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OZET

Sideroforlar organizmalarda demir baglama 6zelliklerine sahip, yapisinda gesitli kimyasallar iceren
hiicre dis1 metabolitlerdir. Bu bilesikler gesitli mikroorganizmalardan tarafindan tretilmektedir.
Yapilan bu calismada farkli tiirde bitkilerin rizosfer kismindan 72 bakteri izolat1 izole edilereck
siderofor iiretme yetenegi CAS Agar besiyer kullanilarak belirlenmistir. Yapilan degerlendirmede
18 bakteri izolat1 siderofor iirettigi ve siderofor iiretme indekslerinin 1.2-4.3 arasinda degistigi
belirlemistir. Rizosfer topragindan izole edilen tiim bakteri izolatlar1 topraktan izole edilen ve bitki
patojeni olan Fusarium oxysporum ve Alternaria alternata'ya karsi biyokontrol etkinlikleri in vitro
ortamda belirlenmistir. Bakteri izolatlar1 arasinda 8 izolat F.oxysporum misel gelisimini kontrole
gore % 54.54-72.72 arasinda baskiladig1 bu izolatlardan 5 tanesinin siderofor {iretme potansiyeline
sahip oldugu tespit edilmistic.  Alternaria alternata’ya karst yapilan biyokontrol
degerlendirilmesinde ise 72 izolatm 38 °‘si, kontrole gore misel gelisimini %42,5-80 arasinda
degisen oranlarda engelleyerek biyokontrol 6zelligi gostermistir. Bu izolatlardan ise siderofor
trettigi belirlenen 18 izolattan 16 izolat A.alternata’ya karsi biyokontrol 6zelligi gostermistir. Hem
siderofor Ozellik gosteren hem de her iki patojen fungus tiirline kars1 biyokontrol 6zelligi gosteren
izolatlar, MALDI TOF MS tanilama yontemi kullanilarak Bacillus amyloliquefaciens ssp.
plantarum, Bacillus subtilis, Enterobacter bugandensis, Acinetobacter calcoaceticus,
Pseudomonas putida, Bacillus mojavensis olarak tanilanmustir. Yapilan bu c¢alisma siderofor ile
ilgili yapilan diger calismalara kaynak olusturmasi agisindan onemlidir. Siderofor ile ilgili bu
veriler bakterilerin bitki koruma ve tarimsal uygulamalarinda kullanilabilirligi arastirilabilir.

Sayfa Sayis1 - 40

Anahtar Kelimeler  : Siderofor, Biyokontrol, Toprak bakterileri
Danigsman : Dr. Ogr. Uyesi Idris BEKTAS



INVESTIGATION OF THE BIOCONTROL PROPERTIES OF SOME SIDEROPHORE
PRODUCING SOIL BACTERIA
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ABSTRACT

Siderophores are extracellular metabolites containing various chemicals with iron binding
properties in organisms. These compounds are mainly produced by microorganisms. In this study,
72 bacterial isolates were isolated from the rhizosphere of different plants and their ability to
produce siderophores was determined using CAS Agar medium. It was determined that 18 bacterial
isolates produced siderophores and siderophore production indices ranged between 1.2-4.3.
Biocontrol activities of all bacterial isolates isolated from rhizosphere soil against Fusarium
oxysporum and Alternaria alternata, which are plant pathogens isolated from soil, were determined
in vitro. Among the bacterial isolates, 8 isolates suppressed F.oxysporum myecelial growth between
54.54-72.72 % compared to the control and 5 of these isolates were found to have the potential to
produce siderophores. In the biocontrol evaluation against Alternaria alternata, 38 of 72 isolates
showed biocontrol feature by inhibiting mycelial growth at rates ranging from 42.5-80% compared
to the control. Among these isolates, 16 isolates out of 18 isolates which were found to produce
siderophores showed biocontrol properties against A. alternata. Isolates showing both siderophore
and biocontrol properties against both pathogenic fungi species were identified as Bacillus
amyloliquefaciens ssp. plantarum, Bacillus subtilis, Enterobacter bugandensis, Acinetobacter
calcoaceticus, Pseudomonas putida, Bacillus mojavensis using MALDI TOF MS identification
method. This study is important in terms of being a source for other studies on siderophore. These
data on siderophore can be used in plant protection and agricultural applications of bacteria.
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Keywords : Siderophore, Bio'control, Soil bacteria,
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Bu calismada kullanilmig bazi simgeler ve kisaltmalar, yanda agiklamalar1 verilmek {izere
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1.GIRIS

Sideroforlar, bakteriler vb. bircok mikroorganizma tarafindan sentezlenen demir baglayici
selatorler olup bu kisimda sideroforlarin kimyasal yapisi, ¢esitleri ve kulanim alanlarina

ayrica siderofor (reten mikroorganizmalar ile ilgili bilgilere yer verilmistir.

Mikro besinlerden birisi olan demir, yer kabugunda en ¢ok bulunan dordiincii elementtir
(Ma, 2005). Demir elementi hucresel dizeyde, DNA sentezi, amino asit ve niikleosit
sentezi, sitrik asit dongiisii, oksijen tasmmimi ve fotosentez dahil olmak iizere ¢esitli
metabolik ve sinyal verme islevleri i¢in biyolojik siireclerde yer almaktadir. Diger
organizmalar gibi bakteri ve bitkiler de biyolojik streclerde demire ihtiyac duyarlar
(Barker ve Pilbeam, 2015). Demir yerkabugunda en fazla bulunan elementlerden biri
olmasina ragmen direkt kullanilabilirligi sinirhidir. Bu yiizden mikroorganizmalar, bakteri,
bitki vb. organizmalarda bir¢ok metabolik faaliyetin gerceklesmesi icin gerekli olan demiri
saglamak i¢in siderofor adi verilen diisiik molekiiler agirlikli demir selatlayicit ajanlar

uretirler (Neilands, 1995).

Siderofor, demir elementi alimimin yetersiz oldugu durumlarda bakteriler, aktinomisetler,
mantarlar ve bazi algler tarafindan sentezlenerek salgilanan protein yapili diisiik molekiiler
agirlikliga sahip metabolittir (Miethke ve Marahiel, 2007). Bakteriler metalleri cesitli
enzimlerin yapisinda kofaktdr gorevinde kullanarak metabolizmaya katilmasini saglar.
(Ratledge ve Dover, 2000; Skaar, 2010). Bakteriler yasamlarinin devamliligi i¢in metalleri
hiicre icine almalidir, bu yiizden bakteriler i¢in metaller olduk¢a Onemlidir. Metallerin
toprakta kullanilabilir serbest iyon halinde sinirli oranda bulundugu durumlarda metallerin
temini i¢in bakteriler 6zel mekanizmalar gelistirmistir. Sideroforlar demirin ferrik iyon
formunda bulundugu ortamlarda ferrik iyonla etkilesime girebilen ve bakteriler tarafindan
uretilen 6zel mekanizmalardan birisidir. Ayrica sideroforlarin, demir yaninda bagka
metalleride baglayabilme kapasitesine sahip oldugu bilinmektedir (Hofmann ve digerleri,
2020). Sideroforlarmn kimyasal yapisi, 400-1500 Da arasinda molekiiler agirliklarina sahip
demir baglayici proteinlerdir. Bu bilesiklerin gorevi, ortamda bulunan demiri baglayarak,
canlilar i¢in daimi olarak gerekli olan demiri viicut i¢inde kullanilabilir hale getirmektir

(Balagurunathan ve Radhakrishnan, 2007).



Sideroforlar, demir selatlayic1 sekonder metabolitler olup kiitleleri 2.000 Da'nin altindadir
(Budzikiewicz, 2010). Yapisal olarak kiiglik peptit molekiillerden olusan sideroforlar ferrik
iyonlar ile tepkimeye girebilecek fonksiyonel gruplara ve yan zincirlere sahiptir (Goswami,
Thakker, Dhandhukia, 2016). Birtakim ligandlar i¢in yiiksek diizeyde afinite gdsteren ve
demir tasima gorevi goren selatorlerdir (Sandy ve Butler, 2009). Sideroforlar yap1
itibariyle birden c¢ok ¢esitlere sahiptir ve tanimlanmis 500’den fazla siderofor varligi
belirlenmistir (Boukhalfa ve Crumbliss, 2002). Sideroforlar igerisinde birka¢ yuz aktif
demir-selatlayict bilesik karakterize edilmis ve saflastirilmistir (Hider ve Kong, 2010).
Sideroforlarin birgogu, alt1 disli ligandlar olup ferrik iyon ile 1:1 kompleksler olusturur
(Kraemer, 2004). Fe*? ile olusturdugu komplekslere gore Fe*? ile kararli kompleksler
yapma kapasiteleri oldukca zayiftir(Miethke ve Marahiel, 2007). Bakterilerde siderofor
biyosentezi bagimsiz siderofor sentetaz (NIS), poliketid sentaz (PKS) ve ribozomal
olmayan peptit sentetaz (NRPS) gibi birkac enzim tarafindan gergeklestirilir (Lamb, 2015).
Sideroforlarmn demir haricinde Ag+, AI**, Cd?*, Co?*, Cr?*, Cu?*, Eu®*, Ga*', Hg?*, Mn?*,
Ni%*, Pb?*, Sn?*, Tb®, T ve Zn?* gibi 16 adet agir metalleri de selatlayabildikleri tespit
edilmistir (Braud, Jézéquel, Bazot, Lebeau, 2009). Sideroforun Fe*? baglayabilme afinitesi
diger agir metallere gore daha yiiksektir (Baysse ve digerleri, 2000; Braud, Jézéquel,
Bazot, Lebeau, 2009). Sideroforlar agir metaller ile kompleks olusturarak onlarin
oksidasyon ligantlar1 degistirirler, boylece dogada daha az toksik duruma doniistiirtirler
(Schalk, Hannauer, Braud, 2011). Sideroforlar aynmi zamanda toksik agir metallere
baglanarak toksik agir metallerin bitki hiicelerine etki etmesine engel olurlar(Braud,
Jézéquel, Bazot, Lebeau, 2009). Bu yuzden sideroforlarin agir metallerle kompleks

olusturmas1 bitki bliylimesinde biiylik dneme sahiptir.

Demir-siderofor kompleksleri mikroorganizma tiirtine gore farkli tasima sistemleri
tarafindan tasmir. Bakterilerde Gram-negatif ve Gram-pozitif bakteri durumuna gore
tagima sistemlerinde farklilik gosterir. Birgok demir-siderofor kompleksinin boyutu Gram-
negatif bakterilerde porin boyut smirini astigi i¢in 6zel dis membran reseptorleri ile dis
zardan periplazma igerisine tasinir. Periplazmaya gecen demir-siderofor kompleksleri
burada periplazmik baglayici proteinler tarafindan tutularak sitoplazmik zara iletilirler.
Siderofor taginmasi asamasinda gorev alan proteinler hiicre zarmimn farkli kisimlarinda
konumlanmis durumda bulunur ve proteinlerin kendine 6zgili enerji ihtiyaclari olusur
(Ferguson ve Deisenhofer, 2002). Zarda bulunan ABC tasiyicilart ile demir-siderofor

kompleksleri hiicre igerisine gecisi saglanir. Gram-negatif bakterilerde demir-siderofor



komplekslerinin hiicre icine katilabilmesi i¢in bu iic ortamdan ge¢mesi gerekmektedir

(Sekil 1.1) (Raines, Sanderson, Wilde, Duhme-Klair, 2015).

@ Demir-siderofor kompleksi

Ekstrascliiler *
bosluk Dis membran reseptori
Periplazma
TonB ABC tagiyict
Sitoplazma Kompleksi v
L

Sekil 1.1. Bir demir-siderofor kompleksinin Gram-negatif bir bakteri hiicresine tasimmasi
(Raines, Sanderson, Wilde, Duhme-Klair, 2015).

Gram-pozitif bakterilerde dis zarin olmamasindan kaynakli demir tagima sistemi, Gram-
negatif bakterilerin i¢ zar tasima sistemine benzemektedir. Gram-pozitif bakterilerde
periplazmik baglayici proteinlere esdeger olarak membrana bagl lipoproteinler vardir ve
yapisal olarak PBP'lerle benzer yapiya sahiptir. Demir-siderofor kompleksinin hiice
icerisine almimi Gram-negatif bakterilerdeki gibi ABC tasiyicilar1 ile tasindigi tahmin
edilmektedir (Sekil 1.2) (Ghosh, Bera, Chakrabarty, 2020; Raines, Sanderson, Wilde,
Duhme-Klair, 2015).

Membrana bagh
lipoprotein

Demir-siderofor
kompleksi

Sekil 1.2. Bir demir-siderofor kompleksinin Gram-pozitif bir bakteri hlicresine taginmasi
(Raines, Sanderson, Wilde, Duhme-Kilair, 2015).



Sideroforlar, mikroorganizmalar tarafindan ¢ok farkli kimyasal 6zellikte ve yiizlerce sayida
iiretilmektedir (Ratledge and Dover, 2000). Sideroforlarin kimyasal yapisi, diizenleyici
dondr atomlarmin diizenine ve sentezlendigi mikroorganizma c¢esidine gore
simiflandirilirlar (Ghosh, Bera, Chakrabarty, 2020; Raines, Sanderson, Wilde, Duhme-
Klair, 2015). Fe*3-Siderofor kompleksi i¢in oksijen ligandlar1 baz almarak sideroforlar
hidroksomatlar, katekolatlar ve karboksilatlar olmak tizere {i¢ ana sinifa ayrilabilir (Sekil
1.3).
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Sekil 1.3. Cesitli sideroforlarin kimyasal yapilar1.

Hidroksamat tipi sideroforlar, genellikle mantar ve bakterilerin iirettigi siderofor tipidir.
Cogunlukla C(=O)N-(OH)R grubuna ait olan hidroksamat tipi sideroforlarda R bir amino
asittir. Hidroksamat gruplarindan herbiri iki oksijen molekiilii sagladigi i¢cin demir ile iki
disli ligant olusumunu saglar. Chasky kimyasal testi ile belirlenen spektro taramasinda
yiiksek absorbsiyona sahiptirler ve demirle etkilesime girdiklerinde spektrometrede 425 ila
500 nm arasinda deger gosterirler (Pahari, Pradhan, Nayak, Mishra, 2017) (Sekil 1.4).
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Sekil 1.4. Hidroksamat siderofor 6rnekleri: shizokinen, rizobaktin, visibaktin.

Katekolat tipi sideroforlar sadece bakteriler tarafindan {iretilir ve Onemli siderofor
gruplarindan olup ikinci sirada yer alir. Katekolat tipi sideroforlar hidroksil ya da katekolat
gruplar1 ile Fe+3 iyonuna baglanabilirler. Hidroksamat grubu gibi Katekolat tipi
sideroforlar da iki oksijen atomu igerirler. Bu oksijenleri kullanarak Fe™ii selatlayip
heksadentat-oktahedral kompleks olustururlar (Ghosh, Bera, Chakrabarty, 2020). Katekolat
tipi sideroforlar Arnow kimyasal testi ile belirlenebilir (Dave ve Dube, 2000) (Sekil 1.5).
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Sekil 1.5. Katekolat tipi sideroforlarin 6rnekleri.

Karboksilat tip sideroforlar Mucorales gibi mantarlar ve Rhizobium, Staphylococcus gibi
bakteriler tarafindan meydana getirilir. Karboksilat tipi sideroforlar hidroksamat ve fenolat
icermeyen sideroforlardir. Karboksilat tiirii sideroforlarin tespiti Vogels kimyasal testi ile
yapilir (Dave ve Dube, 2000). Fe*™® baglayabilmek icin hidroksi ve karboksilat kullanarak

Fe*3-siderofor kompleksi elde ederler ve bunlarmn ¢ogu karisik ligand grubuna aittir.



Cizelge 1.1. Baz1 mikroorganizmalar tarafindan iiretilen siderofor tipleri.

Sideroforun Kimyasal Tipi | Siderofor Mikroorganizma
Hidroksamat Ferrikrom Ustilago sphaerogena
Desferrioksamin B Streptomyces pilosus
Desferrioksamin E Streptomyces coelicolor
Fusarinin C Fusarium roseum
Ornibaktin Burkholderia cepacia
Katekolat Enterobaktin Escherichia coli
Bacillibaktin Bacillus subtilis
Bacillus anthracis
Vibriobaktin Vibrio cholerae
Karboksilat Rhizobaktin Rhizobium meliloti
Rhizoferrin Rhizopus microspores
Staphyloferrin A Staphylococcus hyicus
Azotobaktin Azotobacter vinelandii
Karisik Ligant Pyoverdin ve Pseudomonas
pyochelin aeruginosa
Yersiniabaktin Yersinia pestis
Maduraferrin Acinomadura madurae

1.1. Siderofor Uretimi Yapan Mikroorganizmalar

Sideroforlar Fe*®’ii selatlayabilmek icin bakteri, mantar, maya ve bitkiler tarafindan

iretilirler. Bakteriler metallerin bulundugu ortamlarda cok sayida yer alirlar ve agir
metallerle birleserek ortamda sayica artis gdsterirler. Demirin Fe™ halde bulundugu
ortamda bakteriler siderofor (Gretip demir-siderofor kompleksi olusturarak demiri
selatlarlar. Bu sideroforlar demirin hiicre disinda ¢6ziiniir duruma getirilip hiicre igerisine
alinmasinda biiyiik dl¢lide katki saglarlar. Cesitli bitki bliylimesini tesvik eden bakteriler
(PGPB), demir eksikligi olan kosullar altinda siderofor lireten mekanizmaya sahiptir.
Uygun kosullarda sideroforu sentezleyerek Fe iyonlarmi selatlayarak Fe iyonlarmin
kullanilabilir hale gelmesini saglar. Bitki biiyiimesini tesvik eden bakteriler, siderofor
ireterek demir biyoyararlanimina katki saglamis ve diizenlemis olurlar (Timofeeva,
Galyamova, Sedykh, 2022). Siderofor demir eksikligi olan ortamda Azotobacter,
Azospirillum, Bacillus, Enterobacter, Serratia, Pseudomonas ve Rhizobium gibi ¢okca
bakteri tarafindan {iretilirler (Neilands, 1995; Glick, Patten, Holguin, Penrose, 1999).
Mantarlar da bakteriler kadar ¢cok sayida siderofor liretimine sahiptir. Mantarlar karboksilat
ve hidroksamat tipte siderofor Gretirler (Holinsworth ve Martin, 2009). Siderofor Ureten
mantarlardan bazilar1 Aspergillus nidulans, Trametes versicolor, Penicillium chrysogenum,

Saccharomyces cerivisiae, Ustilago sphaerogina, Rhodotorula minuta’dir.



1.2.Sideroforlarin Kullamildig1 ve Fayda Sagladig1 Alanlar

Mikrobiyal sideroforlar, demirin fizyolojik aktivitelerdeki gerekliliginden dolay1 biiyiik
oneme sahiptir. Sideroforlarin biyoteknolojideki uygulamalarda roli vardir. Ayrica
insanlar, hayvanlar, bitkiler ve gevrenin siirdiiriilebilirligi i¢in bir¢ok uygulamalarda gorev
alir. Demirin yetersiz oldugu kosullarda dogal olarak olusan metal selatlayici sideroforlar,
tipta bazi klinik uygulamalarda kullanilmaktadir (Eisendle ve digerleri, 2006). Ornegin;
Klebsiella pneumoniae'nin iirettigi sideroforlar, sitmayi engelleyen bir iiriin olarak
kullanilmistir. Ayrica bakterilerde antibiyotiklere karsi antimkrobiyal direncin artmasi ile
gelistirilen ‘Truva ati’ stratejisi sayesinde siderofor antibiyotik konjugatlari yaparak
direncli ve coklu ilaca direncli gram negatif basillere karsi giiclii antibiyotik-siderofor
konjutlar1 olusturulmustur (Rayner, Verderosa, Ferro, Blaskovich, 2023) (Hasii, Mahmudi,
Muhammedzadeh, 2021) (Sekil 1.6).
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Sekil 1.6. Truva at1 stratejisi. (Hasii, Mahmudi, Muhammedzadeh, 2021)

Sideroforlar tarim alaninda da bir¢ok kisimda yer alirlar. Rizosferik bakteriler, hidroksamat
ve katekolat tipi siderofor {iretirler ve bu lretilen sideroforlarin bitki patojenlerine karsi
etkili oldugu tespit edilmistir (Carrillo-Castafieda, Munoz, Peraltavidea, 2005; Vessey,
2003). Sideroforlar bitki lizerinde dogrudan etki ederek biiylimelerine katki saglarlar.

Azotobakter ve Pseudomonas bakterileri; triinlerin kalite ve veriminin artis1 konusunda
tarim uygulamalarinda ayrica tuzluluk kaynaklik kuraklik, endiistriyel atiklara bagl

kirletilmis topraklarin tarim agisindan daha islevsel duruma getirilmesinde ve bitki



patojenlerine karst savunma benzeri biyoteknolojik uygulamalarda kullanilabilecekleri
tespit edilmistir (Cornelis, Matthijs, 2007; Couillerot, Prigent-Combaret, Caballero-
Mellado, Moénne-Loccoz, 2009).

Sideroforlar, pas giderme, boya bozunmasi, agir metal birikimi vb. ¢evre sorunlarinin
¢oziimii konusunda oldugu gibi ¢evresel uygulamalarda birgok katkisi bulunmaktadir. Pas
genellikle Fe;O3 molekiillerinden meydana gelir. Geleneksel yontemlerde sirasiyla iki pas
giderici yontem uygulanir: pasin doniistiiriilmesi ve bulundugu cisimden ayristirilmasi
gerekmektedir. Bakteriler, mantarlar ve bitkiler, Prof. Dr. Peter M. Kunz’un (2005)
Mannheim Universitesi uygulamali bilimler bdlimiinde yaptig1 bir ¢alismada
sideroforlarin pasm ¢0ziilmesi iizerine etkisini caligmistir. Caligmanin  sonucunda
sideroforlarin dogal pas ¢oziicii ve diger pas ¢oOziiciilere gore ¢evre dostu oldugu tespit

edilmistir.

Birgok bakteri tiirlinden alinan sideroforlar ile yapilan bu calismada igerisinde demir
bulunan sanayi materyallleri kullanilmistir. Sonug¢ olarak sideroforlarin pas giderimini
saglayan ozelliklerinin oldugu belirlenmistir. Bu ¢calismada desferoksamin tipi sideroforlar

kullanilmistir (Kunz, 2005)(Sekil 1.7).
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Sekil 1.7. Sideroforlar araciligi ile pas giderimi (Kunz, 2005).

Yapilan bu ¢alisma ile toprakta onemli derecede siderofor iireten bakteriler izole edilerek

bitki patojeni iki fungusa kars1 biyokontrol 6zellikleri incelenmistir.



2. LITERATUR

Siderofor ile ilgili bu kisimda sideroforun ilk kesif siirecinden giiniimiize kadar ki zaman
diliminde gergeklestirilen ¢alismalarin arastirilip kendi ¢alismalarimizla benzerlik gosteren

caligmalarin daha ¢ok dikkate alindig1 literatiir taramasina yer verilmistir.

Siderofor alanindaki arastirmalar 1950’1 yillarda baglamistir ve siderofor iireten
mikroorganizmalarm ¢ogunun aerobik ve fakiiltatif anaerobik mikroorganizmalardan
olusmasi tespit edilince bu alana olan ilgi artmustir. Mikobaktinler ve ferrikromlar tespit
edilen ilk sideroforlardandir. Bu sideroforlar tespit edildikleri mikroorganizmalar
tarafindan biiylime faktorleri olarak tanimlanmistir. 1980°li yillarda standart siderofor
tanimlanma deneyleri bakteriyel demir tasima sistemlerini arastirmak i¢in uygulanmis ve

gelistirilmeye baslanmistir.

Neilands ve Leong (1976) tarafindan yapilan calismada enterik bakterilerden olan
Escherichia coli K-12 ve Salmonella typhimurium LT-2’de siderofor mekanizmalarini
incelemeye yonelik ¢aligmalar yapilmis, siderofor taginimi i¢in en az farkli mekanizmanin

etkili olacagi 6ne siiriilmiistiir.

Charlang (1981), Aspergillus nidulans ve Penicillium chrysogenum’un iizerinde yaptigi bu
calismada bilinen ortamdaki sideroforlar disinda belirli hiicresel sideroforlar iirettiklerini
ve bu sideroforlarin da demir alimimimda gorev aldigini tespit etmistir. A. nidulans'in
hicresel sideroforu ferrikrosin, P. chrysogenum'unki ise ferrikrom olarak tespit etmislerdir.
Ayrica A. nidulans’in biyolojik olarak aktif olmayan siderofor tirettigini ve bu sideroforun

triasetilfusigen oldugunu belirlemistir.

Neilands’a (1993) ait bu ¢alismada siderofor, mikrobiyal tiirlerde yaygin olarak bulunan
demir sekresyonunda ve taginmasinda gorev alan ferrik-spesifik ligandlar olarak
tanimlanmigtir.  Sideroforlarin  insan, hayvan ve bitkiler igin patojenik olan
mikroorganizmalar ve E. coli'nin klinik izolatlar1 i¢in bazi viriilans silahlarina ait bir

bileseni olabilecegi One siiriilmiistiir.

Payne (1994) yaptig1 bu ¢alismada sideroforlarin diisiik molekiil agirlikli yiiksek afiniteli

ferrik demir selatlayicilart oldugunu tespit etmistir. Sideroforlarm demir yoksunlugunda



10

bir¢ok mikroorganizma tarafindan sentezlendigini ve salgilandigmi belirlemistir. Siderofor
smiflandirilmast yapmis, hidroksamat ve fenolatlar-katekolat siniflarma dahil olmayan
siderofor tespiti de yapmustir. Sideroforlar1 tespit etmek, izole etmek ve karakterize etmek

icin ¢esitli teknikler gelistirmistir.

Neilands (1995) yaptig1 ¢aligmada sideroforlarin bakteri, bitki gibi organizmalar tarafindan
ihtiya¢ duyulan demiri saglamak igin siderofor adli diisiik molekiiler agirlikli selatlayici
ajanlar Urettiklerini tespit etmistir. Sideroforlarin, gérevinin gevreden demir toplamak ve
canli i¢in O6nemli derecede ihtiyag olan mineralleri mikrobiyal hiicreler i¢in aktif hale
doniistirmek olduguna ulagmistir. Sideroforlarm bitki ve hayvanlar i¢cin patojenik
mikroorganizmalarin viriilans mekanizmalariyla baglantili oldugunu diisiinmiistiir. Ayrica,
sideroforlarin klinik uygulamalarda kullanildigin1 ve tarimda da 6nemli bir yere sahip

oldugunu tahmin etmistir.

Crowley (2000) yaptig1 c¢alismada sideroforlarmn bitkiler i¢in Onemini ve rizosfer
kismindaki islevini arastirmistir. Sideroforlarm bitki rizosferindeki mikroorganizmalarin
ekolojisi i¢in de onemli oldugunu 6ne slirmiistiir. Sideroforlarin besin rekabetinde yer
almasinin bitki hastaliklarinin baskilanmasinda biiyilk 6neme sahip oldugunu tespit
etmistir. Besin zinciri transferinin kolaylagsmasinda ve agir metal aliminda 6nemi anlasilan

sideroforlarm incenlenmesinin popiiler diizeyde oldugunu belirtmistir.

Renshaw ve digerleri (2002) tarafindan yapilan arastirmada mantarlarin irettigi
sideroforlarin kimyasal ve biyolojik yapilari, islevleri ve uygulama alanlar1 arastirilmistir.
Mantarlar tarafindan iretilen sideroforlarin ¢ogunun hidroksamat grubuna ait oldugu
belirlenmistir. Sideroforlarin, 6zellikle aktinitlerin, demir disindaki metallerle kompleks
olusturabildigi ve bu sayede tipta, niikleer yakit yeniden islenmesinde, metale kaynakli
kirlenmis alanlarin iyilestirilmesinde ve endiistriyel atiklarin aritilmasinda gorev aldigi

tespit edilmistir.

Miethke ve Marahiel (2007) yaptiklar1 bu ¢aliymada siderofor bagimli yollar aracilifiyla
patojenik ve patojenik olmayan bakteri ve mantarlarin ¢ogunda yiksek afiniteli demir
ediniminin gerceklestigini tespit etmislerdir. Siderofor yollarmin diizenlenmesinde
transkripsiyonel ve transkripsiyon sonrasi ¢ok katmanli aglarin ortaya koyuldugunu

belirlemiglerdir. Sideroforlarin viriilans sirasinda 6nemli rolleri oldugunu belirterek bu
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sebepten Otlrd, birlikte evrim, memelilerin siderofor noétralizasyonu ve bakteriyel
patojenlerin (yeniden) kullanimi ic¢in karmasik stratejiler olusturdugunu bulmuslardir.
Sideroforun demir iletiminin, konakgilar i¢in tani ve tedavi ¢alismalarinda 6nemi oldugunu
tespit etmigler, enfeksiyon ve diger hastaliklar i¢in demir bagimli tedavilerde potansiyel
tedavi edici olduguna ulasmislardir. Cesitli siderofor-antibiyotik konjugatlarinin "Truva
at1" toksinleri ve siderofor yolu inhibitorlerinin patojen inhibiisyonunu gerceklestirdigini

tespit etmislerdir.

Giiney (2014) bu ¢alismada Bacillus sp. tirlerinde siderofor dretimi ve Bacillus cereus
DSM 4312’nin siderofor iiretiminin optimizasyonunu amaglamistir. B. Cereus DSM 4312
Arnow testi sonucunda katekol tipi siderofor oldugu ve maksimum siderofor iiretiminin
IM FeCl3 varliginda 48. Saatte %35,2 olarak tespit etmistir. Genel olarak siderofor iiretimi
icin pH 6.5, optimum sicaklik 37 °C olarak bulmustur. B. Cereus DSM 4312’nin siderofor
iretiminde cevresel faktorlerin etkili oldugu, bilindigi kadariyla, ilk bu ¢alismada tespit

etmistir.

Aydin (2014) tarafindan yapilan bu ¢alismada Brevibacillus laterosporus turinin siderofor
iretimi ve ¢esitli metallerin (Fe, Co, Ni, Hg) siderofor iizerine etkisi arastirilmistir. B.
laterosporus’un iirettigi sideroforun katekolat tipi oldugu tespit edilmistir. B. Laterosporus
tarafindan siderofor iiretiminin en yiiksek oldugu zaman 48. saat olarak belirlenmistir. Agir
metal iyonlarmin varliginda farkli oranlarda en yiliksek miktarda siderofor tiretimi
gozlenmis ve bu durum sideroforlarn agir metallerle etkilesim halinde oldugunu

gostermistir.

Avsar (2017) yapitig1 bu ¢aligmada yabani baklagil bitkilerinden izole edilen Rhizobium
spp. tdrlerinin siderofor iiretimi incelenmistir. 56 adet elde edilen izolatlarin 50 tanesinin

siderofor tirettigi bilgisine ulagmustir.

Korgoban (2020) yaptigi bu ¢alismada topraktan izole edilen Bacillus spp. tiri bakterilerin
siderofor optimizasyonunu arastirmistir. Optimizasyona yonelik olarak inceledigi
izolatlarda siderofor {iretim potansiyellerinin farkli sicaklik, pH, biyomas miktari, karbon
kaynagi ve zaman parametresine gore degerlendirmistir. Bacillus pumilus’ta 44/1 en

yuksek miktarda siderofor Uretimini gerceklestirdigini ve bu degerin % 47,8 oldugunu
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tespit etmistir. Bacillus pumilus 44/1 siderofor iiretimi i¢in optimum degerlerin 30°C, pH

5.2, 1M melas varliginda, 1.5/100 oraninda inokiile edildiginde 48 saat olarak belirlemistir.

Atbas (2022) cesitli tek yillik bazi kiiltiir ve yabanil bitkilerinin saglhikli kok, govde ve
yaprak orneklerinden izole ettigi endofit bakterilerdeki siderofor iiretim potansiyelini
arastirmistir. Ayrica izolatlarin agir metal stres altinda siderofor iiretimini incelemistir.

Cobanoglu’nun (2023) yaptig1 bu calismada toprak ve gida kaynakli orneklerden izole
edilen Bacillus tiirlerinin siderofor iiretimi ve optimizasyonunu arastirmistir. Caligmasinda
izole edilen Adana Bacillus subtilis, Kirklareli Bacillus amyloliquefaciens ve Elazig
Bacillus cereus ‘un ait siderofor iiretimleri belirlemis ve kontrol bakterisi olarak kullanilan
Pseudomanas spp. bakterilerinin siderofor tiretme miktar1 ile karsilagtrmustir. Siderofor
iretmeleri birbirine denk ¢ikan bakterilerin bitki koruma {iriinlerinde ve tarimsal

uygulamalarda da kullanilabirligini tespit etmistir.
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3. YONTEM

Topraktaki bakterilerden sideroforlarin tiretme potansiyelini belirleyebilmek ic¢in in vitro
ortamda Oncelikle topraktan bakteri tayini yapildigi ve bu bakterilerin siderofor Uretim
durumunu incelendigi ¢aligma siirecine bu kisimda yer verilmistir. Ayrica siderofor iiretimi
gerceklestiren bakterilerin biyokontrol etkilerini belirlemek amaciyla yapilan ¢aligmalara
ve bu calismalarda kullanilan besiyerlerinin hazirlanma asamalar1 da bu kisimda

bahsedilmistir.

3.1. Materyal

Bu calismada, Amasya ilinin farkli bolgelerinden aliman topraklardan siderofor iireten
bakteriler izole edilerek tez calismasinda materyal olarak kullanilmistir. Kullanilan

topraklarm bir kisminin goriintiisii Resim 3.1°de gosterilmistir.

Resim 3.1. Amasya ilindeki farkli bolgelerden alinarak laboratuvara getirilen toprak

ornekleri

3.1.1. Kullanmilan Besiyerleri

Bu ¢aligmada siderofor iireten bakterilerin izolasyonu ve bu bakterilerin in vitro ortamda
biyokontrol etkilerinin belirlenmesi amaciyla kullanilan besiyerleri ve hazirlanma

hazirlanma agamalar1 verilmistir.
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Nutrient Agar

Topraktaki bakterilerin izolasyonu, saflastirmasi ve stok kiiltiir seklinde saklanmasi igin
kullanilmistir. Nutrient Agar(Merck) besiyeri pepton (5 g), et 6zutl (5 g), maya 6ziti (1
g) ve agar (12 g)’dan olusmakta olup ticari olarak satin alinmistir. Bu ¢alisma i¢in 28.0 g/L
olacak sekilde hazirlanarak, 121°C’de 15 dakika otoklav yapilmasindan sonra 9 cm

capindaki steril petri kaplarma yaklasik 15 ml dokiilmiistiir.

Nutrient Broth

Nutrient Broth(Merck) besiyeri; pepton (5 g), et 6ziitii (3 g)’nden olusmakta olup ticari
olarak satin alinmistir. Bu besiyeri kiiltiire alinmis mikroorganizmalarin gelistirilmesi i¢in
kullanilmistir. Bu calisma 8.0 g/L olacak sekilde hazirlanan besiyeri 12 ml’lik cam tiiplere

10 ml eklenerek 121°C’de 15 dakika otoklav yapilmistir.

Patates Dekstroz Agar (PDA)

Fungus izolasyonunda ve bakterilerin funguslara kars1 biyokontrol aktivitelerini belirlemek
icin kullanilan bir besiyeridir. Patates Dekstroz Agar besiyeri (PDA); glikoz (20 g), patates
infiizyonu (4 g) ve agar (15 g)’dan olugmakta olup ticari olarak satin alinmistir. Ekim
yapilacak petri sayisina gore besiyeri miktar1 39.0 g/ olacak sekilde hazirlanmis ve
121°C’de 15 dakika otoklav yapilarak 50°C’ye sogutulmus ardindan 9 cm capa sahip steril
petrilere yaklasik 15 ml dokiilmiistiir.

Chrome Azurol Sulfonate (CAS) Agar

Bu besiyeri siderofor iireten bakterilerin belirlenmesi amaci ile asagida verilen yonteme
gore hazwrlanmistir. Besiyerinin hazirlanma kullanilan c¢ozeltiler ve soliisyonlar

kullanilmadan 6nce 121°C'de 15 dakika otoklav yapilmistir.

A. CAS sollisyonu:

a) 0.06 g CAS (Fluka Chemicals), 50 mL steril distile su (ddH20) i¢inde ¢6ziilmiistiir.
b) 0.0027 g FeCl3-6H20, 10 mL (10 mM) HC1 i¢inde ¢oziilmiistiir.
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c) 0.073 g HDTMA (Hexadecyltrimethylammonium Bromide), 40 mL ddH20 iginde
¢cOziilmiistiir.

Soliisyon a’nin tamami ile soliisyon b’nin 9 mL’i karigtirilmig sonrasinda karisima
solusyon ¢ de eklenmistir. Hazirlanan karisim 121°C’de 15 dakika otoklav yapildiktan

sonra cam sisede saklanmustir.

B. Minimal tuz ortam (MM9):

15 g KH2P0s4, 50 g NH4Cl ve 25 g NaCl birbiri ile karigtirilip sonrasinda 500 ml steril

distile su igerisinde ¢ozlilmiistiir.

C. %20’lik Glikoz Soliisyonu:

20 g glikoz 100 mL steril distile su icinde ¢oziindiiriilmiis, filtre ile sterilize edilerek %

20’lik glikoz ¢ozeltisi hazirlanmistir.

CAS agar’in hazirlanmasi:

100 mL MM9 stok solisyonu, 750 mL ddH2O'ya eklenmistir. Sonrasinda hazirlanan
karisim igerisine 32.24 g piperazin-N, N'-bis (2-etanstilfonik asit) (PIPES) ilave edilmistir.
PIPES pH 5’ in altinda ¢oziinme gerceklestirmedigi icin pH’in 6’ya yiikseltilmesi
gerekmektedir. Bunun i¢in karisima yavas yavas pH 6 olana kadar NaOH eklenmistir.
PIPES c¢o6ziindiikge pH diiserek c¢oOzeltinin berraklagmasmi saglamistir ve pH 6.8’¢
sabitlenmistir. Tamamen ¢6zlinmiis durumdaki MM9/PIPES karisimima 15 g Bacto Agar
eklenerek sonrasinda otoklav yapilmigtir. 50°C'ye kadar sogutulmus MMO9/PIPES
karisimima; 30 mL steril casamino asit ¢ozeltisi (eser miktardaki demiri uzaklatirmak i¢in 3
g casamino asit 27 mL steril ddH2O ve filtre ile sterilize duruma getirilmistir) ve 10 mL
steril %20 glikoz ¢6zeltisi eklenmistir. Karigima 100 mL CAS soliisyon (A) cam duvardan
koplik olumusuna miisaade etmeden yavasca eklenerek karistirilmig sonrasinda aseptik

sekilde petri kaplarina dokiilmiistiir (Resim3.2).
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Resim 3.2. CAS Agar’in hazirlanip petrilere dokiilmesi

3.2. Metod

Topraktan bakteri izolasyonunun ve izole edilen bakterilerin siderofor tayini agsamalarinin
bahsedildigi bu kisimda, siderofor {retimi gerceklestiren bakterilerin biyokontrol

etkilerinin tespiti i¢in yapilan ¢alismalara da yer verilmistir.

3.2.1. Topraktan bakteri izolasyonu

Farkli alanlardan alinarak laboratuvara getirilen 15 adet toprak orneklerinin her biri
havanda doviildiikten sonra 5’er gram alinarak 95 mL fizyolojik tuzlu su (%0.85 NaCl)
icerisinde 125 dev dak *da 30 dakika ¢alkalayicida calkalanmustir (Resim 3.3).

Resim 3.3. Toprak numunelerinin bakteri izolasyonu i¢in hazir hale getirilmesi

Calkalama isleminin ardindan toprak orneklerinin bulundugu sivi 6rneklerinden 1’er ml
alinarak icinde 9 ml fizyolojik tuzlu su bulunan 12 mL’lik tiiplere aktarilmistir. Tiip
karstiricida tekrar karisim yapildiktan sonra bu sekilde 10 kathk diliisyon serileri

hazirlanmistir. 10° ve 107° diliisyon serilerinden 100 pl almip NA besiyeri bulunan
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petrilere drigalski spatiilii yardimi ile ylizeysel yayma ekimi yapilmistir. Ekim igleminden

sonra petriler 48 saat 30°C’de inkiibe edilmistir (Resim 3.4).

Resim 3.4. Bakterilerin izolasyonu

Inkiibasyon sonrasinda kolonilerin morfolojik olarak degerlendirmesi yapilarak
numaralandirilmistir. Farkli morfolojik yapidaki izolatlar 10 ml Nutrient Broth bulunan
tliplere igne 6ze kullanilarak tiiplerin herbirine ekimleri yapilmis ve sonrasinda 24 saat
27°C’de inkiibasyonda gelismeye birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi izolatlar esit
oranda %30 lik gliserol ¢ozeltisi ile karistirilarak ependorf tiiplerinde bir sonraki

calismalarda kullanmak i¢in -20°C’de saklanmustir.

3.2.2. Siderefor Ureten bakterilerin belirlenmesi

Siderofor Greten bakterilerin tespiti icin stoklanan bakteriler NA besiyerine cizgi ekim
yontemi ile ekilerek gelisme gosteren bakteriler steril kabin igerisinde kiirdan yardmmu ile
almarak CAS Agar iceren petrilere birbirine esit uzaklikta li¢ noktaya nokrasal ekim

yontemi ile ekim yapilmistir ve petriler 27°C’de 7 giin inkiibasyona birakilmistir (Resim
3.5).



18

Resim 3.5. CAS Agar besiyeri iceren petrilerinin numaralandirilmasi

Inkiibasyon siiresi sonunda CAS Agar besiyeri igeren petrilerde gelisme gosteren
bakterilerin koloni c¢evresinde turuncu renkli zonlarin olusmasi siderofor iiretiminin
gerceklestigini gostermektedir. Ekimi yapilan her bir bakterinin turuncu zon olusturup
olusturmadig1 tespit edilmis siderofor kaynakli olusan turuncu zonlarin ¢ap1 kumpas ile

Olciilmiis ve ardindan petrilerin fotograflamasi yapilmistir (Resim 3.6).

Resim 3.6. Bakterilerin koloni ¢evresinde siderefor iirettigini gosteren zon

3.2.3. Siderofor uretme indekslerinin hesaplanmasi

CAS Agar besiyerinde gelisen izolatlarin koloni ¢evresinde olusan sar1 zon ¢api ile koloni
capmin birbirine oranlanmasi ile herbir bakteri izolatmin siderofor tiretme indeksi
hesaplanmistir (Carrim, Barbosa, Vieira, 2006; Jena, Rah, 2013; Dogan, Taskin, 2021).
Elde edilen degerler sonucunda bakteri izolatlarin siderofor iiretme seviyeleri birbirleri ile

karsilastirilarak degerlendirilmistir (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. Siderofor iiretme indekslerinin hesaplanmasi (Dogan ve Tan, 2021)

3.2.4.Topraktan fungus izolasyonu

Amasya ilinin farkli bolgelerinden aliman ve bakteri izolasyonunda kullanilan toprak
orneklerinden fungus izolasyonu yapilmistir. Yapilan ¢calismada toprak 6rneginden 10’ar
gram alinarak, 90 mL 9%0.9 NaCl izotonik ¢ozelti icerisinde 25 dakika 120 rpm’de
calkalanmistir. Siire sonunda bakteri izolasyonuna benzer sckilde diliisyon serileri
hazirlanmistir. Fungus izolasyon isleminde kullanilan PDA besiyeri hazirlanarak 121°C’de
15 dk otoklavlanmig ve 50°C’ye sogutulmustur. Sogutulmus PDA besiyeri steril kabin
icerisinde steril petrilere dokiilmiistiir. PDA besiyerine bunzen beki alevi 6niinde 100 pL
dilisyon orneklerinden alinarak besiyerine ylizeysel yayma ekimi yapilmis ve petriler
28°C’de 5 giin inkiibasyona birakilmistir(Ozcan, 2014). Inkiibasyon tek koloni olarak
gelisenleri segilerek saflastirilmistir(Bektas, 2017). Funguslarm tiir tayini ise mikroskobik

gbozlemlere gore yapilmistir.

3.2.5. Bakteri izolatlarimin biyokontrol 6zelliklerinin belirlenmesi

Topraktan izole edilen bakterileri izolatlarmin patojen oldugu belirlenen iki fungus tiiriine
kars1 biyokontrol aktiviteleri belirlenmistir. Fungus tiirlerinden olan Fusarium oxsyporium
ve Alternaria alternata PDA besiyerinde taze kiiltiirleri hazirlanmigtir. Antifungal aktivite
testi icin 500 ml’lik PDA besiyeri hazirlanarak 121°C” de 20 dk otoklavlanmis ve 50°C’ye
sogutulmugstur. Steril kabin igerisinde PDA besiyeri steril petrilere 15 ml dokiilmistiir.
Petrilerin tam ortasma 10 mm ¢apindaki fungus kiiltiirleri yerlestirilmistir. Fungus
kiiltiirleri bulunan petrilere kiirdan yardimu ile esit uzaklikta 4 farkli noktaya 3 tekerriir
olacak sekilde izole edilen bakteriler nokta ekim yontemi ile ekimi yapilmustir. Petriler

28°C’de 10 giin boyunca inkibatdrde gelismeye birakilmistir. Kontrol petride ise herhangi
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bir mikroorganizma ekimi yapilmamistir. Siire sonunda fungus yarigaplar1 Slgiilerek

asagidaki formiile gore her bakterinin % engelleme oranlar1 hesaplanmistir (Sekil 3.2).

Negatif kontrol fingus Bakteri inokiilasyonu

yarigap1 " | yapilmss yaricaps

% Engelleme = X100
Negatif kontrol fungus varigaps

Sekil 3.2. Topraktan izole edilen bakteri izolatlarmin in vitro ortamda fungusa karsi

biyokontrol degerinin hesaplanmasinda uygulanan formiil

3.2.7. MALDI- TOF MS cihaz ile mikroorganizma turlerinin tanilanmasi

Siderefor iiretme 6zelligine sahip ve ayni1 zamanda ik fungus tiiriine kars1 biyokontrol
ozelligi gdsteren 5 bakteri izolatmin tanilanmasi i¢in Hatay Mustafa Kemal Universitesi
Bitki Saghgi 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 tanilama cihazi kullanilmis ve
tanilanma yapilmistir. MALDI-TOF MS son yillarda mikrobiyolojik tanilamada hizli ve
giivenilir olan matriks yardimli lazer desorpsiyoniyonizasyon ucus siireli kiitle
spektroskopi cihazidir (Ahmad ve digerleri, 2012; Pavlovic ve digerleri, 2012). Analiz
sonucunda, yiliksek olasilikli 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, Kurt, Soylu, Kara ve Soylu, 2018).

3.2.8.istatistiki analiz

Bu calismada bakteri izolatlarinin siderofor iiretme indeksinin ve funguslara kars1 %
engelleme gosteren Dbakteri izolatlarindan elde edilen degerlerin analizi i¢in
SPPS 24(Statistical Package for the Social Sciences) programm kullanilmustir. izolatlar
arasindaki farkliliklarin ~ karsilastirilmasinda Duncan Coklu Karsilastirma  Testi

uygulanmigtir.
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4. BULGULAR

In vitro ortamda yapilan bakteri izolasyonu ve izole edilen bakterilerin siderofor tretim
indekslerinin hesaplanmasi sonucu elde edilen bulgularin yer aldigi bu kisimda biyokontrol
ozelliklerin de tespiti ve iki farkli fungus tiiriine kars1 misel gelisimini engelleme oranlar1

yer almaktadir.
4.1. Bakteri izolasyonu

Amasya ilinin farkli bolgelerinden alinarak laboratuvara getirilen topraklardan izole edilen

farkli morfolojik 6zellige sahip 72 bakteri izolat1 se¢ilmistir (Resim 4.1).

Resim 4.1. Bakteri izolatlarmin Nutrient Agarda gelismesi.
4.2.Siderofor Ureten Bakterilerin Tespiti

Bakterilerin Siderofor {lretme potansiyelleri CAS Agar besiyerinde belirlenmistir.
[zolatlarm besiyerine ii¢ tekerriirlii olarak nokta ekimi yapilarak 7 gunlik inkiibasyon
sonrasi bakteri izolatlar1 ¢evresinde turuncu-sar1 renkte zon olusturanlar, siderofor {iretimi
bakimindan pozitif olarak degerlendirilmistir. Yapilan degerlendirme sonucunda toprak
bakterilerinden 72 izolatn 18’sinde siderofor iiretimi gergeklestigi tespit edilmistir (Resim
4.2).

Resim 4.2. F.4.1 ve A.2.1.1. kodlu izolatlarmn siderofor iiretimini gésteren turuncu zon
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4.3. Bakterilerin Siderofor Uretme Indekslerinin Hesaplanmasi

CAS Agar besi ortami kullanilarak bakteri izolatlarinin siderofor iiretme potansiyelleri
belirlenmistir. Besiyerinde olusan zon ¢apinin koloni ¢apin oranlanmasi ile herbir izolatin
siderofor iiretme potansiyeli belirlenmistir(Resim 4.3). Yapilan hesaplamada izolatlar
arasinda siderofor iiretme indeksinin 1.2-4.3 arasinda oldugu belirlenmistir. En yiiksek
diizeyde siderofor tireten izolatin 4.3 ile F54F kodlu bakteri izolat1 oldugu tespit edilmistir.
En diisiik siderefor iiretme indeksine sahip izolat ise 1.2 ile A211 kodlu bakteri izolat1
oldugu belirlenmistir. Yapilan istatistiki analizde izolatlarin siderefor liretme indeksleri
arasinda istatistiki olarak farkliliklar olabilecegi belirlenmistir (p<0.05). Izolatlarm
siderofor iiretme indeksleri hesaplanmasi ve istatistik olarak birbirleri ile karsilastirilmalari

Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1. Topraktan izole edilen bakteri izolatlarin siderofor iiretme indekslerinin
karsilagtirilmasi

Bakteri _ Siderofor Uretme Bakteri [zolatlary . Siderofor Uretme
[zolatlar1 Indeksi+Standart hata Indeksi+Standart hata
F653 2,8+0,05%% F643 2,5+0,18Pc
F633 2,5+0,15P° F23 3+0,32%
F652 2,1+0,21P F22 3,4+0,77°
F642 2,5+0,29Pcd F24F 2,6+0,18¢%°
F41 3,2+0,18% F11 3,1+0,14%
D42A1 1,740,042 F55 3,5+0,55°
A211 1,240,03% D42A1 2,5+0,62°c
Al132 2,7+0,32¢0¢ F54F 4,3+0,37f
D651 1,4+0,09% F13 2,8+0,53¢

*Deneme 3 tekerriirlii olacak sekilde yapilmistir. Ayn1 siitunda ayni harf ile ifade edilen degerler arasinda Duncan ¢oklu
karsilagtirma testine gore istatistiki olarak bir fark yoktur(p<0.5)
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Resim 4.3. A.2.1.1 kodlu izolatin CAS besiyerinde gelisimi ve olusturdugu zon

Karakas ve arkadaslar1 (2022), Alyssum pinifolium bitkisinin koklerindeki topraklardan
izole ettikleri 21 bakterinin siderofor iiretme oOzelliklerini incelemislerdir. Bakteri
cinslerinin Bacillus, Priestia ve Brachybacterium olarak belirlenen ¢alismada bakteri zon
caplar1 11 mm ile 21 mm arasinda tespit edilmistir. Siderofor iiretiminin en yiiksek oldugu
izolat 2NB13 (B. toyonensis NMCC-157) olarak belirlenmis zon ¢ap1 21 mm 6lgiilmiistiir.
Li ve ark. (2017) yaptig1 calismada ise topraktan izole edilen 3 bakteri izolatinin zon
caplar1 siras1 ile 3.5, 5.2 ve 0.3 mm Olciilmiistiir. Yaptigimiz calismada Ol¢limler
sonucunda izolatlarm 3.0 mm ile 3.75 mm arasmnda zon g¢ap1 olusturduklari
gozlemlenmistir. Literatiir calismalarinda tespit edilen zon c¢aplar1 Glgiimlerine gore
arastrmada kullandigimiz bakterilerden bazilarinda literatiirdeki caligsmalara gore daha
yiiksek siderofor iiretimi, bazilarinda ise daha diisiik siderofor iiretimi gerceklestigi tespit
edilmistir. Bu duruma sebep olan faktoriin bakteri tiirlerinin farkli olmasindan kaynakli

oldugu diisliniilmektedir.

4.4. Topraktan Fungus izolasyonu

Topraktan yapilan fungus izolasyon isleminde bitki patojeni fungus tiirlerinden olan
Fusarium oxysporum ve Alternaria alternata izolatlarmin izolasyon yapilarak, saflagtirma
isleminin ardindan PDA besiyeri ekimi yapilarak, 27 °C de 10 giin siire ile inkiibasyona
birakilmistir. Funguslarin tiir teshisleri Mikroskobik goézlemlere dayali yapilmistir.
Inkiibasyon siiresi sonunda funguslar gelisme gdstererek yapilan calismalarda kullanilmak

iizere +4 °C saklanilmistir (Resim 4.4; 4.5).
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Resim 4.4. Alternaria alternata ‘nin saflastirilmasi isleminden sonra petride gelisimi

Resim 4.5. Fusarium oxsporum’un saflastirilmasi isleminden sonra petride gelisimi
4.5. Bakteri izolatlarimin Biyokontrol Ozelliklerinin Belirlenmesi

Topraktan izole edilen bakteri izolatlarinin fungus tiirlerine kars1 biyokontrol 6zelliklerin
belirlenmesi, PDA besiyerinin tam ortasina ekim yapilmis fungus tiirliniin gelismesini
engellemesi durumuna gore yapilmistir. Yapilan ¢alismada Alternaria alternata’ya karsi
72 izolatin 38°si, kontrole gore misel gelisimini %42,5-80 arasinda degisen oranlarda
engelleyerek biyokontrol 6zelligi gdstermistir (Resim 4.6). Izolatlarm etkinliklerinin
belirlenmesinde % engelleme formiilii kullanarak yapilan degerlendirmelerde, A.
alternata’ya karsi kontrole gore %80 ile en yiiksek oranda engelleme 6zelligine sahip
izolatin F54F kodlu izolat oldugu belirlenmistir. Ayn1 zamanda bu izolatin en yiiksek
degerde siderofor iiretme potansiyelinin oldugu belirlenmistir. En diisiik oranda engelleme

ozelligine sahip izolatlarin ise %42,5 ile D631, F13, D411 izolatlarinin oldugu tespit
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edilmistir. Siderefor iirettigi belirlenen 18 izolattan 16 ‘s1 A.alternata’ya kars1 biyokontrol
ozelligi gostermis, 2°si(A211 ve D651) ise gostermemistir. Bu izolatlarin biyokontrol
ozelligi gosterememesinin nedeni olarak siderofor iiretme indeksinin diisiik olmasindan
kaynaklandig1 disiiniilmektedir. Bunun yaninda A411 kodlu izolat ise siderofor {iretme
ozelligine sahip olmamasia ragmen yiiksek derecede biyokontrol 6zellige sahip oldugu
belirlenmistir. Bu durumun izolatin biyokontrol etkinliginde siderofor 6zellikten farkli
ozelliklere sahip oldugunu gostermektedir. Biyokontrol 6zelligine sahip tiim izolatlar ve

aralarindaki istatistiki karsilastirma ise Cizelge 4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.2. Alternaria alternata’ya kars1 biyokontrol 6zelligi gosteren bakteri izolatlar
ve % engelleme miktarlar1

Bakteri Alternaria % - Alternaria
izolatlart Alternata Fungus Engelleme Bakteri Izolatlar1 ~ Alternata Fungus % Engelleme
Yaricapi(cm) Yarigapi(cm)

D531 2,240,089k 45 F656 2,24k 45
D631 2,2+("Nik 45 F22 2,240,039 45
D331 2+0,08°fonik 50 F24F 2+0,08°onik 50

A41A2 1.1+0,08* 75 F54F 0,8+0° 80
Al121 1,60,12%¢ 60 F11 1.1+0,05% 77,5
A213 1,840,021 55 F12 1.1+0,11% 75
A422 1,3+0,14" 67,5 F643 2,2+0,05nik 45
A132 2,1+0,039nik 47,5 F653 2+0,03°faniik 50
Al122 1,1+0%® 72,5 A211 1,6+0,43% 60
A221 2,2+0,059nik 45 F633 2+0,05¢dni 50
A321 1,8+0,38%" 55 D631 2,3+0,06%® 42,5
A512 2,2+0,059nik 45 D42A1 1,1+0,089%"k 72,5
A651 2,2+0,08%"k 45 D642 2,2+0,02%" 45
A641 20,17 %fani 50 F632 1,7+0,1287nik 57,5
A412 2:+(defani 50 F25 2,1+0,05% 47,5
A411 1.1+0,06%® 77,5 D411 2,3+0,17%® 42,5
F23 1,8+0,13%" 55 F642 1,1+0,03% 72,5
F55 1,9+0,03¢%fdn 52,5 F13 2,3+0,17%" 42,5
F652 1,9+0,1 799N 52,5 D332 1,8+0,32"k 55

Kontrol 440,11 0

*Deneme 3 tekerriirlii olacak sekilde yapilmistir. Ayni siitunda aym harf ile ifade edilen degerler arasinda Duncan ¢oklu karsilastirma
testine gore istatistiki olarak bir fark yoktur(p<0.5)
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Resim 4.6. Alternaria alternata’ya karsi misel engelleme gosteren ve gostermeyen izolatlar

Bakteri izolatlarmin baska bir patojen fungus tiirii olan F. oxsporum’a kars1 72 izolattan 8

izolat Fusarium oxsporum misel gelisimini %54.54-72.72 arasinda engellemistir(Resim

4.7). F. oxsporum’a kars1 %72.72 ile en yiiksek engelleme oranina sahip ve 3.1 siderefor

iiretme indeksine sahip olan F11 kodlu izolat iken, en diisiik engelleme oranina %54.54 ile

A321 kodlu izolat tespit edilmistir. F.oxysporum izolatma karsi biyokontrol &zelligi

gosteren 8 izolattan 5 tanesi ayn1 zamanda siderofor 6zelligi gosterdigi, 3 izolatin(A411,

A321 ve D631) ise siderofor 6zelligi gostermedigi belirlenmistir (Cizelge 4.3). Siderofor

iireten bakteri izolatlarinin iki fungusa karsi etkileri ise Cizelge 4.4’de verilmistir.

Cizelge 4.3. Fusarium oxysporium’a karst biyokontrol &zelligi gosteren izolatlar %

engelleme oranlar1

Bakteri oiysssglrlijlrjnm %Engelleme

Izolatlar1 .
A411 1,9+0,11% 56,81
A321 240,03¢ 54,54
A211 1,6+0,18% 63,63
F54F 1,3+0,03% 70,45
F11 1,240,03? 72,72
F13 1,5+0,03" 65,9
F55 1,6+0,06% 63,63
D651 1,5+0,08™ 65,9

Kontrol 4,4+0,1" 0

*Deneme 3 tekerriirlii olacak sekilde yapilmistir. Aym siitunda aym harf ile ifade edilen degerler arasinda Duncan ¢oklu karsilastirma

testine gore istatistiki olarak bir fark yoktur(p<0.5)
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Resim 4.7. Fusairum oxsporum ’a kars1 misel engelleme gosteren ve gostermeyen izolatlar

Cizelge 4.4. Siderofor 6zellik gosteren bakteri izolatlarinin patojen funguslara karsi

biyokontrol etkinlikleri

. A. alternata’ya kars1 F. oxysporum’ya karsi
Bakteri Izolatlar1

biyokontrol etkisi(%) biyokontrol etkisi(%)

F653 50 -
F633 50 -
F652 52,5 -
F642 72,5 -

F41 60 -
D42A1 72,5 -
A211 60 63.63
A132 47,5 -
D651 57.5 65.9
F643 45 -

F23 55 -

F22 45 -
F24F 50 -

F11 77,5 72,72
F55 52,5 63.63
D42A1 72,5 -
F54F 80 70,45

F13 42,5 65,9
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4.6. Bakterilerin MALDI-TOF Analiz Sonuclar

Yapilan bu ¢alismada siderofor liretme 0zelligine sahip olan ve iki patojen fungus tiiriine
kars1 biyokontrol &zellik gdsteren 6 izolat MALDI-TOF mikrobiyolojik tanilama
sisteminde diizeylerinde teshisleri yapilmistir. Protein kiitle parmak izini kullanan MALDI-
TOF bakteri izolatlarnin tanilanmasinda hizli ve hassas bir yontemdir. Tanilama
sonuglarina gore 6 izolat; Bacillus amyloliquefaciens ssp. plantarum, Bacillus subtilis,
Enterobacter bugandensis, Acinetobacter calcoaceticus, Pseudomonas putida ve Bacillus
mojavensis olarak tanilanmistir (Cizelge 4.6). Analiz sonucunda benzerlik indeksi 2.25-
2.22 arasi yiiksek olasi tiir teshisi, 2.19-2.15 arasi giivenilir diizeyinde teshis ve muhtemel
tiir dlizeyinde teshis, 2.07-2.01 aras1 aras1 muhtemel cins diizeyinde teshis, 2.01-0.00 aras1

giivenilmez tiir teshisi olarak degerlendirilmistir.

Cizelge 4.5. Siderofor Uretme potansiyeline sahip olan ve her iki fungus tiirtine karsi
biyokontrol 6zellik gosteren izolatlarin MALDI-TOF tani sonuglari

Blz“géi” MALDI-TOF Tant Sonucu Biirzizeekrs';k NISE'
F54F Pseudomonas putida ATCC 49128 THL 2.257 303
F55 Bacillus mojavensis DSM 9205T DSM 2.225 72360
F11 Bacillus subtilis DSM 5552 DSM 2.014 1423
D651 Acinetobacter calcoaceticus LMG 10515 LMG 2.19 471
F13 Bacillus amyloliquefaciens ssp plantarum 2.07 279

CICC 23985 b CICC 145
A211 Enterobacter bugandensis DSM 101087 DSM 2.153 547
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5. TARTISMA

Gegmisten gliniimiize kadar ki yapilan ¢aligmalar ile in vitro ortamda gergeklestirilen ve
sideroforun tespiti, biyokontrol 6zelliklerin belirlendigi ¢alismamizin sonuglar1 tartigilmas,

calismalar arasindaki farkliliklar ve benzerliklere yer verilmistir.

Gilintimiizde biyoteknoloji, tarim, ¢evre ve tipta giderek 6nemi artan sideroforlarin ilk kesfi
1950’lilere dayanmaktadir. Neilands ve Leong (1976)’m Escherichia coli ve Salmonella
typhimurium turleri Gzerinde yaptigi ¢aligmalar ile mikroorganizmalardaki siderofor
dretiminin tespiti konusunda baslangic yapmislardir. Siderofor {iretiminin tespiti
konusundaki ¢aligmalar glinlimiizde de halen devam etmektedir (Alsahoo, 2022). Demirin
canli viicudundaki islevselligi bir¢ok alani kapsadigi icin sideroforlarin kullanim alani
olduk¢a genistir; mikroorganizmalarin yasamlarinin  devami  i¢in, ekosistemin
tyilestirilmesi ig¢in, tip ve bazi klinik uygulamalar i¢cin oldukca Onemlidir (K&rgoban,
2020). Yaptigimiz ¢alismaya benzer ¢alismada bulunan Giiney (2014), Bacillus spp.
turlerinde siderofor Gretimini ve spesifik olarak Bacillus cereus DSM 4312 ‘nin siderofor
iiretim optimizasyonunu aragtirmislardir. Korcoban’in (2020) topraktan izole edilen
bakteriler ile yaptig1 ¢alisma sonuglarinda ise en yuksek siderofor Gretimin Bacillus subtilis

DY3 ‘te gbzlemlenmistir.

CAS Agar besiyeri siderofor iireten bakterilerin belirlenmesi i¢in kullanilan segici bir
besiyeridir. Yapilan literatiir ¢alismasinda, bir¢ok ¢alismada bu besiyeri siderofor iireten
mikroorganizmalarin belirlenmesinde kullanmilmistir. Aktan ve Soylu (2020), yaptiklar
calismalarinda Diyarbakir ilinde yetisen badem agaclarindan endofit ve epifit bakteri
tiirlerinin izolasyonu ve bitki gelisimini tesvik eden mekanizmalarinin karakterizasyonu
calismalarinda izole ettikleri bakteri izolatlarinin siderofor iiretme indekslerini

belirlemislerdir ve ¢calismamiza benzer sekilde CAS Agar besiyerini kullanmiglardir.

Caligmamizda siderofor irettigi ve ayni zamanda patojen funguslara karsi biyokontrol
ozelligi gosterdigi belirlenen Pseudomonas putida ATCC 49128 THL olarak tanilanan
izolat ile ilgili literatiirde farkli calismalar bulunmaktadir. Giiney, Dervis, Ozer, Aktas,
Keske (2024), yaptiklar1 ¢alismada EM9 kodlu izolatlarmi1 16S rRNA geninin sekans
analizine gore Pseudomonas putida olarak tanilamislardir. Yaptigimiz ¢caligmaya benzer

sekilde patojen bir fungus tiirii olan Fusarium culmorum’a kars1 in vitro ortamda %55.59
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oraninda biyokontrol 6zelligi gosterdigi ve siderofor liretme potansiyeline sahip oldugunu

belirlemiglerdir.

Kara ve Soylu (2022), calismalarinda saglikli agaglardan endofit bakteri izolasyonu
gerceklestirmiglerdir ve bu izolatlarin antagonistik etkilerinin belirledikleri ¢aligmalarinda
MALDI-TOF MS analizi ile Bacillus mojavensis BEn3 olarak tanisini yaptiklar1 izolatin
Fusarium verticillioides’in misel gelisimini in vitro ortamda %50.83 oraninda

baskiladiklarini tespit etmislerdir.

Bacillus mojavensis izolatinm siderofor iirettiginin belirlendigi bir farkli bir ¢alismada ise
Celikten ve Bozkurt (2018), saglikli bugday bitkilerinin koklerinden 120 izolat izole
etmislerdir ve izolatlari MALDI-TOF ile Pseudomonas, Bacillus, Micrococcus,
Arthrobacter, Microbacterium, Paenibacillus, Clostridium, Weeksella, Exiguobacterium,
Acinetobacter, Brevundimonas, Providencia ve Corynobacterium olarak tanilarini
yapmuslardir. izolatlar igerisinde siderofor iiretiminde en etkili izolat1 ise 4.78 siderofor
uretme indeksi ile Bacillus mojavensis 5DRC4 olarak saptamiglardir. Calismamizda ise bu
deger 3.5 olarak hesaplanmistir. Aradaki farkin ¢evre sartlar1 ve genetiksel farkliliklardan

kaynaklandig: diisiiniilmektedir.

Kogak ve Salman (2023), ¢alismalarmda Bacillus subtilis DP 143.6’un siderofor iiretme
indeksini 3.6 olarak belirlemislerdir. Ayn1 zamanda bu izolat in vitro ortamda patojen bir
fungus olan Macrophomina phaseolina’a karst %86 oraninda misel gelisimini
engellemistir. Calismamizda siderefor indeksi 3.1 ve Bacillus subtilis olarak tanilanan
izolatin Fusarium oxysporum’a kars1 misel gelisimini %72.72 ve Alternaria alternata’ya
kars1 misel gelisimini %77.5 oraninda engelleme gdstererek ¢alisma ile uyum iginde

oldugu goriilmiistiir.

B. subtilis CV21 izolatinin biyokontrol 6zelliginin arastirildigi bir ¢caligmada; Choub ve
digerleri (2024), B. subtilis CV21 izolat1 A. alternata CH3 ve A. alternata CH10 suslarinin
misel gelisimini siras1 ile  %?29.1 ve %42.5 oranlarinda baskiladigini1 hesaplamiglardir.
Caliymamizda farkl olarak yiiksek degerde misel gelisiminin baskilanmasi ise izolatlar
arasinda direclilik farkindan kaynaklandig1 sdylenebilir. Caliymamizda belirlenen diger bir

izolat olan Acinetobacter calcoaceticus ile yapilan bir ¢alismada Maindad ve digerleri
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(2014), izolatin siderofor iiretme O6zelligine sahip oldugu ve bu yonii ile farkli tiirdeki

funguslara kars1 biyokontrol 6zelligine sahip oldugunu belirtmislerdir.

B. amyloliquefaciens’in biyokontrol dzelliginin arastirildigi bir calismada ise Ozturk ve
Endes (2023), B. amyloliquefaciens BM23 ve B. amyloliquefaciens BM40 izolatlar1 F.
oxysporum f. sp. ciceris’ in misel gelisimini swras1 ile %78.57 ve %63.8 oraninda
baskiladig1 belirlemislerdir, ¢alismamizda ise bu oran sirasi ile %65.9 ve %42.5 olarak
belirlenmistir. Bacillus amyloliquefaciens D5 izolatinin siderofor iiretme potansiyelinin
arastirildigr caligmada Kamath, Patel ve Patel (2024), yaptiklar1 arastirmada izolatin 1yi bir
siderofor treticisi oldugunu ve 50 pg/mL siderofor iirettigini belirtmislerdir. Bu yonii ile
mikroorganizma patojen fungus gelisiminin  baskilayabilecegini  belirtmiglerdir.
Calismamizda da Bacillus amyloliquefaciens izolat1 2.8 ile yiiksek oranda siderofor tirettigi

ve calismada kullanilan patojenleri baskiladig1 sonucuna varilmaistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Yapilan bu ¢aligmada 6nemin giderek artan sideroforun, toprak kaynakli bakterilerin farkli
tiirlerinden sentezlenebildigi gostermek amaglanmistir. Calisma ile asagidaki sonuclara

varilmistir.

1. Yapilan bu ¢aligma ile demir ve diger agir metalleri selatlayip canli igerisine alinan

sideroforun bakteriler tarafindan iiretilerek elde edilebilecegi sonucuna varilmistir.

2. Yapilan ¢alismada siderofor iireten tiim mikroorganizmalarin patojen funguslara
kars1 biyokontrol etkisi gostermedigi belirlenmistir. Baz1 izolatlarin ise siderofor
iretmedigi halde biyokontrol ozellige sahip oldugu belirlenmistir. Bu sonug
biyokontrol 6zelligin sadece siderofor ile ilgili olmadigi, mikroorganizmalarin

farkli etkilerinden kaynaklandigi soylenebilir.

3. Izole edilen 72 izolattan 38 tanesi A.alternata’ya karsi biyokontrol &zelligi
goOsterirken, Fusarium oxysporum’a karsi bu izolatlardan 8 tanesi biyokontrol
Ozelligi gostermistir. Burada F.oxysporum izolatmin A.alternata izolatina gore

bakteri izolatlarina daha direngli oldugu sonucuna varilabilir.

4. CAS Agar besiyeri kullanarak en yiiksek siderofor tretiminin Pseudomonas putida
ATCC 49128 THL tarafindan gerceklestigi belirlenmistir.

5. Yapilan calisma ile toprak bakterilerinin literatiirdeki 6rneklerinden farkli miktarda

siderofor {irettigi belirlenmistir.

6. Uretilen bakteriyel siderofor indekslerinin mikroorganizmalar arasinda farkl

oranda oldugu tespit edilmistir.

7. lzole ettigimiz ve bakteriyel siderofor iirettigi tespit edilen bakteriler kodlar1 ile
birlikte F54F Pseudomonas putida ATCC 49128 THL, F55 Bacillus mojavensis
DSM 9205T DSM, F11 Bacillus subtilis DSM 5552 DSM, F22 Acinetobacter
calcoaceticus LMG, 10515 LMG, F23 Bacillus amyloliquefaciens ssp plantarum
CICC 23985 b CICC, F41 Enterobacter bugandensis DSM 101087 DSM olarak

tanilanmastir.
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8. Yapilan caligmada siderofor iiretimi gosteren bakterilerin biyokontrol 6zellikleri de
aragtirtlmig, F. oxysporum’a ve A. alternata’ya karsi biyokontrol aktivitesi

gosterdigi belirlenmistir.

9. Yapilacak olan bir sonraki ¢alismalar ile ¢calismada kullanilan bakterilerin farkl
sartlar altinda daha fazla siderofor iiretebilecegi ve siderofor iiretimi gerceklestiren
bakterilerin bitki koruma {iriinlerinde, demir iizerindeki organik bir sekilde pas
gideriminde kullanilabilirligi konusunda gelistirelecegi diisiiniilmektedir. Ayrica
tipta truva at1 stratejisinde ve tarimsal alanlardaki bircok biyoteknolojik
gelismelerde  kullanilabilirligi, funguslar {izerinde gdsterdigi inhibisyon
aktivitesinin ise farkli alanlarda kullanilmak iizere gelistirilmesi {izerine

arastirmalar yapilabilirligi 6ngoriilmektedir.
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