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Proje kapsaminda dngorilen ve gergeklesen harcamalar Tablo.1’de gosterilmelidir.




Tablo 1. - Proje kapsaminda Ongérilen ve Gergeklesen Harcamalarin Kalemler Bazinda
Miktarlari.

DONEM ICIN
TRANSFER
EDILEN
ODENEK (TL)

DONEM iCINDE
GERCEKLESEN
HARCAMA (TL)

KALAN

HARCAMA KALEMI ODENEK (TL)

Makine Teghizat

AN N A

Sarf Malzemesi

4.990,20 4.988,38 1,82

gl INdE

Hizmet Alimi

alrlwn

Seyahat/Nakliye

1.
2.
3.

Yardimci Personel

1.
2.
3.

GENEL TOPLAM 4.990,20 4.988,38 1,82
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Donem icinde projeyle ilgili bilimsel ve teknik gelismeler proje plani ile karsilastirilarak verilmeli, elde
edilen veriler ile varilan ara sonuglar, varsa materyal, ydontem ve kapsam degisikleri belirtiimeli ve
tartisiimahidir.

Donem igindeki idari gelismeler - yardimci arastirici ve personel degisikligi, ek sure, yuriticinin
kurum degisikligi ve varsa diger destekleyen kuruluslarla sirdurulen isbirligi, vb. konularindaki
bilgiler- verilmelidir.

Proje calismalari kabul edilen ¢calisma takvimine uygun ylruimuyorsa gerekgeleri agiklanmalidir.

Bir sonraki dénem icinde yapilmasi planlanan ¢alismalar - dneri formundan farkli bir durum olusmus
ise - belirtiimelidir.

Destekleyen diger kuruluglarla ilgili sorunlar var ise ayrintilari ve ¢dzim Onerileri sunulmalidir.
Donem iginde yayinlanan ve toplantilarda sunulan bildirilerin birer kopyasi eklenmeli ve yapilan
yayinlarda Erzurum Teknik Universitesi destegi belirtilmig olmalidir.




BILIMSEL SONUG RAPORU EK SAYFASI

(Proje N0:2013/010)

(Her madde igin gerektigi kadar alan ve ek sayfa kullanabilirsiniz)

Projeyle ilgili Bilimsel ve Teknik Gelismeler

Proje kapsaminda mikroorganizmalarin izolasyonu, kati ve sivi kiltirde kitinaz aktivitelerinin
arastinimasi, kitinaz aktivitesine sahip bakterilerde enzim aktivitelerinin &lgimleri ve bakteri

izolatlarinin molekuler yéntemlerle tanilanmasi galismalari tamamlanmistir.

Yapilan galismalar maddeler halinde asagida belirtilmigtir.

Kullanilacak Besiyerlerinin Hazirlanmasi

Bakteri izolasyonunda Nutrient Agar, Luria-Bertani Agar, Trypticase Soy Agar besiyerleri Uretici

firmanin belirttigi sekilde hazirlanmistir.

Kitinaz aktivitesi belirleme agari (KABA)

4.5 g kollaidal kitin, 0.3 g MgS0Oa4.7H20, 3.0 g (NH4)SO4, 2.0 g KH2PO4, 1.0 g of sitrik asit monohidrat,
15 g agar, 0.15 g bromocresol purple ve 200 ul Tween-80, 1 litre saf su iginde karistirilarak pH 4.7’ye
ayarlandiktan sonra, 121 °C’de 15 dakika otoklavda steril edilmistir (Agrawal et al.). Otoklavdan
cikarilan besiyeri 45-50 °C’ye sogutulup steril kabin igerisinde steril plastik petri kutularina dékulerek

katilasmasi beklenmistir.

Mikroorganizmalarin izolasyonu

Proje kapsaminda bes lokasyonda arazi galismalar yapilarak toplam 20 toprak érnegi alinmistir.
izolasyon igin laboratuvara getirilen toprak orneklerinden fosfat tampon soliisyonunda bir seri
seyreltme sonrasi, alinan érnekler nutrient agar (NA) ve triptik soy agar (TSA) igeren petri kaplarina
inokule edilmis ve farkh sicakliklarda 27°C, 37°C ve 55 °C’de 2 ila 7 gun boyunca inkibasyona
birakilmistir. Farkli koloni morfolojisine sahip bakteri kolonileri secilmis ve saflastiriimak tzere yeni
petrilere ekilmistir. Saf bakteri kulturleri %15 gliserol iceren LB (Luria-Bertani Broth) icerisinde -86

°C’de saklanmistir.

Kolloidal Kitin hazirlanmasi

Kolloidal kitin Monreal ve Reese'’in (1969) 6nerdigi metodun modifiye edilmesi ile kitin tozundan
(Sigma, Almanya) hazirlanmistir. 300 ml konsantre HCI tzerine 30 g kitin tozu yavagga eklenmis ve
gece boyunca 4 °C’de bekletilmistir. Karigimin Gzerine 1200 ml 4 -°C’ye sogutulmus %96’lik etanol

eklendikten sonra manyetik karistirici Gzerinde gece boyunca 4 °C’de bekletilmistir. Bu slrenin




sonunda 5000 rpm’de 20 dakika santrif(ij edilerek altta kalan pelet alinip pH 7 oluncaya kadar saf su
ile yikanmistir. Elde edilen koloidal kitin, sabit agirhiga gelinceye kadar 50°C’ye ayarlanmis firinda

kurutulduktan sonra toz haline getirilerek oda sicakliginda saklanmigtir.

Kitinaz lireten bakterilerin taranmasi

Kitinaz Ureten bakteriler kolloidal kitin iceren besiyeri (0.3 g/L MgS0O47H20, 3 g/L NH4SOs4, 2 g/L
KH2PO4, 1 g sitrik asit monohidrat, 15 g/L agar, 200 pl tween 80, 4.5 g/L kolloidal kitin) Gzerinde
gerceklestirildi. Saflastinimis izolatlar kolloidal kitin agar tzerine inokile edildi ve 3-5 giin boyunca

30 °C’de inkubasyona birakildi. Kitinaz Greten izolatlar seffaf zon olusturma esasina gére segildi.

Kitinaz lireten bakteri tiirlerinin YAME (MIS) analizi ile tanilanmasi

Kitinaz Ureten izolatlar yag asit metil ester (YAME) iceriklerine gore Mikrobiyal Identifikasyon Sistemi
(MIDI, Inc., Newark, DE) kullanilarak tanilanmistir. Yag asitleri metillendikten sonra Ureticinin 6nerdigi
yonteme gore gaz kromatografi-kiltle spektrofotometresi (GS-MS) ile analiz edilmistir (Sasser, 1990).
Hucreler triptik soy agar (TSA) ulzerine inokile edilmis ve 27 °C’'de gece boyunca inkiibasyona
birakilmistir. Yaklasik 40 mg bakteri hiicresi standart prosedirlere gore ekstrakte edilmistir. Analiz
Hewlett Packard gaz kromatografi HP 5890 CG ve TSBA Versiyon 6.0 kutuphanesi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Veri analizi ise MIS yazilim paketi MIDI (USA) kullanilarak yapilmistir (Miller and
Berger, 1985; Roy, 1988).

BIOLOG GN2-GP2 ile metabolik karakterizasyonu

Karbon kaynagi kullanimlarina goére kitin aktivitesine sahip bakteriyel izolatlar BIOLOG sistem (USA)
kullanilarak karakterize edilmistir. Bakteriyel izolatlar Biolog Universal Growth Agar (BUGA) medium
(Bochner, 1989) ortaminda 25-27 °C’de bir gece inklbe edildikten sonra toplanarak steril 0.85%’lik
NaCl icerisinde ¢oziinmustir. Her bir bakteriyel siispansiyondan 140 yl alinarak Gram 6zelligine goére
GN2-GP2 MicroPlate™’e inokdile edilmistir. Uygun sicakliklarda inkiibasyondan sonra mikroplateler
590 nm dalga boyunda, BIOLOG MicroStation kinetik okuyucuda degerlendirilmis ve MicroLog 3 Ver
4.20 yazihmi (Biolog, USA) kullanilarak veri analizi yapilmistir.

Enzim Aktivite Tayini




DNSA Solisyonu: 10 g NaOH ve 10 g DNSA 500 ml saf su igerisinde ¢dzindlkten sonra 2 g fenol,
0,5 g Na2S0s ve 200 g sodyum potasyum tartarat tetrahidrat (Rochelle tuzu : C4H4KNaOs . 4 H20)

eklenip son hacim 1000 mL’ye tamamlanmistir.

NAG (N-Asetil Glukozamin) standart grafiginin hazirlanmasi

Standart grafik hazirlamak icin 10 tip ve kor olarak kullaniimak tzere 1 tip hazirlanmistir. 100 mg N-
asetil glukozamin 100 ml saf su icinde ¢6zllerek N-asetil glukozamin ¢ézeltisi hazirlanmistir. TUplere
sirasiyla bu ¢6zeltiden 1 ml, 2 ml, 3 ml, 4 ml, 5 ml, 6 ml, 7 ml, 8 ml, 9 ml ve 10 ml konmustur. Tlplerin
son hacimleri saf su ile 10 ml'ye tamamlanmistir. iyice karistirilan her bir tiipten 1 ml alinarak yeni bir
cam tipe konmus, kor tipine de 1 ml saf su konugsmustur ve lzerlerine 1 ml DNSA sollisyonu
eklenerek 10 dakika kaynar su banyosunda birakilmistir. Siire sonunda tipler su banyosundan
cikarilarak oda sicakhigina sogutulmustur. Olusan renk degisimi spektrofotometrede 540 nm dalga
boyunda kore karsi Ug tekrar seklinde okunmus, elde edilen absorbanslarin ortalamalari kullanilarak
seker tayini igin bir standart grafik hazirlanmistir. Hazirlanan N-asetil glukozamin standart grafigi Sekil

1’de verilmigtir.
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Sekil 1. N-asetil glukozamin standart grafigi

Enzim aktivitesi hesaplamak uzere ilk olarak bakteri kultur supernatantlarindan 1’er ml alindi ve 5000
rom’de 2 dk santrif(j edildi. Enzim reaksiyonu igin 0,5 ml uygun miktarda seyreltilen stpernatant,
%2’lik kolloidal kitin iceren 0,5 ml 0,1 M fosfat tamponu (pH 7) igcerisinde vorteks ile karistirildi ve 50
°C’de 30 dakika inklbe edildi. Reaksiyon 1 ml DNSA sollsyonu eklenerek durduruldu ve tipler 10
dakika kaynar su banyosunda bekletildi. Stre sonunda tipler su banyosundan ¢ikarilarak oda

sicakligina sogutuldu. Olusan renk degisimi spektrofotometrede 540 nm dalga boyunda kore karsi Gi¢




tekrar gseklinde okundu. Elde edilen absorbanslarin ortalamalari alindi ve standart grafikten

faydalanilarak enzim aktiviteleri hesaplandi.
Bakterileri izolatlarinin 16S rDNA Yontemi ile Tanisi

Her bir izolattan saflastirilacak olan genomik DNA’dan, 16S rDNA genleri UNI16S-L ve UNI16S-R
primerleri kullanilarak PCR yardimi ile cogaltilarak 16S-rDNA intergenik bdlgesi icin spesifik
amplikonlar uretilmigtir (Gérmez, 2011). PCR reaksiyonlarinin sartlari Beffa et. al. (1996) yontemine
gore olusturularak, elde edilen Uriin veya Uriinler pGEM-T vektor sistemine klonlanmistir. Hedef
bélgeler T7 ve SP6 primerleri ile gogdaltilarak koloni PCR yapilmistir. Elde edilen klonlarin sekans
analizi Applied Biosystems model 373A DNA sequencer kullanilarak elde edilmistir (Macrogen,
Korea) (Altschul et al., 1990; Benson et al., 1999).

Bulgular

Mikroorganizmalarin izolasyonu ve Kitinaz aktivitelerinin taranmasi

Yapilan izolasyon c¢alismalarinda izole edilen 200 bakteri, kolloidal kitin i¢eren kati besiyeri
iizerinde kitinaz aktivitesi igin taranmistir. Kolloidal kitin igeren petriler iizerinde kitin

hidroliz zonlarinin olusumuna ve biiyiikliiklerine gére 13 tane izolat se¢ilmistir. (Sekil 2).




Sekil 2. Kolloidal kitin iceren besiyerinde 17 T 1 kodlu Novosphingobium capsulatum susu

Kitinaz iireten bakteri tiirlerinin tanilanmasi

Kitin aktivitesi iyi olan izolatlarin tanilanmasi yag asit metil ester [MIS (YAME)] ve karbon
kaynag1 kullanimlarina gére (BIOLOG sistemi) yapilmistir. MIS and BIOLOG sistemlerinin
sonuglar1 birbirleriyle tutarl ¢ikmistir ve izolatlar kabul edilebilir diizeylerde tanilanmistir.
Yiiksek kitinaz aktivitesi gosteren bakteri tiirleri Acinetobacter calcoaceticus, Arthrobacter
oxydans, Bacillus cereus, Bacillus megaterium, Brevibacillus reuszeri, Kocuria
erythromyxa, Kocuria rosea, Novosphingobium capsulatum, Rhodococcus bratislaviensis,
Rhodococcus fasciens ve Staphylococcus cohnii olarak tanilanmistir (Tablo 1).

Tablo 1. Kitinaz aktivitesine sahip bakteriyel izolatlarin MIS ve BIOLOG ile tanilanmasi

Strain MIS Benzerlik BIOLOG Benzerlik

Numarasi Tam Sonucu Indeksi Tam Sonucu Indeksi

8T1 Acinetobacter 31.80 Acinetobacter 86,40
calcoaceticus calcoaceticus

6T1 Arthrobacter oxydans | 68.50 Arthrobacter oxydans 13

1T8 Arthrobacter oxydans | 21.8 Arthrobacter oxydans 84.50

28T 12 Bacillus cereus 56.30 Bacillus cereus 37.40

33T28 Bacillus cereus 44.50 Bacillus cereus 61

6T 5 Bacillus megaterium 80.60 Bacillus megaterium 91.20

31 T8 Brevibacillus reuszeri | 68.2 Brevibacillus reuszeri 13.60

1T4 Kocuria erythromyxa | 41.80 Kocuria erythromyxa 66.40

11T13 Kocuria rosea 52.40 Kocuria rosea 45.20

17T1 Novosphingobium 40.30 Novosphingobium 69.40
capsulatum capsulatum

7T8 Rhodococcus 41.20 Rhodococcus 67.60
bratislaviensis bratislaviensis

6T10 Rhodococcus fasciens | 72.30 Rhodococcus fasciens 5.4

7T11 Staphylococcus cohnii | 72.4 Staphylococcus cohnii 52.30

Enzim Aktivite Sonuglan

Elde edilen absorbanslarin ortalamalari alindi ve standart grafikten faydalanilarak enzim aktiviteleri
hesaplandi. Enzim aktivite dlgiimleri sonucunda en yiksek aktivite 0.85 U/ml ile 17 T 1 kodlu

Novosphingobium capsulatum susunda goéralda.
Kitinaz lreten bakteri tiirlerinin molekiiler tanilanmasi

Kitin aktivitesi iyi olan bakteri izolatlarinin molekiler tanilanmasi 16s rDNA dizi analizi ile
gergeklestirilmistir. yapilmistir. izolatlarin genomik DNA’lari saflastirimistir. 16S ribozomal DNA




genleri UNI16S-L ve UNI16S-R primerleri kullanilarak PCR ydntemiyle cogaltiimis, 16S-rDNA
intergenik bolgesi icin spesifik amplikonlar dretilmistir. PCR trlGnleri pGEM-T vektdriine klonlanmistir.
Daha sonra istenilen bolgeyi tasidigi T7 ve SP6 primerleri ile olusturulan koloni PCR uygulamasi
sayesinde belirlenen klonlarin sekans analizi Applied Biosystems model 373A DNA sequencer
kullanilarak elde edilmigtir. Elde edilen sekanslarin analizi Blast Search Programi-BLASTN
kullanilarak yapilmis ve GenBank veritabani ile karsilastiriimistir. Bakteriyel izolatlarin 16S rDNA

analizlerinin sonuglari MIS ve BIOLOG sistemlerinden elde edilen verilerle ortlismustir.
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