik verimle 0,61+0,24 U/mL olarak tespit edilmistir.

Cizelge 4.1. Kismi saflastirilan kitinaz enziminin saflastirma profili

Aktivite | Protein Spesifik Saflastirma | Saflastirma
(U/mL) | (mg/mL) | Aktivite katsayisi Verimi
(%)
Baslangic 1.18 0.2509 4,703 1 100
%60 ¢oktiirme 0.61 0.0907 6.73 1.43 5.17

4.4.5. Kitinaz enziminin ¢ahstig1 optimum sicaklik degerinin belirlenmesi

Sekil 4.14.’te pH 7.0’de kitinaz enzimin farkli sicaklik araligindaki aktivitesi grafik

olarak gosterilmistir. En uygun optimum sicaklik degerinin 30 °C oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 4.14. Kitinaz enzimin farkli sicaklik aralifindaki aktivitesi

4.4.6. Kitinaz enziminin stabilizasyonu

Diyaliz sonrasi olan iiriiniin iki farkli sicaklik degerinde uzun siire bekletilmesi sonucu
aktivasyonunda olusabilecek degerleri gozlemlemek igin stabilizasyon testi
uygulanmistir. Cizelge 4.2.°de kitinaz enzimin farkli sicakliklarda stabilizasyonu

Ozetlenmistir.

Cizelge 4.2. Kitinaz enzimin farkl sicakliklarda stabilizasyonu

Baslangig | 1. giin sonunda | 1.ay sonunda | 2.ay sonunda
Aktivitesi | kitinaz aktivitesi | kitinaz  aktivitesi | kitinaz aktivitesi
(U/mL) (U/mL) (U/mL) (U/mL)

+4 °C 0.45+0.05 0.50+0.06 0.47+0.04

20°C | 0-53%0:06 5557603 0.3740.06 0.4240.02

20 °C’deki aktivitesinde birinci giiniin sonunda 0.42 U, besinci giiniin sonunda 0.36U
olmustur. Aktivite 1. Ay sonunda kaybedilmistir. Buna gore enzimin buzdolabinda 2 ay
boyunca saklanmasinda aktivitesinin %85’ini korudugu tespit edilmistir. Bunun da

ticari olarak dnemli oldugu diistiniilmektedir.
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4.4.7. Kitinaz enziminin ¢alistig1 optimum pH’in belirlenmesi

Substrat enzim reaksiyonunun en iyi ¢alistigt pH araligim1 bulmak yapilan ¢alismada
maksimum aktivitenin fosfat tamponunda pH 7.0’de gergeklestigi goriilmiis ve
deneylerde bu degerin kullanilmas1 belirlenmistir. Ancak yine de enzimin genis bir pH
araliginda aktif oldugu gorilmiistiir. Sekil 4.15.°de kitinaz enzimin farkli pH

araligindaki tamponlarda aktivitesi grafik olarak gosterilmistir.

o
H
J

o
w
1

Aktivite( U/ml.dk)
o o
[y N

o

2 3 4 5 6 7 8 9
pH Aralig

Sekil 4.15. Kitinaz enzimin farkli pH araligindaki tamponlarda aktivitesi

4.4.8. Farkh substratlarda Kitinaz enzim karisiminin aktivitesi

Sekil 4.16.’da kismi saflastirma sonucu elde edilen kitinaz enzim karigiminin farkli

substratlara kars1 aktivitesi gosterilmistir.

Seliloz

Nisasta

Kitin

Farkl substratlar

Koloidal Kitin

0 0,1 0,2 0,3 0,4
Kitinaz enziminin aktivitesi (U)




Sekil 4.16. Kitinaz enzimin farkli substratlardaki aktivitesi

Saflagtirilan enzim karisiminda seliilaz, amilaz aktiviteleri de gozlense de en yiiksek
aktivitenin substrat maddesi olarak koloidal kitin kullanildiginda elde edildigi
bulunmustur. Buna gore karisimda her ne kadar seliilaz ve amilaz aktivitesi gdsteren

enzimler olsa da kitinazin daha yiiksek oranda bulundugu kabul edilmistir.

4.4.9.Kitinaz enziminin kinetiginin belirlenmesi

Kismi saflastirilmis kitinaz enziminin kolloidal kitine olan ilgisinin aragtirilmasi
sonucunda (Cizelge 4.3) elde edilen grafigin egiminden Michaelis Menten esitliginde

kullanilarak Km ve Vmax sabitleri bulunmustur.

Cizelge 4.3. Lineweaver-Burke grafigi i¢in ham veriler

Koloidal kitin Substrat Aktivite 1/S 1V
konsantrasyonu (tinite) (V)
(mg/ml)
0.2 0.22 5 4.54
0.4 0.40 2.5 2.5
0.6 0.70 1.66 1.42
0.8 0.75 1.25 1.33
1 0.81 1 1.23
1.2 0.91 0.83 1.09
1.4 0.99 0.71 1.01
1.6 1.04 0.625 0.96
1.8 1.22 0.55 0.81
2 1.43 0.5 0.69

(1’![*’] - (anrzx) ) @) * ('Lf'n:ax)
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Denkleminde veriler yerine kondugunda Sekil 4.17.’deki Lineweaver- Burk Grafigi elde

edilmistir.

3,5 - y =0,8332x + 0,3395
R*=0,9894

Sekil 4.17. Kitinaz enziminin Lineweaver- Burk Grafigi

R?=0.9894 degeri, grafigin dogrulugunun anlamli oldugunu gostermektedir.
y=0.8332x+0.3395 denklemini kullanilarak 1/Vmax = 0.33 Ve Vmax= 2.94 mM/dakika
Km/ Vmax= 0.8332 oldugundan Km = 2.45 mM olarak bulunmustur.

Her enzimin Km ve Vmax degerleri farklidir. Km degeri enzimin substrata olan ilgisi

ile alakalidir. Km degeri arttik¢a enzimin substrata olan ilgisi azalir.

4.4.10. SDS poliakrilamid jel elektroforezi

Amonyum siilfat ile kismi olarak saflastirilan enzim karisiminin SDS ile %12’lik
yiriitme jelin molekiiler boyutu belirlenmistir. Sekil 4.18.’de kitinaz enziminin SDS

gorlntiisii verilmistir. Bu karisimda ~25kDa, ~37kDa, ~110 kDa biiyiikliiklerinde 3 adet

band belirlenmistir.
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250kDa

130kDa

100kDa

70kDa
55kDa

35kDa
25kDa

Sekil 4.18. Kitinaz enziminin SDS goriintiisii 1.Amonyum siilfat ¢oktiirme sonrasi 2.
Marker
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5. TARTISMA ve SONUC

Kitin, mantar hiicre duvarinin 6énemli bir yapisal bileseni oldugundan, kitinaz {iireten
mikroorganizmalarin, bitkilerin farkli mantar hastaliklar1 i¢cin biyokontrol ajani olarak
kullanilabilmesi diistiniilmiistiir. Biyolojik kontrol i¢in kitinolitik mikroorganizmalari

kullanmak, tarimsal fitopatojenleri kontrol etmek i¢in alternatif bir strateji sunar.

Bu calismada yiiksek miktarda ve yiiksek aktivitede mikrobiyal kaynakli kitinaz
enzimin Uretilmesi ve fitopatojen olan bazi funguslar lizerindeki etkisinin arastirilmasi
hedeflenmistir. Uretilen kitinaz enzimin karakterizasyonu yapilmistir. Elde edilen
enzimin genis spektrumlu pH, sicaklik verileri enzimin dogada kullanilabilir oldugunu
gostermistir. Enzim aktivitesinin yiiksek olmasi daha az iiretimle daha cok islem

yapilabilecegini gostermistir.

Antifungal denemelerde 7 adet mantar tiirti kullanilmistir. Kitinaz enzimi bunlardan 4
tanesi lizerine antagonistik etki gostermistir. Antifungal ¢alismalarda kitinaz enziminin
funguslar tizerideki etkisini arastirirken A. niger, Phytophthora, Sclerotinia tizerinde bir
inhisyona neden olmadigi goriilmiistiir. Bu ¢aligmalarda sonug¢ alinmamasinin nedenleri
arasinda kitinaz enziminin funguslarin biiyiidiigii 30 °C’de stabilizasyonun kisa siireli
olmasinin yer alabilecegi diisiiniilmiistiir. Onun disinda bu tiirlerdeki hiicre duvarinda
yer alan kitinin yapis1 nedeniyle de inhibisyon gerceklesmemis olabilir. Bu nedenle adi
gecen funguslarin hiicre duvarindaki kitinlere iliskin detayli bir ¢alisma yapilmasi

gerekmektedir.

Yapilan molekiiler klasifikasyon sonucunda kitinaz iireticisi izolatin Aeromonas tiirii
oldugu belirlenmistir. Aeromonas caviae, Aeromonas cinsinin mezofilik bir tiiriidiir ve
yaygin olarak sucul ortamlarda bulunan g¢evresel bir tiir olarak bilinir. A. caviae' nin
ayrica, kitinolitik aktivitesiyle mantar patojenlerine karst potansiyel bir biyolojik

kontrol maddesi oldugu kesfedilmistir (Inbar ve ark., 1991).

Inbar ve arkadaglarinin (1991), Aeromonas caviae 1n kitinazi ile yaptiklari ¢alismalarda,

saflastirma sonucunda SDS PAGE analizlerinde {i¢ tane band gérmiislerdir. Mokekiil
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agirligr 80 kDa olan bir tane giiclii band ile iki tane 48 ve 59 kDa olan iki tane zayif
band gozlemlemislerdir. Bizim c¢alismamizda da ~25kDa, ~37kDa ve ~110 kDa
boyutunda {i¢ tane band oldugu gorilmistir. Ayrica optimum pH’1 6.0-7.0
belirlemiglerdir. Substrat afinitesini de bizim ¢alismamizda da oldugu gibi en yiiksek
olarak koloidal kitine karsi bulmuslardir ( Inbar ve ark., 1991). Mehmood ve
arkadaglarinin (2009), Aeromonas caviae CB101 ile yaptiklar1 g¢alismalarda kiiltiir
siipernatantinda dort adet kitinaza restlamislardir. Bunlarin molekiiler biyiikliiklerini

92, 82, 70 ve 55 kDa olarak bulmuslaridir (Mehmood ve ark., 2009).

Zhang ve arkadaslar1 (2014), Aeromonas veroni’nin kitinazi ile ¢alismislar ve optimum
pH’n1 5.0 ve optimum sicakligini 50 OC olarak bulmusglardir. Elde ettikleri kitinaz1 ticari
kitinaz ile karsilastirdiklarinda karides kabugu kitinini parg¢alamadigin1 gérmiislerdir.
Parcalama ic¢in optimum enzim konsantrasyonunu 30 U olarak hesaplamislardir.
Aeromonas veroni’nin kitinaz genini Pichia pastoris’e aktarak calismiglar ve yiiksek

verim elde etmisleridir (Zhang ve ark.,2014) .

Bazi Aeromonas tiirlerinin (A. hydrophila, A. caviae, and A. veronii) insanlarda ve
baliklarda patojenite igerdikleri bildirilmistir. Bu nedenle bu tiirlerin endiistrideki
kullanimlar1  kisitlanmaktadir. Bizim ¢alismamizda da Aeromonas sp. BHCO02
organizmamiz patojen olabilme ihtimalinde Kitinaz enzimini rekombinant olarak baska
mikroorganizmalarda {iretilebilir. Organizmanin potansiyel patojenlikleri, viriilansla
ilgili spesifik genler (alt, act, ast, ahhl, aer, aerA, hlyA, ascV and ascFG) kullanilarak
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ve kan agari lizerinde hemolitik aktivite ile

incelenebilinir (Cardozo ve ark., 2017).

Watanabe ve arkadaglarmin (1992), yaptiklari g¢alismalarda, B. subtilis kaynakli
kitinazin, bitki patojenleri, A. niger, A. flavus ve P. chrysogenum'a karsi antifungal
aktiviteye sahip oldugu belirtmislerdir. Streptomyces sp.'den saflagtirilmis kitinaz,
birgok bitki tiirlinii etkileyen bir mantar olan Botrytis cinerea'nin hiicre duvarina karsi
antifungal aktivite gdstermistir. B. cereus' dan saflagtirilmis kitinaz, zambak yapragi
yanikliginin major fungal patojeni olan B. ellipticanin ¢imlenmesi iizerinde inhibitor

aktiviteye sahip oldugu goriilmiistir. B. pumilus susu  siipernatanindan alinan
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ekstraseliiler kitinazlar, Rhizoctonia solani, Verticillium sp., Nigrospora sp.,

Stemphyllium botryosum gibi bitki patojenlerine kars: antifungal aktivite gostermistir.

Mach ve arkadaglart (1999), bakteriyel biyo-kontrol suslarinin, bitki patojen
mantarlarin1  inhibe etmede kitinolitik enzimlerin etki ettiklerini gostermistir.
Enterobacter cloacae ile Trichoderma harzianumand'mn kitinolitik enzimleri arasinda
giiclii bir sinerjizm belirlediler, kitinolitik enzimlerin bakteriyel biiylimeyi ve fungal
hiflere baglanma yeteneklerini artirdiklarin1 buldular. B-glukanaz ile birlestirilen
kitinazin fungal hiicrelerin hizla 6liimiine yol actigin1 gozlemlemislerdir. Fungal hiicre
duvarlarinin hidrolizi {izerine B-1, 6-glukanaz ve Trichoderma harzianum kitinazinin

sinerjik etkisi de rapor edilmistir ( Mach ve ark., 1999).

2013 yilinda Debalina ve arkadaglarinin yaptiklari ¢aligmalarda elde ettikleri kitinazin
Fusarium graminearum ve Rhizoctonia solani fitopatojenlerine karsi antifungal
aktivitelerini belirlemislerdir. Enzimlerinin optimum sicakligint 60°C ve pH’ i1 7.0,
enzimin molekiiler agirligi 42 kDa bulmuslardir. Bhushan ve arkadaglari (1998),
Bacillus sp. kitinazini, yaygin olarak kullanilan fungisitler ve bocek ilact ile
karsilastirmiglardir. Kitinaz, insektisitlerin aktivitesini artirabilir ve ayrica gerekli
kimyasallarin konsantrasyonlarini en aza indirebilir oldugunu gérmiislerdir (Bhushan ve

ark., 1998).

Zarei ve arkadaslar1 (2011), yapmis olduklari c¢aligmalarinda Enterobacter sp.’in
kitinaz1 calismislar ve enzimin molekiiler agirligint 54-60 kDa arasinda oldugunu ve
optimum sicakliginin 45°C, optimum pH’min 5 oldugunu belirlemislerdir. Ayrica
koloidal kitin substrati kullarak enzimin Km degerini 8.3 mg/ml Vpa degerini 2.4
mmol/dk olarak hesaplamiglardir. Calismamizdaki kitinazin Km degeri 2.45 mg/ml
Vmax degeri 2.94 mM/dakika olarak bulunmustur ve Zarei ve arkadaglarini elde ettikleri

Kitinaza gore substrata olan ilgisini daha fazla oldugu goriilmdstiir.
Kitinaz enzimin aktivitesine bakilirken seliiloz, kitin ve nisasta segilmistir. Bunlarin

secilmelerinin nedenleri DNS yoOntemi ile indirgen seker analizinin yapilmasidir. Kismi

saflastirilan enzim ile ¢alisildigindan, enzim karisimimizda diger enzimlerin varliginin
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bulunma ihtimaline karsilik aktivitelerini belirleme amaci glidiilmistiir. Kitinaz enzimin
karakterizasyonu sonucu elde edilen sicaklik ve pH verilerinde genis bir aralikta aktif
oldugu goriilmiistiir. Bu da enzimin kullanim yelpazesinin genis olacagi anlamina

gelmektedir.

Bitkilerin fitopatojenik mantarlar tarafindan iiretilen hastaliklardan korunmasi tarimdaki
en Onemli zorluklardan biridir. Bitki hastaliklarinin sonucu olarak toplam kayip,
gelismekte olan iilkelerde ekinin neredeyse % 50' sine ulagsmaktadir. Bunun {igte biri
mantar enfeksiyonlarinin  bir sonucudur. Bu nedenle biyolojik miicadelede
kullanilabilecek biyolojik firiinleri bulmak tarimda c¢ok Onemlidir. Son c¢alismalar
bitkilerden ve mikroorganizmadan gelen kitinazin mantar gelisimini engelleyebildigini

gostermistir (Brzezinska ve ark. 2014).

Bu calismada, ¢esitli fitopatojenlere karsi antifungal aktiviteye sahip dogal bir kitinaz
izole edilmistir. Ayrica, bu c¢alismada izole edilen kitinaz, bitki zararlilar1 olan
bdceklerin biyolojik kontrolii gibi tarim {lizerinde 6nemli etkilere sahip olabilir. Gelisen
teknolojiyle birlikte mikroorganizmalardan elde edilen enzimlerin kullanim alanlart ve
onemleri bliylik Ol¢lide artmigtir. Mikrobiyal enzimlerin birgok alanda kullanilmasinin
sebepleri arasinda; kolay elde edilebilir olmasi, hizli biliylimeleri, daha ekonomik

yollarla gelistirilmesi, yliksek aktivitede ve bol miktarda enzim sentezlemesi yer alir.

Elde ettigimiz sonuglarin endiistriyel acidan 6nemine bakilirsa;

1. Alterna alternata, Fusarium solani, Penicillium, Botrytis cinerea’ya kars1 antifungal
aktivite gosteren ve kitinaz enzimi iiretebilen organizmamiz biyokontrol ajani olarak
tarimda kullanilabilir.

2. Uretilen kitinaz enzimi, funguslara karst da fungusit olarak kullanilmalari
miimkiindiir.

3. Uretilen kitinaz enziminin mantar enfeksiyonlarma karsi tip alaminda da
uygulanabilirligi olabilir.

4. Uretilen kitinaz enziminin, dogada bol miktarda bulunan kabuklu deniz canlilarinin
kabuklarindaki  kitini degrede etmesi sayesinde bu atik olan kabuklarin

degerlendirilmesi ve ¢evre kirliliginin dniine gegilmesi saglanabilir.
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7. EKLER

EK 1: Amonyum siilfat ¢coktiirme isleminde kullanilacak olan kosantrasyonlara gore

madde miktarini gésteren tablo.

Table A.1 Amount of Ammonium sulfate required for protein precipitation

Percentage saturation at 0°
25 30 35 40 45 S0 S5 o0 65 0 5 8O 8 %W 95 100

Initial concentration

of ammonium sulfate Solid ammonium sulfate (grams) to be added to 1 liter of solution

0 106 134 164 194 226 258 291 326 361 398 436 476 516 559 603 650 697
5 79 108 137 166 197 229 262 296 331 368 405 444 484 526 570 615 662
10 53 81 109 139 169 200 233 266 301 337 374 412 452 493 536 581 627
15 26 54 82 111 141 172 204 237 271 306 343 381 420 460 S03 547 S92
20 0 27 55 83 113 143 175 207 241 276 312 349 387 427 409 512 557
25 0 27 S6 B84 115 146 179 211 245 280 317 355 395 436 478 522
30 0 28 S6 86 117 148 181 214 249 285 323 362 402 445 488
35 0 28 57 87 118 151 184 218 254 291 329 369 410 453
40 0 29 58 89 120 153 187 222 258 296 335 376 418
45 0 29 59 90 123 156 190 226 263 302 342 383
S0 0 30 60 92 125 159 194 230 268 308 348
55 0 30 61 93 127 161 197 235 273 313
60 0 31 62 95 129 164 201 239 270
05 0 31 63 97 132 168 208 24
70 0 32 65 99 134 171 209
75 0 32 66 101 137 174
80 0 33 67 103 139
85 0 34 68 105
90 0 34 70
95 0 15
100 0
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