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OZET

Bu calismada Amasya ili Suluova Celtek komiir madeni atik alanlarinda yetisen bazi bitkilerin
rizosfer bolgesinden fosfor ¢oziicli baz1 bakterilerin izolasyonu, tanisi ve bakterilerin biyokimyasal
Ozellikleri belirlenmistir. Yapilan izolasyon c¢alismasinda fosfor ¢ozen 14 bakteri izolati1 elde
edilmistir. Bakterilerin fosfor ¢6zme indeksleri 3.21 -1.2 arasinda degistigi belirlenmistir. Yiiksek
miktarda fosfor ¢ézen bel4 izolatinin sentezledigi organik asitlerin belirlenmesine yonelik yapilan
GC-MS analizinde izolatin %14.24 oraninda asetik asit salgiladig1 belirlenmistir. izolatlar arasinda
bel izolat1 796,16 ppm ile en yiiksek miktarda IAA iirettigi tespit edilmistir. En diisiik miktarda ise
140,91 ppm ile bel5 izolati IAA iiretmistir. Izolatlarin CAS agar besiyeri kullanilarak siderofor
tiretme indekslerinin belirlenmesinde siderofor iiretme indeksi en yiiksek 3,3 degeri ile be6 izolati
tespit edilirken en diisiik siderofor iiretme indeksi 1,1 ile bel izolat: belirlenmistir. [zolatlar arasinda
be24 izolat1 ise 6,6 indeks ile en yiiksek miktarda proteaz aktivite gosterdigi tespit edilmistir.
Mikroorganizmalarin amilaz aktivitelerinin belirlenmesinde bel2 izolat1 5,3 indeks degeri ile en
yiiksek miktarda amilaz aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir. be9 izolati ise 2,1 indeks degeri ile
en yiiksek miktarda Kitinaz enzim aktivitesi gosterdigi tespit edilmistir. Yapilan bu caligmada
MALDI-TOF analizi ile bakteri izolatlarmin tiir diizeylerinde teshisleri yapilmistir. Tanilama
sonuglarina gore 14 izolat ;Bacillus mojavensis(2), Bacillus amyloliquefaciens ssp.plantarum(2),
Bacillus subtilis ssp.subtilis(2), Bacillus atrophaeus(2),Bacillus vallismortis(2), Bacillus
amyloliquefaciens ssp amyloliquefaciens, Staphylococcus kloosii, Bacillus cereus, ve Acinetobacter
calcoaceticus olarak tanilanmistir. Yapilan bu calisma ile izole dilen ve tamimlanan bakteri
izolatlariin biyokimyasal 6zellikleri ile bitkilerin maden sahasina adapte olup gelismesine katki
sagladig1 disliniilmektedir. Bu calisma ayni zaman maden sahalar ile ilgili ¢caligmalara kaynak
olusturabilmesi bakimdan 6énemli goriilmektedir.

Sayfa Adedi 43
Anahtar Kelimeler : KOmiir madeni havzasi, Fosfor ¢6zen bakteri, Siderofor liretme
Danigman : Dr. Ogr. Uyesi idris BEKTAS
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ABSTRACT

In the fact of this research ,isolation of some phosphorus-solving bacteria from the rhisozphere of
various plant species that grow species in the Suluova Celtek coal mine field of Amasya, and the
diagnosis of them and the biochemicals properties of bacteries were identified. In this isolation study
that was made ;14 bacterial isolates that dissolve phosphorus were obtained. It was also determined
that the phosphorus dissolution indexes of bacteria varied between 3.21 to 1.2. In the analysis of GC-
MS that was made to specify the organic acids synthesized by the bel4 isolate , which dissolves
high gquantitys of phosphorus , it was determined that isolate excreted acetic acid at a rate of 14.24%.
It was established that among the isolates the bel isolate produced the highest quantity of IAA with
796.16 ppm; however the lowest quantity of IAA with 140.91 was produced by the bel5 isolate. By
using CAS agar medium of isolates ,to determine the indexes of the production of siderophor the
be6 isolate was identified with a highest siderophore production index of 3.3;conversely with the
lowest siderophore production index of 1.1 the be6 isolate was defined. Among the isolates , 1t was
determined that the be24 isolate indicated the highest quantity of protease activity with an index
number of 6.6. Additionally, it was identified that the bel2 isolate produced the highest quantity of
amylese with a 5.3 index , to illustrate the amylese activities of microorganisms . On the other hand,
the be9 isolate indicated the highest quantity of chitinase enzyme activity with an index of 2.1 In
the fact of this research work, through the agency of Maldi-Tof analysis , the identification of bacteria
isolates was made in the grades of species. Taking all these into consideration ; 14 isolates were
identified as ,; Bacillus mojavensis(2), Bacillus amyloliquefaciens ssp. Plantarum(2), Bacillus
subtilis ssp subtilis (2) , Bacillus atrophaeus(2) , Bacillus vallismortis(2), Bacillus amyloliquefaciens
ssp amyloliquefaciens, Staphylococcus kloosii, Bacillus cereus and Acinetobacter calcoaceticus .In
the light of facts above , it may be thought that, through the agency of biochemical properties the
isolated and defined isolates contribute the evolution of the plants’ adoption to minefield.
Additionally, this research can be considered as an essential source for he studies of minefield.

Number of Pages 43
Keywords : Coal mine basin, Phosphorus dissolving bacteria, Siderophore production
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu calismada kullanilmig bazi simgeler ve kisaltmalar, yanda agiklamalar1 verilmek {izere

asagida listelenmistir.

Simgeler Aciklama

°C Santigrat Derece
% Yiizde

9 Gram

mg Miligram

mL Mililitre
Kisaltmalar Aciklama

IAA Indol astik asit
k¢ koloni ¢ap1
NBRIP National Botanical Research Institute’s phosphate
M Medium

NA Nutrient Agar
NB Nutrient Broth

z¢

Zon ¢api



1. GIRIS
1.1. Toprak Mikroorganizmalari

Toprak yapisinda organik maddelerin yaninda ¢ok sayida ve gesitte bakteri, viriis, alg,
mantar gibi mikroskobik canliy1 yapisinda barindirmaktadir. Bu mikroorganizmalarin
topragin fiziksel ve kimyasal yapisi tizerine 6nemli etkileri bulunmaktadir. Bu nedenle
mikroorganizmalar olmadan topragin olusmasi ve gorevini yerine getirmesi miimkiin

degildir.

Toprak mikroorganizmalart sahip olugu en oOnemli oOzelligi olan biyokimyasal
ozelliklerinden dolay1 ¢esitli bitki ve hayvan kalintilarini ayristirarak toragin mineral
bakimindan zenginlesmesini saglamaktadir. Bu islemler sonucunda olusan tirtinleri dncelikli
olarak bitkiler kullanmaktadir. Toprakta yasayan bazi mikroorganizmalarda irettigi
antibiyotik, bakteriyosin, alkol ve organik asitler gibi maddeler ile ¢esitli patojen bakterilerin

cogalmalarini engellemektedir (Bickford ve digerleri, 2022).

Toprakta meydana gelen biyokimyasal olaylarin ¢ogunlugu mikroorganizmalar vasitasi ile
olmaktadir. Toprak mikroorganizmalar: trettikleri enzimler aracilig: ile yiiksek polimer
bilesiklerini mineralizasyon sonucu inorganik forma doniistirmektedirler. Organik
maddelerin parcalanmasi bitki tarafindan alinabilir forma doniismesini saglamaktadir. Ayni
zamanda toprak mikroorganizmalari iirettikleri enzimler ile ¢esitli reaksiyonlarin olusumunu
sagladiklar1 i¢in topraktaki biyolojik aktivite degeri enzimsel aktivitenin belirleyicisi
olmaktadir (Bediik, 2022).

Mikroorganizmalarin topraktaki sayisi, tiirleri ve faaliyetleri; ortam kosullarina ve topragin
ozelligine gore degismektedir (Yavuz ve Sarigil, 2016). Toprakta bulunan farkli
mikroorganizmalarin  gergeklestirdikleri biyokimyasal ozellikler birbirinden farkl
oldugundan dolay1, topragin biyokimyasal 0Ozelliginin belirlenmesinde  bazen
mikroorganizmalarin toplam sayisi ve farkli mikroorganizma tiirlerinin belirlenmesi yoluna

gidilmektedir (Okumus ve Alginkaya, 2019).



1.2. Fosfor Cozen Bakteriler

Bitkiler inorganik ve organik besin kaynaklari ile beslenir. Organik kaynaklar, bitkiler i¢in
besin mevcudiyetini arttirir ve toprak organik maddesini tamamlar. Dogal kaynaklar
(organik giibreler) ile birlikte sentetik fosfor kaynaklari, toprakta fosfor ¢oziinmesini ve
bitkiler i¢in kullanilabilirligini hizlandirir (Nishanth ve Biswas, 2008). Fosforun ¢oziinmesi
ve bitkiler tarafindan kullanilabilirligi, mikrobiyal aktiviteler sonucunda meydana
gelmektedir(Abbas ve digerleri, 2012).

Fosfor, hem birka¢ anahtar bitki yapist bilesiginin bir parcasi olarak hem de bitkilerde ¢ok
sayida anahtar biyokimyasal reaksiyonun(fotosentez, protein sentezi, hormon {iretimi)
déniisiimiinde bir kataliz olarak temel bir besindir(Ozyillmaz ve Benlioglu,2012). Fosfor,
ozellikle glines enerjisini yakalama ve yararl bitki bilesiklerine doniistiirmedeki roli ile
dikkat ¢ekmektedir. Fosfor, tiim canlilarin genetik "hafiza birimi" olan DNA'nin hayati bir
bilesenidir. Ayn1 zamanda, bitki yapisi, tohum verimi ve genetik transfer i¢in gerekli olan
proteinleri ve diger bilesikleri olusturmak i¢cin DNA genetik kodunu okuyan bilesik olan
RNA'nin bir bilesenidir. Hem DNA hem de RNA'nin yapilar1 fosfor baglari ile birbirine
baglanir (Griffith, 2022).

Fosfor, bitkilerin “enerji birimi" olan ATP'nin temel yapitasini olusturmaktadir. ATP,
fotosentez sirasinda olusur, yapisinda fosfor bulunur ve bitki ¢cimlenmesinin baglangicindan
baslayarak bikinin tiim yasam dongiisii sonuna kadar kadar isler. Bu nedenle, fosfor tiim
bitkilerin biiylime ve gelismesini saglayan bitkinin canliliginin devam etmesi igin gerekli en

onemli molekiildiir. Fosfor’un bitkiler tizerindeki etkileri sunlardir(Altin ve Tayyar,2005):

> Kok gelisimini uyarmasi

> Bitki boyunda gelisimi uyarmasi

X Cicek ve tohum iiretimini tesvik etmesi

X Uriinlerde verim artist

<> Azot baglama 6zelliklerine sahip olmasi

<> Uriinlerin besin bakimindan zengin olmasi

<> Toprakta bulunan hastalik etmenlerine kars1 direng

> Bitkinin tiim gelisim safhasinda bitkiyi desteklemeleri



Toprak icerisine bulunan Fosfor’un en 6nemli 6zelligi dogal olarak fosfat kayalar1 seklinde
ve mineral apatit halinde bulunmasi ve bu formlarin en temel 6zelligi de toprak icerisine
¢oziinemez durumda olmasidir. Bitkiler ise topraktan aldiklar1 Fosfor’u HPO4? veya H.PO4
formunda alabilir. Fosforun toprak pH’ina bagli olarak asitli topraklarda Al ve Fe ile bilesik
olusturarak (Al3POs) ve (FesPQOys), bazik topraklarda ise Ca ile bilesik olusturarak (CasPOa)2
¢ozlinemez forma doniismektedir (Sharma ve digerleri, 2013). Bu sebeple Fosforun
topraktan bitkiler tarafindan alinabilmesi i¢in ¢ozilinebilir iyonik fosfatlar olan diisiik
molekiil agirlikli Pi, HPO4> veya H:POy4 fosfor bilesiklerine doniismesi
gerekmektedir.(Qureshi ve digerleri, 2012).

Yapilan calismalarda toprakta bulunan Fosfor bilesiklerinin bazi mikroorganizmalar
tarafindan ¢oziilebildigi tespit edilmistir. Bitki rizosfer kisminda bulunan ve simbiyotik
olarak yasayan bu mikroorganizmalarin basinda fosfor c¢ozen bakteriler gelmektedir.
Pseudomonas, Rhizobium, Enterobacter, Azotobacter, Burkholderia, Beijerinckia, Bacillus,
Erwinia, Flavobacterium, Serratia ve Microbacterium gibi bakteri cinslerinin 6nemli fosfor

¢oziicii bakteriler olugu yapilan ¢alismalarda ifade edilmistir (Bhattacharyya ve Jha, 2012).

Bu mikroorganizmalarin salgiladiklar1 fosfataz enzimi yanisira salgiladiklart asetik, laktik,
suksinik, fumarik, okzalik, sitrik, glutamik, maleik, tartarik ve ketobiitirik gibi organik asitler
topragin pH degerini diigiirerek fosforu ¢oziiniir hale getirmektedir (Toro, 2007). Fosfor
coziicii bakteriler, sadece bitki fosfor mevcudiyetini iyilestirmekle kalmayip ayni1 zamanda
IAA (indol asetik asit) ve giberellin, ACC deaminaz enzimi, farkli enzim tiretme gibi

ozelliklere sahip olmast ile bitki i¢in 6nemli hale gelmektedir (Wani ve digerleri, 2008).

Fosfor ¢oziicii bakterilerin bitki gelisimine etkisi dogrudan ve dolayli olarak olmaktadir.
Antibiyotik tiretmeleri veya siderofor iiretmeleri ile patojen mikroorganizmalarin gelisimini
baskilamalar1 sonucu dolayli olarak bitki gelisimi tesvik etmektedirler. indol asetik asit gibi
cesitli bitkisel hormonlarin sentezi azot fiksasyonu, kok zarlar1 geriliminin azaltilmasi, ACC
deaminaz gibi enzimleri tiretmesi ile bitki hormon diizeylerinin ayarlanmasi, organik P
mineralizasyonu ve inorganik P ¢oziiniirliigliniin artirilmasi ile P alinabilirliginin saglanmasi
gibi yontemler ile bitki gelisimi dogrudan bakteriler tarafindan etkilenmektedir (Cakmakei,
2005).



Fosfor ¢oziicli bakterilerin bitkiler i¢in 6neminin belirtildigi bir ¢alismada Singh ve
arkadaglar1 (2011), fosfor ¢oziicii bakterilerin, bitkilerde biiyiime ve gelismeyi tesvik
ettiklerini ayn1 zamanda patojen mikroorganizmalari baskiladiklari i¢in toprakta biyokontrol
ajanlar1 olarak hareket ettiklerini belirlemislerdir. Bir baska c¢alismada ise Chen ve
arkadaglar1 (2006), mikroorganizmalar tarafindan {iretilen organik asitlerin (glukonatlar,
propiyonatlar, stiksinat, laktat ve sitrat) ortamin pH'indaki diisiisiin, ¢esitli bakteri tlirlerinin
fosfor ¢ozme aktivitesi ile iliskili oldugunu tespit etmislerdir. Daha fazla organik asit
salimmi ve daha diisiik pH, fosforun fosfor ¢oziicli bakteriler tarafindan daha fazla
¢ozlinmesini saglamistir. Ayni ¢alismada fosfor ¢6zen bakterilerin bu 6zellikleri sayesinde
P, Mg, Al, K ve Fe gibi elementlerin de bitki tarafindan alinmasini1 saglayarak bitkideki
gelismeyi tesvik ettigi ortaya konulmustur. Fosfor ¢oziicii bakterilerin bitki lizerine etkileri

ise Sekil 1 de verilmistir.

Bitki Beslenmesi —l

E_tilen

,

Uretiminde___ .. ~ |
Azalma Kok Gelisimi
obaf & Biyolojik
. Kontrol
= Antibiyotik
Indol asetik asit  €— — Giderofor
ACC deaminaz €« —p HCN

Sitokinin =~ g—

ey Elizopolisakkarit

Giberellin “—

Metal Baglama
Coziinmemis ___ Organik asitler —3 Coziinmiis
Fosfor | F 5
osfor
Metal Coziinmesi | Fitostabilizasyon

Sekil 1.1. Fosfor ¢oziicii bakterilerin bitki tizerindeki etkileri (Zaidi ve digerleri, 2009)

Ulkemizde farkli bolgelerde ve farkli faaliyetler ile ilgili bir ¢ok maden sahasi
bulunmaktadir. Bu  sahalarin  agir metal konsantrasyonun yiiksek  olugu

bilinmektedir(Vural,Cicek,2020). Agir metaller, ekosistemde biyogesitliligin azalmasina,



ekosistemin bozulmasina ve toprak verimliliginin diismesine sebep olan en Onemli
etmenlerin baginda gelmektedir. Cevre kirliliginin en temel etmeni olan bu agir metaller(Pb,
Zn, Cu, Cr, Co,Fe, Cd, vb.) belirli bir konsantrasyonun iizerine ¢iktiginda tiim canlilar igin

tehlike olusturmaktadir. (Ozay ve Mammadov, 2013).

Topraktaki agir metal konsantrasyonlarinin artisindan bitkiler de etkilenmektedir. Bitkilerin
kok, govde, yaprak ve iireme organlarini olumsuz sekilde etkileyen agir metaller bitkilerin
fizyolojik olaylarini(fotosentez ve solunum) etkileyerek bitki tiirlerinin yok olmasina sebep
olmaktadir. Cevre lizerine olumsuz etkiye sahip olan agir metallerin en 6nemli yayilim

kaynaklarindan biri de maden sahalaridir(Asri ve S6nmez, 2006).

Bu bilgiler dogrultusunda maden sahalarinda yetisen bitkilerin gelisimine toprak
bakterilerinin katki sunabilecegi diisiincesi ile, Amasya (Suluova) ¢eltek komiir madeni
atiklar1 tlizerinde yetisen bazi bitkilerin kok bolgesinden fosfor ¢ézen bakterilerin izole

edilmesi tanilanmasi ve biyokimyasal 6zelliklerini belirlenmesini amaglamistir.



2. LITERATUR

Kloepper ve ark. (1989), yaptiklari ¢alismada topraklarda dogal olarak bulunan fosfat ¢6ziicii
bakterilerin bitki gelisiminin tegvik ettiginin belirtmislerdir. Ayrica bakteriler tarafindan
salgilanan bitkisel hormon, antibiyotik, siderofor ve diger maddeler bitkiler ig¢in P

almabilirligi ve gelismeyi tesvik ettigini ortaya koymuslardir.

Bolan ve ark. (1997), yaptiklar1 bir ¢alismada, bazi bitki tiirlerinin, rizosferde bulunan ham
fosfat kayalarini ¢ozerek fosforun verimli kullanilmasini saglayan mekanizmalara sahip

oldugunu bildirmislerdir.

Barazani ve Friedman’in (1999) yaptiklar1 calismada bakteri tiirlerinin faydali veya zararl
etkilerinin tirettikleri oksin hormonu miktarina bagli oldugunu belirtmislerdir. Calismalarina
yiiksek miktarda indol asetik asit iireten Micrococcus luteus, Strepto verticillium sp.,
Gluconobacter sp. ve P. putida bakterilerinin inokulasyonu ile kok gelisiminin
baskilandigini, Agrobacterium sp., Alcaligenespiechaudii, Comamonasacidovorans gibi
indol asetik asiti digerlerine gore daha diisiik seviyelerde iireten bakterilerin inokulasyonu
ile bitki gelisiminin tetiklendigini kaydeden arastirmacilar, PGPR suslarinin indol asetik asit

disinda gelisimi destekleyici salgilar tirettigini 6ne siirmiislerdir.

Whitelaw (2000) gore mikroorganizmalar, inorganik fosforu ¢oziindiirmek igin farkli
metabolik yollar kullanmaktadir. En 1yi bilinen mekanizma, rizosferin pH'i diisiiren sitrik,
oksalik, glukonik, suksinik ve diger asitler gibi organik asitlerin atilmasidir. Daha sonra bu
asitler demir ve aliiminyum i¢in selatlama maddeleri oynar. Selasyon, bir ligand (genellikle
bir karboksil veya hidroksil grubu) ile bir metal iyonu arasinda yeni bir kompleks olusturan

ve fosforu serbest birakan baglarin olusumundan olustugunu bildirmistir.

Jeon ve ark. (2003), yaptiklar1 ¢alismada verimsiz bir g6l kenar1 topragini kullanmislardir.
P. flourescens ve B. megaterium suslarin inoklasyonunun bitki biiylimesine 6nemli miktarda
katkida bulundugunu bildirmisler, bu katkinin suslarin {irettigi fitohormonlardan
kaynaklandigin1 ozellikle indol asetik asit ve toprakta c¢oziinemeyen formdaki fosfatin

coziinmesi ile ilgili olabilecegini vurgulamislardir.



Rodriguez ve ark. (2006) gore, fosfor (P), canli organizmalarin biiyiimesi ve gelismesi igin
gerekli bir makro besindir. Niikleik asitlerin, fosfolipitlerin ve enzimlerin temel bir
elementidir. Topraktaki P dongiisii dinamiktir ve mikroorganizmalar merkezi bir rol oynar,
clinkii fosfitten (PO,)* fosfata (PO4)* elektron transfer reaksiyonlaria miidahale ederler.
Bazi mikroorganizmalar ham fosfat kayasini ¢ozme yetenegine sahip oldugunu ve genelde
fosfat ¢ozen mikroorganizmalar olarak adlandirildigini, Rhizobium, Bacillus ve
Pseudomonas cinslerinden Rhizobacteria, en gii¢lii fosfor ¢ozen bakteriler oldugunu

bulmuslardir.

Tsavkelova ve ark. (2007), yapiklar1 ¢aligmalarina cinsleri farkli olan bakteri izolatlarinin
inol asetik asit iiretme miktarlarim arastirmislardir. Calismada kullanilan izolatlar olan
Pseudomonas, Erwinia, Burkholderia, Bacillus, Chryseobacterium, Stenotrophpmonas,
Flavobacterium ve Agrobacterium cinsi bakterilerin yiiksek miktarda indol asetik asit
iiretiklerini ayn1 zamana bu bakterilerin trettikleri indol asetik asit yardimi ile bitki

gelisimine katki sagladiklarini ifade etmislerdir.

Smith ve Read (2010) yatiklar1 arastirmada bitki rizosfer kismindan izole ettikleri
bakterilerin ¢esitli mekanizmalar ile bitkinin su, tuz ve besin alinimini sagladiklari, abiyotik
stres kosullarina kars1 bitkiye tolerans sagladiklarini ifade etmislerdir. Ayn1 zamanda kok
bakterilerinin azot ve karbon dongiisiine katki sagladiklarini, bitkilerin ¢evreye uyum

saglamalarina katki sagladiklarini tespit etmiglerdir.

Majeed ve ark. (2015), yapmis olduklar1 bir ¢alismada, fosfor ¢6zen mikroorganizmalarin

cok cesitli rol oynadigini ve bitkilerin besin alimini olumlu etkiledigini bulmuslardir.

Babier ve Akkoprii (2020), tarafindan yapilan calismalarinda kiiltiir bitkilerinden izole
edilen 191 bakterinin indol-3-asetik asit (IAA) iiretimi ve siderofor iiretimi arastirilmistir.
AA iireten 96 adet izolat belirlenirken en etkili izolatin 25.03 ppm IAA iireten V31Y4 kodlu
izolat oldugunu tespit etmislerdir.135 adet izolatin ise siderofor iirettigini tespit eden
arastirmacilar en 1yi siderofor iireten izolatin 7 mm ile V40K2 kodlu izolat1 oldugunu tespit

etmislerdir

Aktan ve Soylu (2020), badem agaglarindan izole edilen endofit ve epifit bakterilerin bitki

gelisiminin tesvik etme mekanizmalarini arastirmistir. izole ettikleri bakteriler arasindaki



Enterobacter cloacae izolatlarin oldukga yiiksek miktarda indol asetik asit ve siderofor
tiretme yeteneklerine sahip oldugunu tespit etmistir. Serratia marcescens izolatlarinin ise
siderofor tiretme 6zelligine sahip olugunu Ve fosfor ¢6zme miktarinin diger izolatlara gore
onemli 6lgiide yiiksek oldugunu, Bacillus spp. cinsi izolatin ise patojen mikroorganizmalara
kars1 daha ¢ok antagonistik 6zellikte dnemli bir rol oynayan amonyak iiretme 6zelliginin

yiiksek diizeylerde gerceklestigi belirlenmistir

Coban (2020) tarafindan yapilan g¢alismada, sucul ortamdan izole edilen
mikroorganizmalarin ayni Ornekten izole edilseler dahi farkli degerlikte proteaz iireme

ozelligine sahip olduklarini1 gostermistir.

Ozdemir ve Demirkan (2020) tarafindan yapilan ¢alismada, mutant Bacillus subtilis KE20
tarafindan gelistirilmis proteaz iiretimi i¢in beslenme ve fiziksel parametreler optimize
edilmigtir. Bu mutanttan proteaz iiretiminin inkiibasyon kosullarinin optimize edilmesiyle,
bazal ortama (kontrol) kiyasla %79 enzim verimi artirtlmistir. Ek olarak, mutant KE20,
ebeveyn susa kiyasla 16.5 kat artis saglamistir. Bu arastirmada incelenen proteaz enzimi,
endiistrinin farkli dallarinda kullanilan ve her gecen giin kullanim orani1 artan bir enzimdir.
Calisma sonucunda elde edilen ¢ok verimli ve yeni bir mutant olan Bacillus subtilis KE20

proteaz enzimi endiistriyel kullanilabilirlige sahip olabilir.

Babier ve Akkoprii(2020) yaptiklart ¢lhismalarinda, Van ili ve civarinda yetistirilen bazi
kiiltiir bitkilerinden kok, govde, siirgiin ve yaprak dokularindan 191 endofitik bakteri izole
etmislerdir. Izole ettikleri bakterilerin siderofor iiretimi, fosfor ¢6zme 6zelligi, indol asetik
asit iiretme ve azot baglama 6zelliklerini incelemislerdir. Izolatlarm %58.9’unun gram (-),
%41.1°inin gram (+) oldugu tespit etmislerdir. izolatlar arasma 8 izolatin azot fiksasyonu
disinda diger tim kategorilerde aktivite gosterdigi tespit edilmistir Bu sekilde yaptiklari
caligmada mikroorganizmalarin farkli biyokimyasal 6zelliklere sahip oluklarini tespit

etmislerdir.

Aytar ve ark. (2021) ¢alismalarinda Aydin ve Denizli ¢evresinden izole edilmis termofilik
bakterilerden lipaz, amilaz ve proteaz enzim aktiviteleri arastirmiglardir. izolatlar arasinda
enzimleri ireten suslarin oranini; lipaz % 50, amilaz % 63.3, proteaz % 56.6 olarak

belirlemiglerdir.



Ekinci ve Cakmakg1 (2022) tarafindan yapilan c¢alismada Antalya, Konya, Isparta) ve
ilgelerden (Kulu, Sarkikaraagac, Atabey) farkli habitatlara ait ortamlardan aldig1 28 toprak
orneginden 19 bakteri izolat1 gergeklestirmislerdir. Izole edilen 19 bakteri arasinda KK2

kodlu Myxococcus sp. en yiiksek amilaz aktiviteye sahip oldugu belirlenmislerdir.

Taskin ve Onalan (2022) yaptiklar1 c¢alismada topraktan izole ettikleri bakterilerin 9
tanesinin proteaz,8 tanesinin lipaz,5 tanesinin seliilaz ve 2 tanesinin pektinaz aktiviteye sahip
oldugu tespit etmistir.Ayrica izolatlar arasimnaki 7 izolat ise siderofor iirettigini tespit

etmistir. Amilaz ve ksilinaz aktivitesi gosteren izolat ise tespit etmemislerdir.

Karakas ve ark. (2022) yaptiklar1 ¢alismada, Alyssum pinifolium (Nyar, T.R. Dudley) bitki

rizosfer kismindan izole ettikleri bakterilerin bitki biliylime tesvik edici potansiyelleri
arastirilmustir. izole ettikleri 21 izolatin 16S rDNA analizi ile yapilan tanimlamalarinda
izolatlar Bacillus, Priestia ve Brachybacterium cinslerine ait oldugunu tespit etmislerdir.
Izolatlarm in vitro sartlarda indol-3-asetik asit (IAA), azot fikse etme, fosfor ¢6zme
yetenekleri ve siderofor iiretme kapasiteleri belirlenmistir. izolatlarin tiimiiniin fosfor ¢6zme
Ozelligine sahip oldugu belirlenmistir. Bakteri izolatlarin fosfor ¢6zme degerlerinin 2.047
pg/mL - 2.600 pg/mL arasinda degistigi tespit edilmis olup en yiiksek deger Bacillus
toyonensis NMCC-157"ten elde edilmistir. izolatlarin arasinda azot fiksasyon ozelligine

sahip izolat tespit edilememistir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1.Materyal

Bu ¢alismada, Fosfor ¢dzen bakterilerin izolasyonu icin Amasya ili Suluova Ilgesi Celtek
kémiir madeni atiklari {izerinde yetisen baz bitkilerin kok bdlgesinden Dr. Ogr. Uyesi Veli
CELIKTAS tarafindan alinan toprak &rnekleri materyal olarak kullanilmustir. Calisilan

bolgenin goriintiisii ise Resim 3.1°de verilmistir.

H
6 Sdluova Geltek Kdmir Madeni Isletme Mudurliga

» 4
Suluova Qéltek Komur
. Madeni I'sle'tme Madarliga

Resim 3.1. Suluova ilgesi ¢eltek komiir madeni alaninin goriinimii

3.2.Yontem

3.2.1.Toprak oérneklerinin hazirlanmasi ve fosfor ¢oziicii bakterilerin izolasyonu

Fosfat ¢dzen bakterilerin izolasyonu, 2022 yilinda Suluova ilgesi Celtek komiir madeni atik
alaninda yetisen bazi bitkilerin rizosfer bolgesinden alinan toprak orneklerinden, Bektas
(2021) tarafindan belirtilen yonteme gore yapilmistir. Laboratuvara getirilen bitkilerin
rizosfer kismindaki yumusak toprak bitkiden ayrilarak 12 adet toprak Ornegi bakteri
izolasyon islemi i¢in havanda doviiliip ezilmis ve 2 mm g¢aph eleklerden elenmistir.
Izolasyon islemi i¢in her bir toprak érneginden 5 g alinarak 95 ml fizyolojik tuzlu su (% 0.85
NaCl) igerisinde 60 dak. 125 dev dak *da ¢alkalayicida ¢alkalanmustir (Resim 3.2.)
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Resim 3.2. Rizosfer toprak 6rneklerinin bakteri izolasyonuna hazirlanmasi

Karigimdan 1 ml alinip igerisinde 9 ml fizyolojik tuzlu su bulunan 12 ml’lik tiiplere
aktarilmistir. Tiip karistiricida karistirildiktan sonra bu sekilde 10 katlik diliisyon serileri
hazirlanmistir. Besinci diliisyon serilerinden 100 pl alinarak, P ¢6zen bakterilerin
belirlenmesi igin kullanilan ve segici bir besiyeri olan trikalsiyum fosfat(TCP) iceren NBRIP
besi ortamina Resim 3.3’de goriildiigii gibi ekim yapilmigtir (Nautiyal ve digerleri, 2000).

Resim 3.3. Fosfor ¢ozen bakterilerin belirlenmesi igin diliisyon orneklerinden ekim
isleminin yapilmasi

Ekim yapilan petri kaplarinda bakteri gelisimini saglamak i¢in petriler 27°C’de 48 saat siire
ile inkiibe edilmistir. Besi ortaminda gelisen ve etrafinda seffaf zon olusan bakteriler fosfor
¢cOzen bakteri olarak kaydedilmistir. Bu sekilde morfolojik olarak birbirinden farkli 6zellik
gosteren 14 bakteri kolonisi segilerek Nutrient Agar besi ortaminda ¢izgi, ekim

yapilmistir(Resim 3.4). Saflastirilan izolatlar %30 gliserol -20 C saklanmustir.
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Resim 3.4. Fosfor ¢dzen bakterilerin belirlenmesi ve saflastirilmasi

3.2.2.Bakterilerin fosfor ¢6zme indekslerinin belirlenmesi

Secilen bakterilerin fosfor ¢ozme ineksleri NBRIP besi ortamina li¢ tekrarli nokta ekimi
yapilarak hesaplanmistir. Fosfor ¢6zme indeksinin belirlenmesinde kullanilan yontem Sekil
3.1'de verilmistir. Bu yontem ayn1 zamanda diger biyokimyasal 6zelliklerin belirlenmesinde

de kullanilmistir.

A

Fosfor C6zme Indeksi= A/B
A: Seffaf zon cap1

B:Bakteri kolonisinin ¢ap1

Sekil 3.1. NBRIP besi ortaminda bakteri izolatlarinin fosfor ¢6zme indeksinin hesaplanmasinda

kullanilan yontem (Johri ve digerleri, 1999)
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3.2.3.Bakterilerin Indol asetik asit iiretme potansiyellerinin belirlenmesi

Fosfor ¢6zdiigii belirlenen bakterilerin indol asetik asit iiretme potansiyelleri L-triptofan (L-
TRP) varliginda, Akbari ve ark. (2007) tarafindan gelistirilen yonteme gore yapilmistir.100
ml’lik erlenler igerisine hazirlanan 50 ml Nutrient Broth(NB) besiyeri otoklav yapilarak,
tizerine 5 mL L-TRP (% 0.05) eklenmistir. Hazirlanan ortama bakteri izolatlarinin OD
600nm: 0.1 ayarlanmis yogunluktaki siispansiyonlarindan 100 pL ekim yapilmis ve 27C%de,
120 rpm’del0 giin inkiibe edilmistir. Siire sonuna s1v1 kiiltiir 1200 rpm de 15 dk. santrifiij
edilmis ve siipernatanttan 3 mL alinarak bir tiipe aktarilmis ve lizerlerine 40 pul fosforik asit
eklenmistir. Hazirlanan karigima 2 mL Salkowski ayiract (2 mL 0.5 M FeCls + 98 mL
%35’lik HC1O4) eklenmis ve 30 dk .renk degisimi i¢in beklenilmistir. Siire sonunda her bir
bakteri izolatinin inokiile edildigi tiipte meydana gelen renk yogunlugu spektrofotometrede
600 nm’de okunarak absorbans degerleri belirlenmistir(Akkoprii, 2012). Elde edilen
absorbans degerlerini pg/mL’ye doniistirmek i¢in 10°dan 100’ye kadar farkli ppm
diizeylerinde standart IAA siispansiyonu hazirlanarak absorbans olgiimleri yapilmistir
(Resim 3.5). Elde edilen absorbans degerleri standart absorbans degerleri ile kiyaslanarak,

olusturulan kurveye gore izolatlarin TAA tiretimi hesaplanmistir (Sekil 3.2).

Resim 3.5. Standart indol asetik asit ¢6zeltilerinin olusturulmasi
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Standart indol asetik asit ¢ozeltilerinin absorbans degerleri

120

V'S
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60 /

40 .//
/

20 —

0.145 0.180 0.280 0.288 0.522 0.670
Absorbans

Standart ppm

Sekil 3.2. Farkli ppm degerindeki standart indol asetik asit ¢ozeltilerinin absorbans
degerleri

3.2.4.Bakterilerin Siderofor iiretim potansiyelinin belirlenmesi

Siderefor aktivitesi, Blue-CAS Agar metodunun uyarlanmasi ile belirlenmistir (Louden ve
digerleri, 2011). Blue-CAS Agar besiyeri:

A. CAS solisyonu:

a) 50 mL steril distile su (ddH20) iginde, 0.06 g CAS (Fluka Chemicals) ¢oziilmiistiir.

b) 10 mL (10 mM) HCI iginde, 0.0027 g FeCl3-6H20 ¢oziilmiistiir.

c) 40 mL ddH20 iginde, 0.073 g HDTMA ¢0ziilmiistiir.

-9 mL soliisyonu a soliisyonu b soliisyonu ile karistirilarak iizerine ¢ soliisyonu ilave

edilmistir.Karigim otoklav yapildiktan sonra kapta saklanmastir.
B. Minimal tuz ortam (MM?9):
500 ml ddH0 iginde, 15 g KH2P04; 25 g NaCl ve 50 g NH4Cl ¢oziilmiistiir. % 20°lik glikoz

¢ozeltisi hazirlamak i¢in ise 100 mL steril distile su i¢inde 20 g glikoz ¢6ziindiiriilmiis filtre

ile sterilize edilmistir.
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C. CAS agar’in hazirlanmasi:

a) 750 mL ddH.Q'ya, 100 mL MM?9 tuz ¢6zeltisi eklenmistir.

b) Karisima 32.24 g piperazin-N, N'-bis (2-etanstiilfonik asit) (PIPES) eklenmistir. NaOH
ile pH 6'ya ayarlanip karistirilirken yavasca PIPES eklenmistir. PIPES ¢oziindiikge diisen
pH dengelenmis ve 6.8'e ayarlanmistir.

¢) 15 g agar eklenmis ve otoklav edilmistir.

d) 50°C'ye sogutulmus MM9/PIPES karisimina, 30 mL steril casamino asit ¢ozeltisi (3 g
casamino asit 27 mL steril ddH2O ve filtre ile sterilize edilmistir) ve 10 mL steril %20 glikoz
¢ozeltisi ilave edilmistir) cam duvar boyunca yavasga 100 mL CAS soliisyon (A) eklenmis

ve karistirillarak aseptik olarak petri kaplarina dokiilmiistir.

Bakterilerin 24 saatlik saf kiiltiirleri Hazirlanan mavi renkli CAS agar besiyerine birbirine
esit uzaklikta olacak sekilde ii¢ noktaya ekilmis, 7 giin siireyle 27 C%de inkiibasyona
birakilmistir. Bakteri izolatlarinin koloni ¢evresinde olusan sar1 zon ¢apinin koloni ¢apina
oranlanmasi ile her bir izolatin siderofor iiretme indeksi hesaplanmistir. Elde edilen

degerlere gore bakteriler izolatlarin siderofor iiretme seviyesi degerlendirilmistir.

3.2.5.Bakterilerin bazi enzimatik ozelliklerinin belirlenmesi

Proteaz Enzim Aktivitesi: Fosfor ¢ozen bakterileri izolatlarinin proteaz enzim iiretme
potansiyelleri %2 oraninda Skim Milk igeren Laura Bertani Agar (SMLBA) besi ortami
kullanilarak belirlenmistir (Perneel ve digerleri, 2007). Bu amagla izolatlar steril kiirdan ile
SMLBA besi yeri iizerine nokta ekimi yontemi ile inokule edilerek 26°C’de 48 saat siire
inkiibe edilmistir. Her bir bakteri i¢in proteolitik aktivite indeksi (Pro-indeks), ortaya ¢ikan
seffaf zon cap1 (z¢) ile bakteri koloni ¢apinin (k¢) 6l¢iilmesi (mm) ve birbirine oranlanmasi
ile belirlenmistir (El-Sayed ve digerleri, 2014). Her izolat 3 tekerriirlii olarak sekilde, bir
petriye 3 farkli noktaya ekilmis ve Olglimler sonucu o izolata ait proteaz enzim indeks

degerleri hesaplanmistir.

Kitinaz Enzim Aktivitesi: Mikroorganizmalarin kitinaz enzim aktivitesi %21 kolloidal
kitin ihtiva eden besiyeri (g/L: Na:HPO4, 6; KH2PO4, 3; NH4CIl, 1; NaCl, 0.5; maya
ekstrakti, 0.05; agar, 15) kullanilarak belirlenmistir.
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Petrilere bakteriler nokta ekim yapilarak ekilmistir ve 10 giin 30 °C’de inkiibe edil
mislerdir. Inkiibasyon sonucunda her bir bakteri i¢in kitinaz enzim aktivite indeksi, ortaya
cikan seffaf zon cap1 (z¢) ile bakteri koloni ¢apinin (k¢) Ol¢iilmesi (mm) ve degerlerin
birbirine oranlanmasi ile hesaplanmistir (Kuddus ve Ahmad, 2013). Deneme {i¢ tekrarh bir

sekilde yapilmigtir.

Amilaz Enzim Aktivitesi: Czapek-Dox Agar (CDA) besi ortami, bakterilerin amilaz
aktivitenin taranmasi icin kullanilmistir. Besiyeri Ig¢erdigi ortam (g/L): ham nisasta 20;
NaNOs 1; K2HPO4 1; MgS04 0.5; FeS04 0.01; agar 15 g olacak sekilde besi ortaminin pH'
5.0'a ayarlanmistir. Hazirlanan besi ortam1 121 °C'de 15 dakika sterilize edilecektir. Nigasta
1 saat 140 °C'de bir firinda kuru 1sitma ile ayr1 sterilize edilecek ve sterilize ortama aseptik
olarak eklenecektir. Besi ortamina bakteriler nokta ekim seklinde inokule edilecektir.
Petriler 5 giin 30 °C'de inkiibe edilecek ve siire sonunda petriler %1 lik iodine solusyonu ile
5 dakika yikanacaktir. Bakterilerin ¢cevrelerinde olusan zonlar bakteri ¢aplari ile oranlanmasi

ile bakterilerin amilaz aktivite degerleri belirlenmistir(Dowarah ve digerleri, 2021).

3.2.6. Biyoaktif bilesiklerin belirlemesi

Yiiksek oranda Fosfor ¢6zme aktivitesi gosteren be 14 kodlu bakteri segilerek biyoaktif
bilesikleri belirlenmistir. Bu amag ile secilen bakteri 200 ml Nutrient Broth besi ortamina 10
giin boyunca calkalayicida gelistirilmistir. Gelisen bakterilerin besiyerinden 25 ml alinarak
ayni oranda etil asetat ile karistirilmistir(Resim 3.6). Karisim oda sicakliginda 25 dak.
bekletilerek biyoaktif bilesiklerin iist fazda bulunan etil asetata gegmesi saglanmistir. Etil
asetat boliimii besi ortaminin iist fazindan alinarak 40 °C de evaporatorde buharlastirilmastir.
Kalan tortu kistm kisim 2 ml Etanolde ¢oziilerek Amasya Universitesi Merkezi Arastirma
Laboratuvarinda hizmet alimi yolu ile GS-MS de analiz edilmistir (Dowarah ve digerleri,

2021). Sonuglar Cizelge halinde sunulmustur.
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Resim 3.6. Secilen bakteri izolatinin Nutrient Broth besi yerinde gelistirilmesi ve Etil Asetat
ile karistirilmasi(list faz).

3.2.7.MALDI-TOF MS cihazi ile mikroorganizma tiirlerinin tanilanmasi

Yiiksek miktarda fosfor ¢ozen 14 adet bakteri izolatinin tanisi, Hatay Mustafa Kemal
Universitesi Bitki Saghig Klinigi Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde bulunan MALDI-
TOF MS (Matrix Assisted Laser Desorption lonization-Time of Flight Mass Spectrometry,
Bruker Daltonics GmbH, Bremen, Almanya) mikroorganizma tanimlama cihazi kullanilarak

yapilmigtir.

MALDI-TOF MS son yillarda mikrobiyolojik tanilamada hizli ve gilivenilir olan matriks
yardimli lazer desorpsiyoniyonizasyon ugus siireli kiitle spektroskopi cihazidir (Ahmad ve
digerleri, 2012;Pavlovic ve digerleri, 2012). Analiz sonucunda, yiiksek olasilikl1 tiir teshisi;
2.000-3.000 (yesil renk), cins diizeyinde ve muhtemel tiir diizeyinde teshis; 1.700-1.999 (sar1

renk) arasindaki skala degerleri kullanilarak degerlendirilmistir(Uysal ve digerleri, 2018).
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4. BULGULAR

4.1.Toprak Ornekleri

Yapilan arazi incelemesinde calisilan bolgede yetisen 4 farkli bitkinin kok kismindan 3

tekerriirlii olacak sekilde 12 toprak 6rnegi alinmistir.
4.2 Fosfor Coziicii Bakterilerin izolasyonu ve Fosfor Cézme indekslerinin Belirlenmesi

Bitkilerin rizosfer topraklardan yapilan bakteri izolasyon calismasinda NBRIP besi
ortaminda fosfor ¢cozme belirtisi olarak zon olusturan morfolojik olarak birbirinden farkli 14
bakteri izolasyonu yapilmistir (Resim 4.1). Izolatlarin fosfor ¢dzme indekslerinin
belirlenmesi igin tekrar NBRIP besiyerine yapilan nokta ekiminde en yiiksek fosfor ¢ozme
indeksi 3.21 ile bel4 izolat1 tespit edilmistir. izolatlar arasinda en diisiik fosfor ¢ozme
indeksi 1.2 ile be2 ve be9 izolatlar1 belirlenmistir. Tiim izolatlarin fosfor ¢6zme indeksleri

ve istatistik olarak karsilastirilmalari ise Cizelge 4.1’de verilmistir.

Resim 4.1. Fosfor ¢ozen bakterilerin NBRIP besi ortaminda olusturdugu zonlar(a) ve fosfor
¢6zme indekslerinin belirlenmesinde olusan zonlar(b)
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Cizelge 4.1. Bakteri izolatlarinin fosfor ¢6zme indeksleri ve istatistiki olarak
karsilastirilmasi

Bakteri izolatlar Fosfor C6zme Bakteri izolatlar Fosfor Cozme
indeksit indeksit
Standart hata Standart hata
bel 1,2+0,05¢ be9 1,24+0,1¢
be2 1,23+0,03¢ bel0 2,7+0,72¢
be3 2,540,25%¢ bel2 3,03+0,372
bed 2,7+0,422%¢ beld 3,21+0,242
be5 2,0340,14bcd belb5 3,1+0,58?
beb 1,46+0,06¢ bel9 2,5840,08%¢
be7 1,33+0,03¢ be24 1,9+0,05¢%

*Deneme 3 tekerriirlii olacak sekilde yapilmistir. Ayni siitunda ayni harf ile ifade edilen degerler arasinda Duncan ¢oklu
kargilastirma testine gore istatistiki olarak bir fark yoktur(p<0.5)

Fosfor ¢ozen bakterilerin belirlenmesinde kullanilan Kati NBRIP besiyeri bakterilerin fosfor
¢ozme degerlerinin dogru bir sekilde belirlenmesi amaci ile kullanilan bir ortamdir. Toprak
bakterilerin fosfor ¢6zme indekslerinin belirlenmesi i¢in yapilan bir ¢alismada
Bektas(2021), farkl: bitkilerin kok bolgesinden 117 bakteri izolasyonu yapmistir ve fosfor
¢ozen bakterilerin seciminde ise katt NBRIP besi ortami kullanilmustir. {zolatlar icerisinde
15 tanesi NBRIP besi ortaminda fosforu ¢ozdiigiini belirten zon gozlemlemistir.
Calismamizda fosfor ¢ozen bakterilerin hizli bir sekilde belirlenmesinde dogrudan kati
NBRIP besiyeri kullanilmis ve ¢alismaya benzer sekilde besiyerinde zon olusturan 14
bakteri izolat1 segilerek bu bakteriler fosfor ¢dzen bakteri olarak degerlendirilmistir. Izolatlar
arasindaki bel4 kodlu izolat 3.21 fosfor ¢c6zme indeksi ile en yiiksek oranda fosfor ¢ozdiigii
belirlenmistir. Izolatlar arasindaki be4, bel0, bel2, bel5 ve bel9 kodlu izolatlar ise bel4
kodlu izolattan diisiik miktarda fosfor ¢ozme indeksi olusturmustur fakat aradaki fark
istatistiki olarak onemli olmadig1 goriilmiistiir(p<0.5). En diisiik miktarda fosfor ¢dzme
indeksi ise b1 kolu izolatta hesaplanmistir. Benzer bir sekilde yapilan ¢alismada Varhan ve
Bozkurt(2021), 12 epifitik bakterinin fosfor ¢o6zme indekslerini NBRIP besi ortami
kullanarak belirlemislerdir. Arastirmacilar bakteri izolatlarinin fosfor ¢6zme indekslerini
1.03-4.44 arasinda degistigini tespit etmiglerdir. Calismamizda yiiksek miktarda fosfor

¢ozen bel4 izolatinin tirettigi organik bilesikler ise Cizelge 4.2°de verilmistir.
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Pik No  Alikonma Zamani % Oran Bilesen
1 2,029 0.10 Acetic acid
2 2,388 7.83 n-Hexane
3 3,124 4,66 Acetic acid
4 3,296 8,61 Acetic acid
5 3,672 0,97 Acetic acid
6 3,797 3,71 2-Butanone
7 4,047 5,80 Hexane
8 5,580 2,53 Hexane
9 5,690 1,26 p-Xylene
10 5,893 0,51 Benzene
11 6,050 1,19 Benzene
12 6,535 0,53 2-Undecene
13 7,051 0,59 Benzene
14 7,114 0,39 Benzene
15 7,223 0,45 Benzene
16 7,380 1,16 Allyl(ethoxy)dimethylsilane
17 7,646 2,24 Decane
18 7,896 0,31 2-Hydroxyethyl butyl sulfide
19 8,021 0,53 Butyric Acid-2
20 8,100 0,72 Butyric Acid-2
21 8,209 0,45 1,2,3-Propanetriol
22 8,272 0,32 1,2,3-Propanetriol
23 8,319 0,30 1,2,3-Propanetriol
24 8,522 1,19 1,2,3-Propanetriol
25 8,600 1,59 1,2,3-Propanetriol
26 8,788 0,91 1-Undecanol
27 8,960 1,62 1,2,3-Propanetriol
28 9,070 1,12 1,2,3-Propanetriol
29 9,226 1,97 Ribitol
30 9,414 0,27 1,2,3-Propanetriol
31 9,539 1,15 Benzeneethanol
32 9,743 0,28 Sulfide
33 9,993 0,20 9-Benzeneselenylnon
34 10,118 0,23 Propanoic acid
35 10,290 0,15 2,2-Bis(butoxy) propionic acid
36 10,603 0,28 2-Dodecene
37 10,728 0,57 Dodecane
38 10,869 0,26 1-Diisopropylsilyloxybutane
39 11,385 0,03 Ethyl Acetate
40 11,542 0,04 Acetic acid
41 11,589 0,04 ethyl N-methylcarbamate
42 11,651 0,06 Acetic acid
43 11,902 0,04 Octadecane
44 12,152 0,11 Tridecane
45 12,277 0,05 Acetic acid




Cizelge 4.2 (Devami)

Pik No Alikonma Zamani % Oran Bilesen
46 12,496 0,14 4-chlorophenylthio
47 12,575 0,07 Octane
48 12,809 0,02 1-Hexene
49 12,888 0,06 Oxalic acid
50 13,013 0,05 Xylitol
51 13,122 0,06 Acetic acid
52 13,263 0,05 Propanoic acid
53 13,404 0,41 1-Tetradecene
54 13,513 1,79 Tetradecane
55 13,654 0,03 Tridecane
56 13,811 0,08 Benzoic acid
57 14,186 0,06 tert-Hexadecanethiol
58 14,265 0,02 Heneicosane
59 14,311 0,07 Nonadecane
60 14,405 0,03 Decane
61 14,499 0,07 tert-Hexadecanethiol
62 14,640 0,20 2,6-di-t-butyl
63 14,750 0,31 Eicosane
64 14,875 0,08 Triacontane
65 14,984 0,16 2,2-Dimethyl
66 15,031 0,09 Phenol
67 15,219 0,10 Hexadecane
68 15,297 0,10 Octadecane
69 15,344 0,10 Octadecane
70 15,422 0,23 Octadecane
71 15,563 0,10 Triacontane
72 15,641 0,17 2-Bromo dodecane
73 15,829 0,06 1-Decanol
74 15,907 0,76 Cetene
75 15,986 2,12 Hexadecane
76 16,173 0,13 Ethanol
77 16,424 0,11 Tridecane
78 16,565 0,34 Tridecane
79 16,705 0,35 Cyclohexane
80 16,862 0,17 Eicosane
81 16,909 0,13 Eicosane
82 17,018 0,26 Pentadecane
83 17,112 0,31 Pentadecane
84 17,206 0,18 Heptacosane
85 17,269 0,26 Eicosane
86 17,394 0,42 Eicosane
87 17,535 0,30 2,6-Diisopropylnaphthalene
88 17,613 0,35 Pentadecane
89 17,707 0,30 Tetradecane
90 17,738 0,23 Eicosane
91 17,848 0,27 Tridecane

92 17,910 0,33 Heptadecane




Cizelge 4.2 (Devami)

Pik No Alikonma Zamani % Oran Bilesen
93 18,004 0,18 Allyl Cyclohexyl carbonate
94 18,145 0,46 1-Octadecene
95 18,223 1,54 Octadecane
96 18,348 0,36 1-Octadecanol
97 18,489 0,18 2-Octadecyloxy
98 18,583 0,73 2-Hydroxy
99 18,896 0,51 Cyclohexadecane
100 19,021 0,22 1,2-Benzenedicarboxylic Acid
101 19,084 0,16 1-Ethyl
102 19,178 0,70 Benzoic Acid
103 19,444 0,21 Eicosane
104 19,569 0,93 Octahydro
105 19,647 0,22 Nonadecane
106 19,757 1,67 Nonadecane
107 19,960 0,76 Eicosane
108 20,195 1,25 Hexadecanoic Acid
109 20,242 0,86 Eicosane
110 20,336 0,20 Allyl Cyclohexyl Carbonate
111 20,414 0,28 1-Nonadecene
112 20,476 0,24 2-Octadecyloxy
113 20,664 0,27 Eicosane
114 20,868 0,40 1-Octadecene
115 21,055 0,19 Nonadecane
116 21,165 0,17 Nonadecane
117 21,243 0,19 Nonadecane
118 21,306 0,24 Eicosane
119 21,572 0,72 Heneicosane
120 21,650 0,33 Docosane
121 21,822 1,04 N-Propyl
122 21,932 0,18 Tricosane
123 22,041 2,09 Octadecanoic Acid
124 22,182 0,21 Octadecane
125 22,291 0,44 Eicosane
126 22,417 0,23 14-.Beta.-H-Pregna
127 22,745 0,26 14-.Beta.-H-Pregna
128 22,823 0,22 14-.Beta.-H-Pregna
129 22,902 0,25 14-.Beta.-H-Pregna
130 23,043 0,45 1-[4-(N,N-Dimethylamino)
131 23,136 0,21 Docosane
132 23,215 0,26 Docosane
133 23,418 0,28 Eicosane
134 23,481 0,22 Docosane
135 23,575 0,52 Eicosane
136 23,747 0,25 Methyl Dehydroabietate
137 23,809 0,24 Heneicosane
138 24,138 0,89 Triacontane
139 24,294 0,21 Tricosane
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Cizelge 4.2 (Devami)

Pik No Alikonma Zamani % Oran Bilesen
140 24,466 0,41 Tricosane
141 25,108 0,15 Tricosane
142 25,202 0,36 Hexadecane
143 25,530 0,76 Tricosane
144 25,734 0,78 Hexadecanoic Acid
145 26,000 0,34 Eicosane
146 26,328 1,02 Bis(2-Ethylhexyl)
147 27,142 0,59 Hexacosane
148 27,784 0,38 14-.Beta.-H-Pregna
149 28,316 0,19 14-.Beta.-H-Pregna
150 28,848 0,22 14-.Beta.-H-Pregna
151 29,254 0,28 14-.Beta.-H-Pregna
152 30,068 0,83 2-Octadecyloxy
153 30,240 0,26 Methoxyacetic Acid
154 30,491 0,41 2-Octadecyloxy
155 31,930 0,26 14-.Beta.-H-Pregna
156 32,885 0,57 Squalene
157 35,404 0,13 Eicosane
158 36,671 0,07 14-.Beta.-H-Pregna

GC-MS analizinde 158 tane pik noktasi tespit edilmistir. En diisiik pik noktas1 48 ve 58 nolu
pikler ve % degeri %0,02 oraninda “1-Hexene” ve “Heneicosane” tirettigi goriilmiistiir. En
yiiksek deger ise 4 nolu pik olan %8,61 oraninda “Asetik asit” iirettigi gorilmiistiir. GC-MS

analizinde olusan tiim pikler ise Sekil 4.1’te verilmistir.
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Sekil 4.1. Fosfor ¢oziicii bel4 nolu bakterinin GC-MS de olusan pikler

Rashid ve ark.(2004), yaptig1 ¢alismada piring bitkisi rizosfer kismindan izole ettigi 6 bakteri izolatinin fosfor ¢6zme degerinin 2.16-6.23 arasinda
degistigini tespit etmistir. Calismamiza benzer sekilde fosfor ¢ézmede Onemli bir mekanizma olan, organik asit sentezinin belirledikleri

caligmalarinda mikroorganizmalarin yiiksek oranda asetik asit, glukonik asit ve suksinik asit tirettiklerini belirlemislerdir.

144
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4.3.1zolatlarin indol Asetik Asit Uretme Potansiyellerinin Belirlenmesi

Bakteri izolatlarin indol asetik asit iiretme potansiyellerinin belirlendigi ¢aligmada tiim
bakterilerin farkli miktarda IAA iirettigi saptanmistir(Resim 4.2). izolatlar arasinda bel
kodlu izolat diger izolatlardan istatistiki olarak farkli bir sekilde 796,16 ppm ile en yiiksek
miktarda IAA iirettigi tespit edilmistir(p<0.5). En diisiik miktarda ise 140,91 ppm ile be15
izolat1 IAA iiretmistir. Tiim izolatlarin IAA iiretme potansiyelleri ve istatistiki olarak kendi

aralarinda karsilastirilmalart ise Cizelge 4.3’de verilmistir.

Resim 4.2. Bakterilerin IAA iiretme potansiyellerine bagli renk degisimi

Cizelge 4.3. Bakteri izolatlarmin [AA iiretim miktarlar1 ve istatistiki olarak karsilastiriimasi

_Bakteri IAA iiretme _Bakteri IAA iiretme
1zolatlar: miktarlari(ppm) + Izolatlar miktarlari(ppm) +
Standart hata Standart hata
bel 796,16+32,46% be9 277,40+22,80°
be2 244,03+11,65° be10 294,70+49,74°
be3 160,26+23,55% be12 307,20+50,48°
be4 301,96+12,02° bel4 247,79+40,64°°
be5 336,60+44,96° bel5 140,91+26,58¢
be6 151,72+20,02¢¢ bel19 325,29+27,86°
be7 172,46+32,90% be24 274,46+66,23°

*Deneme 3 tekerriirlii olacak sekilde yapilmistir. Ayni siitunda ayni1 harf ile ifade edilen degerler arasinda Duncan ¢oklu
karsilagtirma testine gore istatistiki olarak bir fark yoktur(p<0.5)
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Indol asetik asitler, bitki bilyiime diizenleyicileri bitkide dogal olarak sentezlenen ¢ok az
miktarlarda bile etkisini gosterebilen organik molekiillerdir. Sentezlendikleri yerden bitkinin
diger kisimlarina taginabilmekte ve tasindigi yerde fizyolojik olaylar1 kontrol
edebilmektedirler (Oktiiren ve Soénmez, 2005). Dogal yollarla olusan ve bitkideki
fonksiyonlar1 en iyi bilinen ve en fazla miktarda bulunan oksin indol asetik asittir
(IAA)(Wang et al., 2007). Indol asetik asit strese kars1 bitkinin daha dayanikli olmasini
saglamakta, bitki biiylime ve gelismesini tesvik etmektedir (Yang ve digerleri, 2011).

Malik ve Sindhu (2011), yaptiklart ¢aligmada topraktan izole ettikleri 40 bakterinin IAA
iiretim Ozelliklerini incelemislerdir. Caligmalarinda bakteri izolatlar1 2 ve 4 giin inkiibasyon
edilerek IAA degerleri belirlenmistir. Siire sonunda ile IAA fretim potansiyeli ile
inkiibasyon siiresi arasinda dogru orant1 oldugu belirlenmistir. Yapilan farkli bir ¢alismada
ise Ozdal ve ark. (2017) bitki koklerinden izole ettikleri 8 farkli bakteri arasinda en yiiksek
IAA miktarinin 75 pg mL? oldugunu bildirmislerdir. Calismamizda IAA sonuglarinin
yapilan bu ¢alismaya kiyasla daha yiiksek bulunmasinin nedeninin 10 giinliik inkiibasyon
sliresi ve bakteri tiirlinden kaynaklandigi diisiniilmektedir. Karakas ve ark. (2022), bitki
biiyiimesini tesvik edici rihizobakterilerin indol asetik asit iiretme potansiyellerini
belirlemistir. Calismalarinda IAA iiretim yetenegi 278.5 ug mL™' ppm en yiiksek IAA
tretimi Brachybacterium nesterenkovii NY-3 oldugunu belirlemislerdir. Literatiirde
goriildiigii gibi bakteri tiirleri ve inkiibasyon siireleri bakterilerin IAA iiretme miktari {izerine

etkili olmaktadir.

4.4.Bakterilerin Siderofor Uretme indekslerinin Belirlenmesi

Bakteri izolatlarinin siderofor iiretme potansiyelinin belirlenmesi ¢alismasina Blue-CAS
Agar besi ortami1 kullanilmistir. Yapilan degerlendirme de tiim izolatlarin siderofor iiretme
ozelligi olarak, besi ortamimna zon olusturma oOzelligine sahip oluklar1 belirlenmistir.
Izolatlarin siderofor iiretme degerleri ise 1.1-3.3 arasina degistigi tespit edilmistir. En yiiksek
miktarda siderofor iireten bakteri izolati ise istatistiki olarak diger izolatlardan farkli olarak
3.3 ile beb kolu bakteri izolati tespit edilmistir(p<0.5) (Resim 4.3). Tiim bakterilerin besi
ortaminda olusturduklari zon ¢aplarinin bakteri ¢apina oranlanmasi ile hesaplanan siderofor

tiretme indeksleri ve istatistik olarak birbirleri ile karsilastirilmalar ise Cizelge 4.4°da

verilmistir.
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Cizelge 4.4. Bakteri izolatlarinin siderofor liretme indekslerinin belirlenmesi

Bakteri izolatlar1  Siderofor Uretme  Bakteri Izolatlar1  Siderofor Uretme

IndeksitStandart IndeksitStandart
hata hata
bel 1,1+0,05 be9 1,340,03
be2 1,2:0,08°f be10 1,8+0,1Pcde
be3 2,10,08" be12 1,4+£0,20¢f
bed 2,4+0,3° beld 2,2+0,3%¢
be5 1,6:£0,3¢def bel5 1,6:£0,2¢0f
be6 3,3+0,12 be19 1,7+0,3 ¢
be7 1,2+0,1°f be24 1,6:£0,1¢0f

*Deneme 3 tekerriirlii olacak sekilde yapilmistir. Ayni siitunda ayni harf ile ifade edilen degerler arasinda Duncan ¢oklu
karsilagtirma testine gore istatistiki olarak bir fark yoktur(p<0.5)

Resim 4.3. be6 ve bel kodlu bakteri izolatlarin CAS besiyerinde gelisimi ve olusturduklari
zonlar

Karakas ve arkadaglari1 (2022), yaptiklar1 ¢alismada Alyssum pinifolium (Nyar, T.R. Dudley)
bitki koklerinden alinan toprak orneklerinden izole ettikleri 21 bakterinin siderofor liretme
potansiyellerini incelemiglerdir. Bakteri cinslerini ise Bacillus, Priestia ve Brachybacterium
olarak belirlemislerdir. Siderofor iiretim potansiyeli olan bakterilerin zon ¢aplar1 11 mm ile
21 mm arasinda Olclilmiiglerdir. Siderofor {iretiminin en yiiksek oldugu izolat 21 mm ile
2NB13 (B. toyonensis NMCC-157) olarak belirlemislerdir. Farkli olarak yapilan diger
calismada; Li ve ark. (2017) topraktan izole ettikleri 3 bakteri izolatlarin CAS besiyerinde
sirast ile 3.5, 5.2 ve 0.3 mm zon ¢ap1 olusturdugunu tespit etmislerdir. Literatiir ¢alismalari

incelendiginde arastirmada kullandigimiz bazi bakterilerin yapilan ¢alismalara gore daha
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yiiksek siderofor iirettigi tespit edilirken bazilar1 daha diisiik siderofor {iretmistir. Bunun

nedeni bakteri tlirlerinin farkli olmasindan kaynaklandig: diistiniilmektedir.

4.5.Bakterilerin Proteaz Aktivite Ozelliklerinin Belirlenmesi

Fosfor ¢ozen bakterilerin proteaz aktivitesinin de belirlendigi calismada izole edilen
bakterilerin farkl1 6zellikte proteaz aktivite gosterdigi saptanmustir. izolatlar arasinda be24
kolu izolat istatistiki olarak diger izolatlardan farkli olarak 6,6 indeks ile en yiiksek miktarda
proteaz aktivite gosterdigi tespit edilmistir(Resim 4.4) (p<0.5). En diisiik miktarda ise 1,7
indekse sahip bel4 izolat1 proteaz aktivite gdstermistir. izolatlar arasindaki bel, be4., bel5
ve bel9 kodlu izolatlar ise proteolitik aktivite gostermedigi tespit edilmistir. Tiim izolatlarin

proteaz aktivite 6zellikleri ve istatistiki olarak karsilastirmalari ise Cizelge 4.5’da verilmistir.

Cizelge 4.5. Bakteri izolatlarinin proteaz aktivite sonuglari

Bakteri Proteaz Aktivite Bakteri Proteaz Aktivite
izolatlar indeksi+Standart izolatlar indeksi+Standart
hata hata
bel 0 be9 1,7+0,4°
be2 2,240,1¢ bel0 2,6+0,3%
be3 4.1£0,5° bel2 2,3+0,5¢
be4 0 bel4 1,7£0,1°
be5 4.1+0,3° bel5 0
beb 4.1+0,5° bel9 0
be7 4. liO,Sb be24 6,6+£0,9?

*Deneme 3 tekerriirlii olacak sekilde yapilmistir. Ayni siitunda ayni harf ile ifade edilen degerler arasinda Duncan ¢oklu
kargilastirma testine gore istatistiki olarak bir fark yoktur(p<0.5)
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Resim 4.4. En yiiksek proteaz aktivite dzelligine sahip be24 ve proteaz aktivite 6zelligine
sahip olmaya bel5 izolati

Bakterilerin izolatlarinin proteaz enzimi iiretme potansiyelleri %2 oraninda Skim Milk
iceren Laura Bertani Agar (SMLBA) besi ortami iizerinde belirlenmektedir(Perneel ve
digerleri, 2007). Yaptigimiz g¢alismaya benzer sekilde yapilan bir ¢alismada endofit
bakterilerin proteolitik aktivite indeksi (Pro-indeks), ortaya ¢ikan seffaf ¢capi (z¢) ile bakteri
koloni capinin (k¢) Ol¢iilmesi (mm) ve birbirine oranlanmasi (Pro-indeks: zg¢/kg) ile
belirlenmistir(El-Sayed et al., 2014). Coban (2020), yaptig1 calismada 81 sucul bakteri
izolatinin proteaz aktivite 6zelliklerinin in vitro ortamda belirlemistir. Yaptigimiz ¢alismaya
benzer sekilde; besi ortamina nokta inokulasyonu ile ekilen izolatlarin 30°C’de 24 saat
inkiibasyonu sonucu olusan proteolitik zon c¢ap1 ve mikrobiyal koloni ¢ap1 Olgiilerek
oranlamiglardir. Taranan izolatlar arasindan 17 mm proteolitik zon ¢ap1 ve 3 mm mikrobiyal
koloni ¢ap1 ile en yiiksek proteolitik aktivite orani (5.67) gosteren 6.20.3 kodlu izolatt
Microbacteriumsp. tiirli olarak belirlemislerdir. Yaptigimiz ¢alismaya benzer bir sekilde
yapilan farkli bir galismada; Ozyilmaz ve Benlioglu(2019), cilek, karnabahar, kirmizi
lahana, brokoli, lahana, turp, bakla ile yabanci otlardan yabani turp, darican ve ¢oban ¢antasi
bitkilerinin kok bdlgesinden toplam 24 adet bakteri izole etmislerdir. izolatlarm kitinaz,
seliilaz ve pektinaz aktivitesine sahip olmadigi, 13 izolatin proteaz, 3 izolatin fosfataz
aktivitesine sahip oldugu, 20 izolatin inorganik fosfat1 ¢6zebildigi saptamiglardir. Tim
bakteriler Pseudomonas spp. olarak tanimlandigi ¢alismada proteaz aktivite zon ¢apini 10

mm olarak 6l¢miislerdir.
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4.6.Bakterilerin Amilaz Aktivite Ozelliklerinin Belirlenmesi

Calismamizda, rizosfer toprak orneklerinden izole edilmis bakteri izolatlarindan be2, be4,
be5, be6, bel0, bel2 ve be4 kodlu izolatlarinin %1 nisasta igeren besiyerinde amilaz aktivite
gosterdiginin belirtisi olan bir hidroliz zonu olusumuna sebep oldugu gézlemlenmistir.
[zolatlar arasindaki be12 kodlu izolat 5,3 indeks degeri ile en yiiksek miktarda amilaz iirettigi
tespit edilmistir (Resim 4.5). Izolatlarin gdsterdigi amilaz aktivite degerleri kendi aralarinda
istatistiki olarak karsilastirildiginda bel2, be4 ve be5 kodlu izolatlarin indeks degerleri
arasindaki farkin istatistiki olarak 6nemli olmadigi, diger izolatlara gore aradaki farkin
istatistiki olarak onemli oldugu goriilmiistiir. En diisiik miktarda ise 1,1 indeks degeri ile
bel0 kodlu izolatin amilaz aktivite gdsterdigi tespit edilmistir. Diger yandan bel, be3, be7,
be9, bel4, bel5 ve bel9 izolatlarinin amilaz aktivite gostermedigi tespit edilmistir. Tiim

izolatlarin amilaz iiretme potansiyelleri ise Cizelge 4.6’de verilmistir.

Cizelge 4.6. Bakteri izolatlarinin amilaz aktivite sonuglari

Bakteri Amilaz iiretme Bakteri izolatlar1 Amilaz Uretme
izolatlar: Indeksi+Standart indeksitstandart hata
hata

bel 0 be9 0

be2 3,5+0,5° bel0 1,1£0,1°

be3 0 bel2 5,340,728

be4 540,52 bel4d 0

be5 4,8+0,12 bel5 0

be6 3,3+10,3° bel9 0

be7 0 be24 3+0,3°

*Deneme 3 tekerriirlii olacak sekilde yapilmistir. Ayni siitunda ayn1 harf ile ifade edilen degerler arasinda Duncan ¢oklu
kargilastirma testine gore istatistiki olarak bir fark yoktur(p<0.5)
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Resim 4.5. be6 izolatinin amilaz aktivitesinin besiyerindeki olusturdugu zon

Dogan(2020), yaptig1 calismada tahil bitkileri rizosfer kismindan 128 endofit bakteri izole
etmistir. Izole ettigi bakterilerden 95 izolatin amilaz aktivitesi gosterdigini % 1 nisasta igeren
kat1 besiyerinde tespit etmistir. Izolatlar arasinda amilaz aktivitesi gdsterenG68K2 kodlu
izolatin 5 indeks degeriyle en yiiksek degere sahip oldugunu belirlemistir. Calismamizda
da benzer sekilde ayni besiyeri kullanilarak bel2 izolat1 5,3 degeriyle en yiiksek amilaz

tiretme indeks degerine sahip olmustur.

Taskin ve Onalan’in (2022) yaptig1 arastirmada, Tiirkiye’de Van ili igerisinde yer alan
alabalik ciftliklerinden temin edilen alabaliklardan izole edilen bakteriler, seliilaz, ksilanaz,
pektinaz, amilaz, proteaz, lipaz hidrolitik enzimlerinin ve siderofor iiretme agisindan
degerlendirilmis ve test edilen izolatlardan dokuzunun proteaz, sekizinin lipaz, besinin
seliilaz, ikisinin pektinaz aktivitesine sahip oldugu, ayrica yedisinin siderofor iiretme
yetenegine sahip oldugunu gosteren zonlar olusmustur.. Amilaz ve ksilinaz aktiviteleri hi¢bir
izolatta gozlemlenmemistir. Calismamizda benzer bir sekilde bazi izolatlar Amilaz aktivite

gostermemislerdir.

4.7 Bakteri izolatlarinin ve Kitinaz Uretme indekslerinin Belirlenmesi

Bakterilerin kitinaz enzim ftretme bakimdan degerlendirilmesinde bakterilerin farkl

miktarda Kitinaz aktivite gdsterme potansiyellerine sahip oldugu saptanmistir. Izolatlar



32

arasinda be9 izolat1 2,1 indeks degeri ile en yiiksek miktarda kitinaz aktivite gosterdigi tespit
edilmistir (Resim 4.6). En diisilk miktarda ise 0,6 indeks degeri ile be2 ve belO kolu
bakterilerin kitinaz aktivite gdsterdigi tespit edilmistir. Izolatlar arasindaki be4, bel5 ve
bel9 kodlu izolatlarin ise kitinaz enzim aktivitesi gostermedigi tespit edilmistir. Tim

izolatlarin Kitinaz tiretme potansiyelleri ise Cizelge 4.7°de verilmistir.

Cizelge 4.7. Bakteri izolatlarinin Kitinaz aktivite sonuglari

Bakteri izolatlar Kitinaz Uretme Bakteri Kitinaz Uretme
indeksi+Standart izolatlar indeksi+Standart
hata hata

bel 1,4+0,1% be9 2,1+0,052
be2 0,6+0,05°% bel0 0,6+0,05%
be3 1,5+0,22 bel2 1,7+0,05%
be4 0 beld 1,140,05"°
be5 2+0,5a bel5 0

be6 1,540,2% bel9 0

be7 2+0,12 be24 1,840,082

*Deneme 3 tekerriirlii olacak sekilde yapilmistir. Ayni siitunda ayn1 harf ile ifade edilen degerler arasinda Duncan ¢oklu
kargilastirma testine gore istatistiki olarak bir fark yoktur(p<0.5)

Calismamiza benzer sekilde yapilan bir calismada Tekiner (2020), Atatiirk Universitesi,
Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma Boliimii, Mikroorganizma Kiiltiir Koleksiyonundan temin
edilen 2012 tane bakteri izolatinin kitinaz aktivite ozelliklerini aragtirmistir. En yiiksek
kitinaz aktivite dzelligine sahip izolat 0,462 indeks degeri ile RK 1977 izolat1 iken, en diisiik
degere sahip izolat ise 0,183 indeks degeri ile FD 648 izolati olarak tespit edilmistir.
Calismamizda yapilan arastirmalar sonucunda benzer bir sekilde be9 izolat1 2,1 degeriyle en
yiksek kitinaz tiretme indeksine sahipken, 0,6 degeriyle be2 ve bel0 en diisiik kitinaz
iretme indeksine sahiptir. Ayrica bed4, bel9, be24 izolatlarinin kitinaz {retimi
gerceklestiremedigi tespit edilmistir. izolatlar arsindaki farkliliklar ise mikroorganizma tiir

cesidinin farkli olmasindan kaynaklandig: diistiniilmektedir.
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Resim 4.6. Bakteri izolatlarinin besi ortaminda Kitinaz enzim aktivitesi
4.8.Bakterilerin MALDIi-TOF Tam Sonucu

Yapilan bu ¢alismada Maldi-Tof analizi ile bakteri izolatlarinin tiir diizeylerinde teshisleri
yapilmigtir. Protein kiitle parmak izini kullanan Maldi-Tof bakteri izolatlarinin
tanilanmasinda hizli ve hassas bir yontemdir. Tanilama sonuglarina gore 14 izolat ; Bacillus
mojavensis(2) ,Bacillus amyloliquefaciens ssp. plantarum(2) ,Bacillus subtilis ssp.
subtilis(2), Bacillus atrophaeus(2), Bacillus vallismortis(2), Bacillus amyloliquefaciens ssp.
amyloliquefaciens, Staphylococcus kloosii, Bacillus cereus, Acinetobacter calcoaceticus
olarak belirlenmistir(Cizelge 4.8). Analiz sonucunda benzerlik indeksi 2.3-3 arasi yiiksek
olasi tiir teshisi,2.0-2.29 aras1 giivenilir cins diizeyinde teshis ve muhtemel tiir diizeyinde
teshis, 1.7-1.99 aras1 muhtemel cins diizeyinde teshis, 0.0-1.69 arasi giivenilmez teshis

olarak degerlendirilmistir.
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Bakteri Maldi-Tof Tam1 Sonucu Benzerlik ~ NCBI
Kodu Indeksi No
bel Bacillus mojavensis DSM 9205T DSM 2.225 72360
be2 Bacillus amyloliquefaciens ssp plantarum CICC 2.135 27914
20037 CICC 5
be3 Bacillus subtilis ssp subtilis DSM 5660 DSM 2.02 13546
1
be4 Bacillus atrophaeus DSM 675 DSM 1.761 1452
be5 Bacillus vallismortis DSM 11031T DSM 1.943 72361
be6 Bacillus amyloliquefaciens ssp amyloliquefaciens 2.156 1390
CICC 10079 CICC
be7 Bacillus subtilis ssp subtilis DSM 10T DSM 1.986 13546
1
be9 Staphylococcus kloosii DSM 20676 T DSM 1.444 29384
bel0 Bacillus cereus DSM 31T DSM 2.321 1396
bel2 Bacillus vallismortis DSM 11031T DSM 1.749 72361
bel4 Acinetobacter calcoaceticus LMG 1046T LMG 2.227 471
bel5 Bacillus amyloliquefaciens ssp plantarum CICC 2112 27914
23985 b CICC 5
bel9 Bacillus mojavensis DSM 9205T DSM 1.871 72360
be24 Bacillus atrophaeus DSM 2277 DSM 1.830 1452



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=info&id=279145
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=info&id=279145
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=info&id=1452
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=info&id=1396
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=info&id=72361
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=info&id=471
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5. SONUC ve ONERILER

Yapilan ¢alismada Suluova Celtek komiir madeni atik alanlarina yetisen bazi bitkilerin
rizosfer kismindan fosfor ¢oziicii bakteriler izole edilmistir. izole edilen bakterilerin
%85.71'1 olumsuz ortamlara kars1 spor olusturma 6zelligine sahip olan Bacillus cinsi oldugu
belirlenmistir. izolatlar arasindaki Acinetobacter calcoaceticus LMG 1046T LMG olarak
tanilanan izolatin ise en yiiksek degere fosfor ¢6zdiuigii tespit edilmistir. Acinetobacter
calcoaceticus LMG 1046T LMG izolatin fosfor ¢ozme mekanizmasinin belirlenmesi
amacina yapilan GC-MS analizinde diger bilesiklere oranla yiliksek miktarda asetik asit

iirettigi belirlenmistir.

Izolatlarn IAA iiretme potansiyelinin incelenmesi ile tiim izolatlarm bitki biiyiime ve
gelismede 6nemli bir oksin ¢esidi olan IAA iirettigi belirlenmistir. Bacillus mojavensis DSM
9205T DSM olarak tanilanan izolatin ise en yiiksek degerde IAA {irettigi belirlenmistir. Bu
izolatin detayli arastirilmasi ve IAA iiretimi artirmak igin optimize edilmesi Onerilebilir.
Toprakta yiiksek miktarda demir bulunmasi bitkiler i¢in fitotoksik etki olusturdugu
bilinmektedir. Bu baglamda izole edilen bakteri izolatlarinin demiri kullanma &zelligi
incelendiginde tiim izolatlarin siderefor lireterek demir kullandig1 goriilmiistiir. Bakterilerin
bu yoni ile demirin var olan sitotoksik etkisinin azaltilmasma katki yaptiklar
diisiiniilmektedir. Bakteri izolatlarinin siderofor tiretim mekanizmalar1 hakkinda daha fazla
aragtirma yapmak, siderofor liretim mekanizmalarinin anlasilmasina ve siderofor iireten
bakterilerin farkli alanlarda kullanilabilirliginin arastirillmasi 6nemli goriilmektedir.
Bakteriler tarafindan siderofor iretilmesi, hem topragin verimliligi hem de bitki-toprak
iliskisi agisindan 6nemli bir faktordiir. Izolatlar igerisindeki Bacillus amyloliquefaciens ssp
amyloliquefaciens siderofor iiretme bakimindan diger izolatlardan daha 6nemli oldugu

belirlenmistir.

Bakterilerin enzimatik 6zelliklerinin belirlenmesi amaci ile yapilan protaez akivite testine
{imitvar sonuglar elde edilmistir. Izolatlar %71 i proteaz aktivite gdstermistir. Ozellikle
Bacillus atrophaeus DSM 2277 DSM izolat1 yiiksek miktarda proteaz aktivite gostermistir.
Proteaz enzim aktivitesi, topragin verimlili§i i¢in Onemlidir. Bunun nedeni, enzim

aktivitesinin, topragin organik madde igerigini degistirerek toprak sagligmma katkida
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bulunmasidir. Bu nedenle, proteaz aktivite gosteren bakterilerin, bitki gelisimini nasil

etkiledigini ve bu enzimlerin kullanimin1 artirmaya yonelik aragtirmalar yapilabilir.

Bakteriler Amilaz aktivite gostermesi bakimindan degerlendirildiginde ise fosfor ¢6zen
izolatlarin %50 si amilaz aktivite gosterdigi saptanmustir. Bacillus vallismortis DSM 11031T
DSM amilaz aktivite bakimindan diger izolatlara gore aha 6nemli bulunmustur. Amilaz
aktivite gdsteren bakterilerin kullanilmasinin, toprak verimliligini artirdig1 ve bitki biiylime
gelismesine katki sagladigi yapilan onceki c¢alismalarda gosterilmistir. Dolayisi ile
bakterilerin amilaz {iretiminin bitkilerin bu alanda yetismesine katki sundugu

distiniilmektedir.

Kitinaz aktivite bakimindan izolatlarin %78.57 sinin farkli oranlarda Kitinaz aktivite
gosterdigi belirlenmistir. Ozellikler kitinazin, fungal enfeksiyonlarla miicadele etmek {izere
savunmada rolii oldugu tahmin edilmektedir. Ayni zamanda Kitinaz enzim aktivitesi,
topragin verimliligi i¢in 6nemlidir. Kitin, topragin organik madde igeriginin énemli bir
bilesenidir ve kitinaz enzimleri, organik maddenin ayrismasina yardimci oldugu
diistiniilmektedir. Kitinaz enzimi tiretme bakimindan 6zellikle Staphylococcus kloosii DSM
20676T DSM diger izolatlardan daha 6nemli bulunmustur. Bu c¢alismanin sonuglar ile,
komiir madeni havzasinda yetisen bitkilerin gelismesinde bakterilerin Gnemi ortaya
koyulmaya ¢alisilmistir. Calismanin devaminda enzimatik aktivite gosteren bakterilerin,
bitki gelisimini nasil etkiledigini ve bu enzimlerin kullanimini artirmaya yonelik arastirmalar

yapilabilir.
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