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Oz: Cukurova Universitesi'nin bes farkli bolgesinden alman toprak o6rneklerinden ii¢
Streptomyces susu izole edildi. S40, S47, S48 suslarinin yedi giin sonundaki ksilanaz aktivitesi
sirasiyla 50,92 U/mL, 49,51 U/mL, 47,79 U/mL tespit edilmistir. Yiiksek ksilanaz aktivitesi
gosteren bu suglar arasinda gergeklestirilen protoplast fiizyon ¢alismasi sonucu farkl: koloni
*Sorumlu yazarm: morfolojsi gosteren dokuz sus secilmistir. (40-48) R2 ve (47-48) R3 suslarinin ksilanaz aktivitesi
Fatma Esen SARIGULLU ONALAN ebeveyn suslara gore sirasiyla %25,9 ve %31,9 oraninda arttig: tespit edilmistir. S47-S48’den
il 7/ Al Wiz, Yusnif s elde edilen R3 flizyonu ebevyn tiplerine gore enzim aktivitesi ve protein miktart agisindan
e e T e %131’lik artis] imli sus oldugu ortaya konmustur. Protoplast fiizyon teknigiyle enzim
e i, b, Tl 0 sla en verimli sus oldugu ortaya konmustur p i giy

IX: esenonalan@Xilis.edu.tr aktivitesinin gelistirilebilecegi gosterilmistir. Ayrica protoplast fiizyonuyla bakterilerin hiicre
Cep telefonu : +90 (535) 892 48 88 duvarlarinin pargalanmasiyla olusan rekombinant tiirlerde seliiloz ve ksilanaz gibi enzimleri

kodlayan genlerin aktivitesi gelistirebilir.

*U5: https://orcid.org/0000-0002-1374-4338
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Effect of Different Genetic Manipulations on the Production of Xylanase
Enzyme in Streptomyces Strains

Abstract: Three Streptomyces strains were isolated from soil samples collected from five
different areas of Cukurova University. Strains were named as S40, S47, S48. After 7 days
incubation, xylanase activities of S40, S47 and S48 strains were calculated as 50.92 U/mL, 49.51
U/mL and 47.79 U/mL respectively. The protoplast fusion among these strains showing the high
enzyme activity was carried out. The nine strains were selected having the different colony
morphologies following this the fusion. The xylanase activities of (40-48) R2 and (47-48) R3

*Corresponding author’s:

Fatma Esen SARIGULLU ONALAN strains were oberved the increase of 25.9 and 31.9% according to parents respectively. R3 fusion
Kilis 7 December University, Yusuf strain was revealed to be the most efficient strain with 131% increase in terms of enzyme activity
Sheitvin Fammily f [l Seitness, and protein amount of (47-48) R3 recombinant, compared to S47-S48 wild type. Our studies
Department of Nursing, Kilis, Tiirkiye. i . L . K .

=k el G Cal indicated to improve the enzyme activity of Streptomyces strains by protoplast fusion technique.
Mobile telephone : +90 (535) 892 48 88 Also, the activity of genes coded enzymes such as xylanase and cellulase in recombinant species

formed lyzing cell wall by this technique can be developed.

Keywords: Protoplast fusion, Streptomyces, xylanase.

GIRIS

Saprofit bakteriler olarak bilinen aktinomisetlerden lignoselillozlar1 ~ kullanirlar  (Trigo ve Ball, 1994).
ozellikle Streptomyces cinsi organik maddeleri 6zelliklede Aktinomisetler gibi biyomas pargalayict mikroorganizmalar
lignoseliiloz, nisasta ve Kitin gibi polimerleri ayrigtirirlar diger mikroorganizmalarla sinerjik c¢alisarak topraktaki
(Crawford vd., 1993). Extraseliiler hidrolitik enzimler, lignoselillozlara saldiracak farkli  enzimler {iretirler.
aktinomisetlerin dogal habitatindaki besin rekabetine olanak Aktinomisetlerden ~ Streptomyces genusu  endiistride
saglar. Aktinomisetler gelisimleri igin toprakta en bol kullanilan birgok hidrolitik enzimlerin treticileri olduklar
miktarda bulunan karbon kaynagi olarak bilinen bilinmektedir. S. scopiformis (Li vd., 2002), S. yunnanensis

' ,Bu ¢alisma, doktora tezinden iretilmistir. This study was produced from the doctora thesis.
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(Zhang vd., 2003), S. grieus (Vigal vd., 1994) suslarindan
alfaamilaz; S. galbus (Kansoh ve Nagieb, 2004), S. albus
(Antonopoulos vd., 2001), S. speibonae (Meyers vd., 2003)
suglarindan ksilanaz; S.cinnamoneus (Sommer vd., 1997),
S. rimosus (Vujaklija vd., 2002), S. seoulensis (Chun vd.,
1997) suslarindan lipaz; S. lividans TK 24 (Aretz vd., 1989)
proteaz ; S. murinus (Bandlish vd., 2002), S. olivaceoviridis
E-86 (Kaneko vd., 2001), S. thermovulgaris 127 (Raykovska
vd., 2001) suslarindan ksiloizomeraz enzimlerin iretildigi
rapor edilmistir. Streptomyces cinsinin tirettigi enzimlerden
ksilanazlar; lignoseliilozlarin pargalanmasinda rol oynayan
onemli endiistriyel enzim oldugundan litaratiirlerde yaygin
bir sekilde bahsedilmektedir (Nascimento vd., 2002).
Lignosellillozik  biyokiitle en  bilyilk yenilenebilir
kaynaklardan biri oldugundan bunlarin dénisiimiini
sagladiklarindan hem ¢evre kirligini 6nler (Bajaj vd., 2010;
Wang vd., 2003) hem de kagit, kagit hamuru, tekstil
endiistrisi gibi birgok alanda kullanihirlar. Buna ek olarak
ksilanolitik enzimler yemek, kek ve diger besinlerin
(hamurdaki ~ polisakkaritleri  yikarak)  pisirilmesini
hizlandirirlar. Hayvan besinlerine ksilanaz eklendiginde
yem viskositesini azaltarak, kiimes hayvanlar tarafindan
bugdayin sindirilmesine yardim ederler. Boylece yemden
etkin yararlanma dolayisiyla kilo artigini  saglarlar
(Nascimento vd., 2002). Ksilanaz enziminin endiistriyel
kullanimlarda uygulanabilirligini  genetik ilerlemelerle
arttirilabilmektedir. Genetik manipiilasyonlar ~ ve
mutasyonlar Kkullanilarak enzim aktivitesinin arttirilldig:
etkili suslar olusturulabilir. (Kieser vd., 2000).

MATERYAL VE METOT

Streptomyces Suglarinin izolasyonu: Cukurova
Universitesi 5 farkli bolgesinden toprak drnekleri alinmagtar.
10 mL toprak siispansiyonu 20 dk 1000 rpm’de santifiij
edilmistir. Siipernatanttan 1 mL alimp steril dH,0 ile 101,10
2,107 konsantrasyonlarda sulandirilarak her birinden 100 pL
alinp streptomisetler i¢in selektif besiyeri olan Bennet’s
Agar, Nisasta Kazein Agar, Gliserol Maya Agar
besiyerlerine yayilip 30°C de 2-4 giin inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonucu iist yiizeyleri girintili ¢ikintih, derimsi
koloniler seklinde goriilen koloniler segilmistir. Elde edilen
koloniler spor zincir morfolojileri mikroskopta incelendi.
Streptomyces cinsine 6zgii spor zincir morfolojisi gosteren
suglar segilmistir. Segilen suslar sporiilasyon besiyerinde
30°C de spor meydana getiren kadar 14 giin inkiibe edildi.
Besiyerindeki sporlar alinarak %50 gliserol ¢ozeltisinde
resiispanse edilip -20°C de saklanmustir.

Ksilanaz ~ Aktivitesinin ~ Kat:  Besiyerinde
Belirlenmesi: Ksilanh agar besiyerine ekilen Streptomyces
suslar1 7 giin 30°C’de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonucunda besiyerine  %0,1 lik Kongo kirmzisi
cozeltisinden  dokiilerek 15 dk  boyama islemi
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gergeklestirilmistir. Boyamadan fazla boyanin ortamdan
uzaklastiriimas: igin besiyerine 1M NaCl ¢ozeltisi ilave
edilmis 15 dk inkiibasyon yapilmustir. Etrafinda sar1 hidroliz
zonu  bulunan  suglar  ksilanaz ~ pozitif  olarak
degerlendirilmistir (Aygan, 2008).

Ksilanaz Enziminin Kismi Saflastirzimase: Kati
besiyerinde ksilanaz  aktivitesi gosterdigi  saptanan
Streptomyces  suglarindan  hazirlanan 100 pL  spor
stispansiyonu ksilanli s1iv1 besiyerine ekilerek 30°C’de 7 giin
stireyle 150 devir/dk da 6n inkiibasyona birakilmistir. Bu
stire sonrasinda 100 mL’lik ksilanl1 besiyerlerine aktarilip 7
giin 30°C’de inkiibe edildikten sonra suglar +4°C de 8000
rpm’de 30 dk santifiij edilerek ¢coktiiriilmiis ve siipernatant
temiz bir tiipe alinip tizerine hacminin %70’i kadar %96°11k
alkol ilave edildi. Ornekler bir gece -30°C’de bekletilmistir.
Coken ornek +4°C de 8000 rpm’de santifiij edilerek enzim
sivi fazdan geri kazamlmistir. Cokelti pH’s1 7 olan fosfat
tamponunda ¢6ziildii ve -30°C de muhafaza edilmistir
(Aygan, 2008).

Ksilanaz  Aktivitesinin ~ Belirlenmesi:  Kati
besiyerinde ksilanaz aktivitesi gosterdigi  saptanan
Streptomyces suglarindan  hazirlanan 100 pL  spor

stispansiyonu ksilanli siv1 besiyerine ekilerek 30°C’de 7 giin
stireyle 150 devir/dk da 6n inkiibasyona birakilmigtir. Bu
stire sonrasinda 100 mL ksilanl besiyerlerine aktarilip 7 giin
30°C’de inkiibe edilmistir. 7 giin boyunca ksilanaz enzim
aktivitesini belirlemek igin sivi kiiltiir inkiibasyonundan 24
saat araliklarla aseptik kosullar altinda 1mL 6rnek alinmigtir.
Ornek 10000 rpm’de 5 dk santifiij edilip biyomas ve diger
partikiillerden arindirilan slipernatant sivist ham enzim
preparat: olarak kullanilmistir. Calismalar sirasinda 0,2 mL
enzim preparati, 1,8 mL %1 lik ksilan (50 mM pH:5,3 sitrat
tamponuyla hazirlanmis) siispansiyonu 50°C’de 5 dakika
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda 3 mL DNS
cozeltisi eklenerek 15 dakika kaynar suda bekletilmis ve
buzda sogutulan ornekler 540 nm’deki optik densiteleri
spektofotometreyle oOlgiilerek aktivite hesaplanmistir. Bir
iinite (U) ksilinaz aktivitesi, analiz kosullar1 altinda,
milimetre basina 1 dakikada 1 mikromol indirgenmis seker
salinimima neden olan enzim miktar1 olarak hesaplanmistir
(Bailey vd., 1992).

Protein Miktarimin Tayini ve SDS-PAGE
Elektroforezi: Orneklerdeki total protein miktar1 750 nm’de
Lowry metoduna gore  spektrofotometrik  olarak
belirlenmistir (Lowry vd., 1951). Enzimlerin molekiiler
agirliklarim  belirlemek igin  SDS-PAGE jel sistemi
kullanilmistir. Jel glimiis boyama teknigi kullanilarak
boyanmustir (Lelong vd., 2009).

Protoplast Olusumu: Protoplast olusumu igin
Streptomyces suglarinin sporlarindan YMB besiyerine ekim
yapilmigtir. 24 saat 30°C’ de inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonunda Streptomyces kiiltiirii 8000 rpm de 15
dk santifiij edilip pellet %10,3’liik sakkaroz ¢ozeltisiyle 2
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kez yikanmigtir. Son yikamadan sonra pellet mililitresinde 4
mg lizozim bulunan 20 mL P3 tamponunda 30 C’ de 2 saat
inkiibasyona birakilmig ve bu siire i¢inde belirli araliklarla
kiigiik Ornekler alinip mikroskopta protoplast olusumu
izlenmistir. Protoplast olusumundan sonra siispansiyon 1500
rpm’de 5 dk santifiij edilmistir. Pellete 20 mL PWP tamponu
eklenerek protoplastlagma durdurulmustur. Protoplast
siispansiyonunda kalan misel pargalari cam yiiniinden
stiziilmiistiir. Misel parcalarindan arindirilmig protoplast
stispansiyonu elde edilmistir (Shirahama vd., 1981; Lampel
ve Strohl, 1986)’dan modifiye edilmistir.

Protoplast Fiizyonu: S40, S47, S48 suslarindan
elde edilen protoplastlar arasinda protoplast fusion
denemeleri yapilmustir. iki sustan elde edilen protoplast
siispansiyonlarindan 50 ser pL alindi ve 900 puL. PWP
tamponuyla hazirlanmig %40°lik polyethylene glycol 6000
(PEG) karistirillmistir. 5 dk sonra PEG 6000 ile islenmis
protoplastlar sivi CRM besiyerlerinde seri sulandirmalar
yapilarak kati CRM, R5 ve S27M besiyerine aktarilip
30°C’de 15-18 giin inkiibasyona birakilmigtir (Gold wvd.,
1983; Baltz, 1978)’den modifiye edilmistir.

BULGULAR

Calismamizda protoplast olusumu
gergeklestirilecek organizmalar (S40, S47 ve S48) %1 glisin
iceren YMB besiyerinde 24 saat gelistirilmistir. Bu
besiyerinde Streptomyces suslarimin zayif hif olusumu
gosterdigi gozlemlenmistir. Santiflij edilip ¢oktiiriilen hifler
protoplast olusumu igin 4mg/mL lizozim i¢eren 20 mL P3
tamponunda 30 °C 2 h inkiibe edilip mikroskopta 40X’de
incelendiginde Sekil 1. A’daki goriiniim elde edilmistir.
Sekil 1. A’da goriildiigii gibi lizozimle islenen hiflerden
protoplast olusumu baglamistir.

Sekil 1. A: 24 saat YMB besiyerinde inkiibe edilen Streptomyces
suslarinin 2h lizozimle islenmesi sonucu olusan protoplastlarin
goriintiisii, B: Cam yiiniinden gecirilerek hiflerden arindirilmig
protoplast goriintiisii.

Figure 1. A: Protoplast image occured after with treating lysozyme
for 2 h of Streptomyces strains incubated in YMB for 24 hours, B:
Protoplast image free from hyphae through glass wool.

Pigac ve Schrempf (1995) yaptiklari ¢alismada
Streptomyces  suslari  glisin  igeren  besiyerinde
gelistirildiginde lizozimin (hiicre duvarini pargalayan ajan)
etkinligini artirdigint belirtmiglerdir. Protoplast olusumu
gerceklestikten sonra protoplast siispansiyonundan hifleri
uzaklastirmak i¢in cam yiiniinden siizme islemi

226

Anadolu Cev. ve Hay. Dergisi, Yil:5, No:2, (224-230), 2020

gergeklestirilmistir.  Sekil 1.B’de gosterildigi gibi cam
ylinlinden stiziildiigiinde hiflerin ortamdan uzaklastigi
sadece protoplastlarin kaldigi gézlemlenmistir. Protoplast
olusumdaki  tim  asamalarin  aseptik  kosullarda
gerceklestirilmesi gereklidir. S40 ve S47, S40 ve S48, S47
ve S48 suslari arasinda gergeklestirilen protoplast flizyon
calismasi i¢in bu suglardan olusturulan protoplastlar PEG
soliisyonuyla karigtirilmigtir. Protoplast olusumu igin 5 dk
beklenmistir. Sonra regenerasyon besiyelerine aktarilmustir.
Rejenerasyon besiyerinden ana suslardan farkli koloni
morfolojileri gosteren (Sekil 2) suslar se¢ilmis ve bu suslarin
ksilanaz aktiviteleri degerlendirilmistir.
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Sekil 2. Ebeveyn ve rekombinat suslarin koloni morfolojileri.
Figure 2. Colony morphology of parent and recombinate strains.

S40, S47, S48 Susunun Giinliik Ksilanaz Enzim
Aktivite Sonucglari: S40, SA47, S48 suslarinin  7.giin
sonundaki ksilanaz aktivitesi sirasiyla 50,92 U/mL, 49,51
U/mL, 47,79 U/mL olarak bulunmustur (Tablo 1) En aktif
sus 40S susudur. Rifaat vd., (2006) substrat olarak piring
samani hamuru kullandiginda Streptomyces albus susunda
ksilanaz aktivitesi 13,25 U/mL Streptomyces chromofuscus
susunda 19,31 U/mL oldugu bulunmustur. Piring samani
hamuru TiO ile islendiginde ise bu suslarin ksilanaz
aktivitesi sirasiyla 32,53 U/mL ve 43,01 U/mL olarak
hesaplanmistir. Nascimento vd., (2002) en yiiksek ksilanaz
aktivitesini (70 U/mL) substrat olarak larchwood ksilan
kullandiginda elde etmistir. Substrat olarak bugday kepegi
kullandiginda ise aynm susun ksilanaz aktivitesi 28,4 U/mL
olarak saptamiglardir. Bhosale vd., (2011) Streptomyces
rameus susunun substrat olarak seker kamigi kullandiginda
ksilanaz aktivitesi 185 U/mL, misir kogani kullanildiginda
ise 64 U/mL oldugunu bulunmustur. Techapun vd., (2003)
ise Streptomyces lividans susunun maximum ksilanaz
aktivitesi 41.6 U/mL oldugunu saptamistir. Ding vd., (2004)
tarafindan Streptomyces olivaceoviridis susunun %21,5
Tween-80 eklenmis ksilanli besi ortamindaki en yiiksek
ksilanaz aktivitesinin 1653 U/mL oldugu saptanmustir.
Nadia vd., (2010) Streptomyces lividans (NRC) susunun
substrat olarak domates posasi kullamldiginda maximum
ksilanaz aktivitesinin 1447 U/mL oldugunu saptanmiglardur.
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Tablo 1. S40, S47, S48 suslarinin giinlik ksilanaz aktivite morfolojsi gosteren 9 susdan 7 giin sonunda Tablo 2.’de
sonuglari.

. . . gosterilen sonuglar elde edilmistir. En yiiksek ksilanaz
Table 1. Daily xylanase activity results of S40, S47, S48 strains.

Giinliik ksilanaz akfivitesi(U/mL) 540 Sa7 S8 aktivitesi (47-48) R3 rekombinant susu gostermektedir.
1.giin 9,27 8,39 7,51 Teeradakorn vd., (1998) Streptomyces cyaneus 190-1 ve
g‘ ggﬁtg‘ g*gf ;ggg ;Z*gg Streptomyces griseoruber 42-9 suslar: arasindaki protoplast
4.giin 3367 3307 3437 fiizyon sonucu olusan Streptomyces D3 rekombinat susunun
3.glin 4251 4208 4458 ksilanaz aktiviteleri incelenmis 1200 U/L ksilanaz aktivitesi
6.giin 4737 46,06 45,36 i . . T )

7.giin 5002 49,51 47,79 gosterdigi  tespit edilmistir.  Abdel-Aziz vd., (2011)

yaptiklar: ¢alismada Streptomyces pseudogriseolus suslarin
Protoplast Fiizyonu Sonucu Olusan Rekombinant sporlarina farkli zaman araliklarinda U.V 1s1gina maruz

Suslarmin Giinliik Ksilanaz Aktivite Sonuglart: S40, S47, biraktiginda olusan mutant suslar segmis ve mutantlarin
S48 ebeveyn suslarinin 7. giin sonundaki ksilanaz aktivitesi ebeveyin tiire gore ksilanaz aktivitelerindeki degisim
sirasiyla 50,92 U/mL, 49,51 U/mL, 47,79 U/mL olarak incelenmistir. 121 nolu mutantin ebeveyn susa gore %62,5
bulunmustur. Yiiksek ksilanaz aktivitesi gosteren bu suslar daha yliksek ksilanaz aktivitesi gosterdigi bulunmustur.

arasinda denenen fiizyon caligmas:t sonucu farkli koloni

Tablo 2. Protoplast flizyonu sonucu olugsan rekombinantlarin giinliik ksilanaz aktivite sonuglari.
Table 2. Daily xylanase activity results of recombinants resulting from protoplast fusion.

Giinliik ksilinaz
Akivitesi (U/mL) (40-47)R1 (40-47)R2 (40-47)R3 (40-48)R1  (40-48)R2  (40-48)R3  (47-48)R1  (47-48)R2  (47-48)R3

1.giin 9,02 10,90 11,03 9,68 12,84 11,27 7,15 7,08 14,05
2.giin 17,65 20,66 20,41 15,17 24,23 21,64 12,84 13,49 27,44
3.glin 26,71 29,17 28,61 23,56 34,51 29,58 17,25 21,06 38,07
4.giin 32,69 39,75 38,98 33,67 44,30 39,23 24,63 27,79 47,06
5.giin 38,91 44,84 43,77 40,20 50,15 48,91 32,67 34,09 54,65
6.glin 42,01 49,12 49,66 43,49 56,39 52,20 35,83 37,58 60,29
7.giin 46,67 53,23 54,40 46,31 60,20 56,36 36,46 39,17 63,04
Tablo 3. S40 ve SA47 ebeveyn suslarla protoplast flizyon sonucu Ebeveyn ve Rekombinat Suglardan Kismi
olu_san_ _reko_m_blnat suglarin, ksilanaz aktiviteleri ve yiizde Saflastirilmis Ksilanaz Enziminin Kati Besiyerindeki
verimliliklerinin kargilastiriimasi. ) ) Aktivite Sonucu: S40, S47, S48 ebeveyn suslarindan ve
sylanase actvtes and percent eficency of recombinae araing  DrOOplast fiizyon denemesi sonueu elde edilen 40-47RL,
yanz perce Y 40-47R2, 40-47R3, 40-48R1, 40-48R2, 40-48R3, 47-
resulting from protoplast fusion. .
Ebeveyn ve Protein 7 giin sonundaki Yiizde verimlilik 48R1, 47-48R2, 47-48R3 suslarindan kismi saflagtirma
relombmnt | Rorsntesyons ksnn}ﬁ/ﬁf)wtes' yontemiyle elde edilen ksilanaz enziminin ksilan igeren
40 5,60833 50,92 1028 kati  besiyerindeki  aktivite sonucu sekil 3’de
S47 5,11818 49,51 100 v e . . .. .
R1(40-47) 597273 46,67 042 goriilmektedir. 100 pL ksilanaz enzimin 1 saatlik
R2(40-47) 7,88182 53,23 107,5 1 1 o 1v1
Ratio-n s S 1005 1nkubas3.f.o.r.1 sonucu olusturdugu akF1V1te Rarlak ve sarl
renkte goriiliirken, pargalanmamus ksilanli bolgeler kirmizi
Tablo 4. S40 ve S48 ebeveyn suslarla protoplast flizyon sonucu renkte gorilmektedir.

olusan rekombinat suslarin, ksilanaz aktiviteleri ve yiizde
verimliliklerinin karsilastiriimasi.

Table 4. Comparison of xylanase activities and percent efficiency
of S40 and S48 parent strains and recombinate strains resulting
from protoplast fusion.

Ebeveyn ve Protein 7 giin sonundaki ksilinaz ~ Yiizde verimlilik

rekombinant suslar konsantrasyonu aktivitesi (U/mL)

S40 5,60833 50,92 106,5

S48 5,22272 47,79 100

R1(40-48) 5,46364 46,31 94,2

gggig_igg Z:%g;g ggég ﬁ‘;’g Sekil 3. Kismi saflastirma yontemiyle elde edilen ksilanaz

enziminin kati besiyerinde aktivite gériiniimdi.
Figure 3. Activity view of xylanase enzyme obtained by partial

Tablo 5. S47 ve S48 ebeveyn suslarla protoplast flizyon sonucu purification method on solid medium.

olusan rekombinat suslarin, ksilanaz aktiviteleri ve yiizde
verimliliklerinin karsilastirilmast.

Table 5. Comparison of xylanase activities and percent efficiency Ebeveyn ve Rekombinant Suglardan Kismi

of S47 and S48 parent strains and recombinate strains resulting Saflastiridmis Ksilanaz Enziminin SDS-PAGE Analiz

from protoplast fusion. . . >
Ebeveyn ve Protein 7 giin sonundaki ksilinaz Yiizde verimlilik Bulgularl. Elektroforez cah$1:na51 sonucu Sekll 4’de
rekombinant suslar _konsantrasyonu aktivitesi (U/mL) AB,C,D,EF,G olarak gosterilen bantlarin molekiiler
ot s iy PP agirliklari sirastyla 220,5 kDA, 84,8 kDA, 64,5 kDA, 56
R1(47-48) 2,70000 36,46 76,2 kDA, 48,2 kDA, 41,2 kDA, 28, 76 kDA olarak
R2(47-48) 2,83636 39,17 81,9 .
R3(47-48) 7,35455 56,36 1319 saptanmustir.  S40, S47 ve S48 suslarindan kismi
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saflagtirilan enzimler hem sekil 4. hemde sekil 5’deki
jellerde yiiriitiildiiglinden sekil 4’deki bantlar ve sekil
5’deki bantlarla aynidir. Sekil 5’de A,B,C,D,E,F,G olarak
gosterilen bantlarin molekiiler agirliklar1 sirastyla 220,5
kDA, 84,8 KDA, 64,5 kDA, 56 kDA, 48,2 kDA, 41,2 kDA,

28, 76 kDA agirligindadir.

- 4 3 2 1

Sekil 4. S40, S47, S48 ve (40-47)R1, (40-47)R2, (40-47) R3
Susglarindan Kismi Saflastirilmis Ksilanaz Enziminin SDS-PAGE
Analizi (1: Markir, 2: S40, 3: S47, 4: S48, 5: (40-47)R3, 6: (40-
47)R2, 7: (40-47)R1.

Figure 4. SDS-PAGE Analysis of Partially Purified Xylanase
Enzyme from Strains S40, S47, S48 and (40-47) R1, (40-47) R2,
(40-47) R3 (1: Marker, 2: S40, 3: S47 , 4: S48, 5: (40-47) R3, 6:
(40-47) R2, 7: (40-47) R1.

Sekil 5. S40, S47, S48 ve (47-48)R3, (47-48)R2, (47-48)R1, (40-
48)R3, (40-48)R2, (40- 48)R1 Suslardan Kismi Saflast irilmis
Ksilanaz Enziminin SDS-PAGE Analizi (1: S40, 2: S47, 3: S48,
4: (47-48)R3, 5: (47-48)R2, 6: (47-48)R1, 7: (40-48)R3, 8: (40-
48)R2, 9: (40-48)R1).

Figure 5. 540, S47, S48 and (47-48) R3, (47-48) R2, (47-48) R1,
(40-48) R3, (40-48) R2, (40-48) R1 SDS-PAGE Analysis of
Partially Purified Xylanase Enzyme from Strains (1: S40, 2: S47,
3: 548, 4: (47-48) R3, 5: (47-48) R2, 6: (47-48) R1, 7: (40-48)
R3, 8: (40-48) R2, 9: (40-48) R1).

Streptomyces sp. CD3 suslarindan izole edilen
ksilanaz enzimlerinin zimogram analizleri sonucu 69,18
kDA, 63,09 kDA, 43,65 kDA molekiiler agirliginda iig
bantin varligr gosterilmistir. Bu organizmanin farkli
molekiiler agirliklara sahip ksilanaz enzimleri trettigi
bulunmustur (Sharma ve Bajaj, 2005). Streptomyces
chartreusis susundan izole edilen ksilanaz enzimi SDS-
PAGE yontemiyle analiz edildiginde 31,6 kDA molekiiler
agirlhiginda oldugu saptanmigtir (Li vd., 2011). Bacillus sp.
X-13 susundan izole edilen ksilanaz enziminin, molekiiler
agirliklart 180,4 kDA, 95,5 kDA, 80,6 kDA, 68,5 kDA olan
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dort alt birimden meydana geldigi zimogram analizi
sonucu saptanmugtir (Aygan, 2008). Streptomyces sp.
AMT-3 susundan izole edilen ksilanaz enziminin
zimogram analizi sonucu 240 kDA, 170 kDA iki bant ve
600 kDa iistiinde iki bant olmak iizere 4 bant tespit
edilmistir.

TARTISMA VE SONUC

Ksilanaz aktivitesi, arastirmamizda elde ettigimiz
sonuglarin bir araya getirildigi tablo 1 incelendiginde
ebeveyn olarak kullandigimiz 3 sustan S40 susunun en
yiiksek ksilanaz aktivitesi gosterdigi goriilmektedir. Ancak
bu sugslar arasinda yapilan fiizyon uygulamalar1 sonunda
ortaya ¢ikan suslardan rastgele secilmis olanlar arasinda
yaptigimiz karsilastiriimali ksilanaz aktivite
caligmalarinda 40-48 rekombinatlarindan olan R2 susu ve
47-48 rekombinantlarindan R3 susunun birbirine yakin
duracak sekilde en yiiksek ksilanaz aktivite gosteren
rekombinantlar oldugu goriilmistiir (Tablo2) . Bu suslara
ait kismi saflastirillmis enzimlerin protein igerikleri
incelendiginde 40-47 kombinasyonunun sonucu olarak
ortaya ¢ikan rekombinantlardan R3 susunun en yiiksek
ksilinaz verimlilige sahip oldugu ancak saf protein miktari
bakimindan da ayni ebeveynlerin R2 rekombinantlarinin
en yiiksek deger tasidigi goriilmektedir. Bu demektir ki bu
suslarin Ttrettikleri enzimler farkli ksilanaz aktivitesi
tasimakta ve saf protein miktar: yiiksekliginin aktivite
yiiksekligi anlamina gelmedigi anlasilmaktadir. Tablo 3 ve
tablo 4 birlikte incelendiklerinde 40-48 ebeveyninden elde
edilen rekombinant suslar arasinda 40-47
rekombinantlarina kiyasla daha verimli ksilinaz enzim
rettikleri agik¢a goriilmektedir. Tablo 4 incelendiginde
her ne kadar S48 ebeveyn susunun tiim testlerin sonucuna
bakarak en diisiik ksilanaz aktivitesi gosteren bir sus
olmasina karsilik ondan bu 6zellik bakimindan higte fazla
aktivite gostermeyen S40 ebeveyn susuyla flizyonu sonucu
olusan  R2  rekombinasyonunun  gerek  protein
konsantrasyonu gerek ksilanaz aktivitesi ve gereksede
verimlilik ac¢isindan en {ist diizeyde basarili oldugunu
belirledik. S47 ve S48 suslarimn ebeveyn olarak
kullanildig: testlerde tek baslarina birbirlerine yakin
ksilanaz  aktivitesi  gOstermelerine  karsilik ~ 47-48
flizyonunun rekombinant1 olarak segtigimiz R3 susunda
tim kriterlerde ve tim suslar arasinda yapilan karsilastirma
gergevesinde en basarili sus oldugu ve yiizde verimliligin
aktivite ve protein konsantrasyonu dikkate alindiginda %
131 gibi en {ist diizeyde oldugu agik¢a goriilmektedir.
Sonu¢ olarak, protoplast fiizyonu uygulamasinda
bakterilerin hiicre duvarlarinin pargalanmasiyla olusan
protoplastlar kaynastiginda genomlarinin rastgele homolog
rekombinasyonu sonucu olusan rekombinant tiirlerde
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seliloz ve ksilanaz gibi enzimleri kodlayan genlerin
aktivitesini gelistirebilirler.
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