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OZET

BiTKi KOKENLIi BACILLUS’LARIN BiYOREMIDANT OZELLIiKLERINIiN
BELIiRLENMESI ve KURSUN VARLIGINDA ZEA MAYS’IN GELIiSIMINE ETKiSi

Emel UZUNALIOGLU

Recep Tayyip Erdogan Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Ana Bilim Dah
Yiiksek Lisans Tezi
Danmismani: Prof. Dr. Sengiill ALPAY KARAOGLU

Caligmada Pazar MYO bahgesindeki meyvelerden izole edilen 34 izolatin tanimlanmasi, bitki
gelisimini tesvik eden 6zelliklerinin belirlenmesi, metal toleranslar1 (Pb, Cu, Ag, Zn), kursun
varliginda misir bitkisinin ¢imlenmesine ve gelismesine olan katkisinin arastirilmasi planlandi.
[zolatlarin tiimiiniin Gram pozitif sporlu (Bacillus sp.) bakteri olduklari, tiimiiniin genis sicaklik
ile pH araliginda, % 85’inin % 10 tuz varliginda iyi treyebildikleri, amilaz, nitrat ve giiglii
lesitinaz aktivitesine sahip olduklar1 belirlendi. Bitki gelisimini tesvik eden 6zellikleri
incelendiginde ¢ogunun giiclii siderofor tiretimi, fosfat ¢oziiniirligii, ACC deaminaz ve iyi
diizeyde indol asetik asit aktivitesi gdzlendi. Agir metallerin 1 mM konsantrasyonlarinda tiimii
cinko ve kursun, 29’unun giimiis ve bakir varliginda iredigi, 10 mM kursun varliginda ise
yanlizca 10 susun iireyebildigi belirlendi. Tiim 6zellikler agisindan en uygun 3 susun (MP6A,
MP7B ve MP9D), kursun MIC ve MBC degerleri sirasiyla 12,5-25 ile >100 mM araliginda
belirlendi. Kursun varliginda genis pH araliginda iireyebildikleri ancak logaritmik siirenin
uzadig gozlendi. Suslarin kursun varliginda misir ¢cimlenme basarisina etkisi arastirildi ve en
uygun sus olarak MP7B secildi. Secilen bu sus geleneksel ve molekiiler yontemlerle Bacillus
thuringiensis olarak tanimlandi. Kursun varliginda ve yoklugunda musir bitkisinin gelisimine
etkinligi ile biyoremidant/adsorbsiyon 6zelligi ICP-OES analizi ile aragtirildi. MP7B (Bacillus
thuringiensis) susunun kursunu absorbe ederek musir bitkisinin gelisimini tesvik edebildigi,

dolayisiyla potansiyel biyoremidant sus olabilecegi belirlendi.

2015, 156 sayfa

Anahtar Kelimeler: Biyoremidasyon, Bacillus, Agir Metal, Bitki gelisimi, Misir.



ABSTRACT

DETERMINATION of BIOREMIDANT CHARACTERISTIC of PLANT BORN
BACILLUS and ITS EFFECT on THE DEVELOPMENT of ZEA MAYS IN THE
PRESENCE of LEAD

Emel UZUNALIOGLU

Recep Tayyip Erdogan University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology
Master Thesis
Supervisor: Prof. Dr. Sengiil ALPAY KARAOGLU

In this study it was planned to investigate the identification of the 34 isolated strains that
isolated from Pazar vocational school garden, fruit, determination of the features that promotes
the growth of plants, metal tolerances (Pb, Fe, Cu, Ag, Zn), contribution to the germination and
growth of corn plants in the presence of lead. It was determined that all the isolations were gram
positive-forming bacteria (Bacillus sp.), 85% of them could breed well in the wide range of pH
and temperature in the presence of 10 % salt, amylase, nitrate and strongle cithinase activity.
When the features that promote the growth of plants were analized, strong siderophore
production, phosphate solubility, ACC deminase and good level of indole asetic acid were
observed at most of them. Heavy metals 1 mM concentration zinc and lead increased all
isolates, 29 strains increased in the presence silver and copper, In the presence of 10 mm lead it
was identified could only grow 10 strains. For all features, the most appropriate 3 strains, were
defined as lead MIC and MBC respectively valued between 12.15- 25 and >100 mM. It is
observed that in the presence of lead they could breed in the wide pH range but the logarithmic
time prolonged. The effect of the strains to corn germination success in the presence of lead was
investigated and the most suitable strain was choosen as MP7B. By the traditional and
moleculer methods, 1t was defined as Bacillus thuringiensis. The effectiveness of the presence
and absence of lead to the growth of corn plant and the features of bioremidant/absorption was
investigated by ICP-OES analysis. MP7B strains that can promote the growth of maize plants

by absorbing lead therefore, may were identified potential biyoremidant strains.

2015, 156 pages

Keywords: Bioremediation, Bacillus, Heavy metal, Lead, Maize.
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1. GENEL BiLGILER

1.1. Giris

Son yiizyil i¢inde tarimsal alanda insanligin en biiyiik basarilarindan biri “yesil
devrim”dir. Bu gelisme dnemli verim artis1 saglamis olmasina ragmen, bu artisin siirekli
artan diinya niifusunu dengelemesi s6z konusu degildir ve gelecekte toplumlarin gida

giivenligi bulunmamaktadir. Diinyada mevcut niifus artisi son 20 yil igindeki gibi

¢

‘yesil
devrim”in gergeklestirilmesi gerekliligi one siiriilmektedir (Vasil, 1998; Leisinger,

devam ederse, gida iiretimini % 50 oraninda artirilmasi dolayisiyla ikinci bir

1999). Kimyasal giibreler, tarimsal {iretimin artisinda énemli rol oynamis olmasina
ragmen, asir1 kullanim toprak verimliliginde azalma ve ¢evresel bozulmalara neden
olmaktadir. Kimyasal giibrelerin, teorik olarak en yiiksek verim diizeyine ulagilmis
olup, daha fazla kullanimlar1 verim artisi herhangi bir katki saglamalar1 s6z konusu
degildir.

Ekosistemlerin toprak, su ve hava gibi cansiz 6geleri, basta insan faaliyetleri
olmak tizere bircok etkenle Kkirlenmektedir. Cesitli doga olaylari bu kirlenmeyi
artirmaktadir. 20. yiizyilin ikinci yarisindan itibaren endiistriyel gelismeye paralel
olarak artan kirlilik giiniimiizde biitiin canlilar1 tehdit eder bir duruma gelmistir. Bu
tehditler ana iretici konumunda olan bitkiler lizerinde ¢ok daha ciddi boyutlara
ulasmistir (Zengin ve Munzuroglu, 2004). Ozellikle de biyokimyasal reaksiyonlarda yer
almayan bir agir metal ve norotoksin olan kursun, siirdiiriilebilir yasam ve c¢evre
bilincinden yoksun sanayilesme anlayiginin bir sonucu olarak bugiin yasami kusatmis
olup kiiresel bir probleme neden olmaktadir. Kursun gibi agir metallerin toprakta
birikmesinin sadece toprak verimliligi ve ekosistem fonksiyonlar: iizerinde degil aym
zamanda besin zinciri yoluyla havyan ve insan sagligi iizerinde de onemli etkileri
vardir. Bitki bilinyesine ulasan agir metaller bitkilerin fizyolojik aktivitelerini
engellemekte, verimliliklerini azaltmakta ve 6liimlerine neden olmakta, dolayisiyla {iriin
kalite ve miktarinin azalmasia yol agmaktadirlar. Bitkilerin agir metal toksisitesine
kars1 toleranslar1 bitki tiiriine, element tiirline, strese maruz kalma siiresine ve strese

maruz kalan doku veya organin yapisina bagli olarak degismektedir. Bu nedenle agir



metalin tlir ve miktari, yarayisliligi, zararin siddeti ve tiirli ayrica zarar olugum siirecinin

bilinmesi bitkilerin gelisimi ve canlilig1 agisindan oldukg¢a dnemlidir.

Antik ¢aglarda metallerin cevherleri islenmeye baslandigindan beri metaller insan
faaliyetleri sonucu olarak dogal ¢evrimler disinda atmosfere, hidrosfere ve pedosfere
yayilmaya baglamiglardir. Yiizyillar boyunca insanlar agir metalleri etkilerini bilmeden
taki, silah, su borusu vb. ¢esitli amagclar i¢in kullanmiglardir. Sanayilesme ile birlikte
agir metal iceren komiirlerin yakilmaya baslanmasi, endiistri bolgelerde agir metal
kirliliginin asir1 boyutlara ulasmasina, su kaynaklarinin ve topragin kirlenmesine neden

olmustur.

Mikrobesin elementi olsun veya olmasin agir metallerin bitkide asir1 birikimi
fizyolojik strese, bliylime ve gelismede azalmaya sebep olmaktadir (Ouzounidou, 1994).
Bitki dokularinda agir metal birikimi fazla olursa mineral besin alimi, transpirasyon,
fotosentez, enzim aktivitesi, klorofil biyosentezi ve ¢imlenme gibi ¢ok sayida olay
olumsuz yonde etkilenmektedir (Ouzounidou vd., 1992; Poschenrieder vd., 1989; Lidon
ve Ramalho, 1993; Van assche ve Ceulemans, 1980; Lidon ve Henriques, 1991,
Munzuroglu ve Gegkil, 2002). Bunlara memranlarda hasar, hormon dengesinin

bozulmasi, su iliskisinin degigmesi gibi fizyolojik olaylar da eklenebilir.

Toksik metallerin birikimindeki artig, ekosistemde dengesizlige neden olmaktadir.
Bu toksik metaller, biyolojik biiyiime siirecinde besin zinciri boyunca transfer
edilmekte, birikimlere neden olmakta, insan ve hayvan sagligini gesitli sekillerde tehdit
etmektedir (Cepel, 1997; Rai vd., 2002). Essensiyal olsun veya olmasin agir metallerin
yiiksek konsantrasyonlar1 mikroorganizmalar, bitkiler, hayvanlar ve insanlar1 iceren
canlilar alemi igin toksik etkisi bilinen bir gergektir (Taboada Castro vd., 2002; Rai vd.,
2002).

Fosfat ¢oziicii mikroorganizmalar fosfor alimimi artirmak ve bitki gelismesini
tesvik  etmek suretiyle, bitki beslenmesinde 6nemli rol oynamaktadir.
Mikroorganizmalarin  tarimda  biyolojik giibre olarak kullanimi i¢in  yeni

kombinasyonlarin ortaya konulmasi, ¢cok onemli ve limitvar sonuglar dogurmaktadir.



Ancak ileri aragtirmalarla ¢oklu interaksiyonlarin biyokimyasal temellerinin tamamen

ortaya konulmasi gerekmektedir.

Bu calismada oOzellikle bolge topraklarinda ekosistemi degistirmeden giivenilir
olabilecek ve biyogiibre uygulamalarinda kullanimi i¢in uygun, tarimsal verimi
artiracak suslarin belirlenmesi amaglanmistir. Bu amagla bdlgede meyvelerden izole
edilen 34 adet Bacillus suslarinin tiir tanilari, fiziksel/biyokimyasal 6zellikleri, bitki
gelisimini tesvik eden aktiviteleri, agir metallere toleranslari, kursun elementi varliginda
ve yoklugunda musir bitkisinin ¢imlenmesi/gelismesine olan etkinliginin arastirilmasi

amaglanmstir.

1.2. Bacillus Cinsi Bakteriler Hakkinda Genel Bilgiler

Bacillus adi, 1872 yilinda Ferdinand Cohn tarafindan ilk defa kullanilmistir (Lin,
1997). Bacillus cinsi bakteriler gubuk seklinde diiz ya da diize yakin hiicrelerdir. Cogu
zor sartlara direnglidir. Peritris flagellali ve flagellalar1 hareketlidir. Aerobik ve
fakdiltatif anaerob olup endospor olustururlar. Tek ya da gruplar halinde gelisebilen, ¢ift
veya zincir seklindedirler (Zemek vd., 1981). Vejetatif hiicreler 0.5x1.2 pym ile 2.5x10
um capindadir. Geneli beyaz veya krem renkli kolonilere sahiptir. Bazi tiirlerinde sari,

pembe, portakal rengi ve siyah renklerde pigmentli kolonilere de rastlanir.

Bacillaceae familyas1 spor yapan bakterileri i¢inde toplayan tek familyadir.
Bakteri hiicrelerinin devami olarak spor denilen form ortaya ¢ikmaktadir. Elliye yakin
tiri bulunan Bacillus'larda, endosporun hiicre igindeki yeri farklidir. Spor, hiicre
merkezinde veya ugta, ayrica, vejetatif hiicreden daha dar olabildigi gibi, daha genis de
olabilir. Sekerleri fermente ederler ve sonucta gaz olusumu goriilmeksizin asit iiretirler.
Proteinleri ise, amonyak olusturarak parcalarlar ve boylece kokusmaya neden olurlar.

DNA’larindaki G+C mol oran1 % 32-62dir (Con ve Gokalp, 1997).

Bacillus’larin termofilik, mezofilik ve psikrofilik tiirleri bulunur. Cok yiiksek
sicaklik derecelerinde bile canli kalirlar. Genellikle 35-37 °C de ve pH 7.0 civarinda

iirerler. Biitiin tiirleri Nutrient Agar, Tripticase Soy Agar, Brain Heart Infusion ve Kanl



Agar gibi besiyerlerinde oldukg¢a iyi {irerler. Katalaz ve asit {lretirler ama gaz

olusturmazlar (Buchanan ve Gibbons, 1974).

Bacillaceae familyas: igerisinde iki onemli bakteri grubu yer alir; Bacillus ve
Clostridium tiirleri. Bacillus grubu 50 tiir ile en biiyiik grubu olusturmaktadir. Burada en
iyi bilinen tiirler; Bacillus subtilis, Bacillus anthracis, Bacillus cereus, Bacillus
licheniformis, Bacillus megaterium, Bacillus pumilus, Bacillus sphaericus, Bacillus
thuringiensis‘dir. Bunlarin rRNA dizilerine bakilarak ti¢ tiir gruplar1 belirlenmistir;
“Bacillus subtilis grup”, “Bacillus cereus grup” ve “Bacillus circulans grup” (Logan ve
Turnbull, 1999).

Bacillus cinsi bakteriler; antibiyotik, enzim ve toksin iiretimi gibi metabolik
ozellikleri ile endiistriyel oneme sahip olmalar1 ve kolay iiretilebilmeleri sebebiyle,
bakteriler arasinda dikkat ¢eken mikroorganizmalardir (Rosovitz vd., 1998; Wipat ve
Harwood, 1999). Bacillus’lar ¢ok g¢esitli metabolik ozelliklerinin yani sira genis
fizyolojik yetenekleri ile de psikrofilikten termofilige; asidofilikten alkalifilige;
halotoleranttan halofilige genis bir yelpazeye sahiptir ve bu nedenle endiistriyel

uygulamalarda kullanilma potansiyelleri yiiksektir (Rosovitz vd., 1998; Sneath, 1986).

Bacillus’lar genelde Embden-Meyerhof metabolik yolunu kullanirlar. Bunun yani
sira heterolaktik (fosfoketolaz) yolunu kullananlar1 (B. subtilis) da vardir (Mignone ve

Avignone Rossa, 1996).

Terminal elektron alicilar1 genelde oksijendir, ancak bazi tiirlerin elektron alicisi
NOs’de olabilir, denitrifikasyon yapan tiirleri de (B. azotoformans, B. licheniformis)
vardir. Baz tiirler (B. polmyxa, B. macerans) ise azotu fiske ederler. 0,-CO,-H; veya
0,-CO ortamlarinda ototrofik yasayan tiirlere (B. schlegelii) de rastlanabilir (Rosovitz
vd., 1998; Sneath, 1986). Aerobik ortamlarda karbon kaynagi olarak organik asitleri
(asetik asit, siiksinik asit, laktik asit veya pirlivik asit) kullanarak heterotrofik olarak
yasayabilirler. Kemoorganotrofiktirler. Sadece bir tiir fakiiltatif kemolitotroftur. Bazi
tiirler aromatik veya hidroksi aromatik bilesenleri metabolize edebilirler ve bu nedenle

benzin gibi maddelerin biyoremidasyonunda kullanilabilirler (Ediz ve Beyatli, 2005).



Bacillus larin bazi tiirleri yiyecekler i¢in dnemli olabilirler. Bazi Bacillus’larin
proteolitik enzimleri peynir yapiminda kullanilabilir. Bacillus’larin birkag tiirii
polipeptit sinifindan antibiyotik {iretir (Bonwart, 1986). Bazi tiirleri de bocek
patojenidir. Bu cins igindeki bakterilerin ¢ogu patojen degildir. Iki adedi insan ve
hayvanlarda hastalik olusturan basillerdir. Bunlar da B. anthracis ve B. cereus’tur. Bu
bakterilerin yaglar1 ve proteinleri par¢alama yetenekleri ¢cok yiiksektir. Bu nedenle de

basiller, siirekli ¢lirlime ve bozulma ortaminda bulunurlar (Ediz ve Beyatli, 2005).

Bacillus tiirleri dogada genis bir sekilde yayilmaktadir, ¢iinkii bu mikroplarin
sporlart zor sartlarda hep hayatta kalirlar, laboratuvar kiiltiirlerinde yaygin
kontaminantlardandir (Kayin, 2001). Olusturdugu endospor ise; silindirik, oval,
yuvarlak ve bobrek seklinde olabilir. Buna ilaveten sporlar hiicre icerisinde sentral ya da
subterminal olarak yerlesebilir. Bacillus larin hiicre duvarini, hiicre yiizeyini tamamiyla
orten ylizey katmani parakristalin olusturur. Bacillus 'lar genellikle karbonhidrat kapsiilii
bulundururlar. Tipik habitatlar1 toprak olmasina ragmen dogada genis olarak siit ve siit

iiriinlerinden, hava, su ve yiyecek gibi bir¢cok ortamdan elde edilirler (Taubman, 1992).
1.2.1. Bacillus’larin Habitat1

Bacillus tiirleri dogada ¢iiriiyen organik materyalde, toz, toprak, yesil sebze, su ve
bazi tiirlerde de normal viicut florasinda bulunur. Cogu tiirleri tabiatta saprofit olarak
bulunmaktadir. Bazi tiirler; insanlarda, hayvanlarda, diger memelilerde ve bdceklerde
zorunlu patojen veya firsatgr enfeksiyon etkenidirler (Logan ve Turnbull, 1999;

Berkeley ve Logan, 1997).

Endospor yapan Bacillus tiirleri toprak, bitki rizosferi, gida ve bazi canlilarin
bagirsak sistemlerinden izole edilebilirler. Bir¢ok mikroorganizma g¢esidi gibi
Bacillus’lar i¢inde Onemli bir habitat olan topraktaki farkli ortam sartlari,
mikroorganizma ¢esidinin de artmasina yol agar. Genel olarak iyi havalanmis, nemli ve
yiiksek organik materyal iceren topraklari secen mikroorganizmalar, topragin ilk 10
cm’lik iist kisminda yiiksek sayida bulunurlar. Topraktaki popiilasyon yogunlugunun

biiyiik bir kismin1 bakteriler (106-109 bakteri/1 gr toprak) olusturur (Yilmaz, 2003).



Bacillus tiirleri toprakta genis bir yayilima sahip olduklart gibi deniz ve tath
sularda, buralarin sedimentlerinde de bulunabilirler. Bazi Bacillus’lar ise ekstrem
sartlarda biiyiiyebilme kapasitesindedirler ve tire i¢eren, u¢ pH degeri olan, asitli veya

yiiksek 1s1l1 ortamlardan izole edilebilirler (Rosovitz vd., 1998).

Birgok tiirii bulunan Bacillus’lar toprak, su ve c¢esitli gidalarda bulunurlar.
Bacillus anthracis insan ve hayvanlarda sarbon hastaligina neden olur. B. thuringiensis,
B. larvae, B. lentimorbus, B. popilliae ve B. sphaericus’un bazi tiirleri bocek patojenidir
ve B. thuringiensis biyoinsektisit olarak kullanilmaktadir. B. cereus’un bazi suslari
insanlarda gida zehirlenmesine neden olur. B. coagulans ve B. stearothermophilus 4.2
gibi oldukca diisiik pH degerlerinde gelisebilirler ve 6zellikle konserve gidalarda
bozulmalara neden olurlar. B. stearothermophilus sporlari, bakteri sporlari arasinda
sicakliga en direngli sporlardir. B. coagulans (B. thermoacidurans) sicakliga daha az,
ancak asitlige daha fazla dayaniklidir. B. subtilis, subtilin adli bir bakteriyosin
uretmektedir. B. licheniformis basitrasin, B. polymyxa ise polimiksin antibiyotiklerinin
tretiminde kullanilir. B. subtilis, B. amiloliquefaciens ve B. stearothermophilus
bakteriyel a- amilaz enzim iretiminde kullanilmakta olup amilaz ve amilodekstrini

dekstrinlere parcalar (Ayhan, 2000).

1.2.2. Bacillus thuringiensis’ in Genel Ozellikleri

Bacillus thuringiensis heterotrof, Gram pozitif 6zellikte, endospor olusturan,
fakiiltatif anaerob gelisme &zelligine sahip, toprak kokenli bir bakteridir. ilk defa 1901
yilinda Ishiwata tarafindan olii ipekbdcegi larvasindan izole edilmistir. Bu bakteriler
tarafindan {iretilen protein yapidaki parasporal kristallerin insektisidal aktivitelerini,
bocek larvalarinin alkali pH'ya sahip bagirsak sistemlerinde kazandigr ve bu protein
yapinin alkali pH’da bir kag oligopeptide ayrilarak cesitli bagirsak proteazlari tarafindan
insektisidal aktivite gosteren toksine donistiiriildiigii bulunmustur (Lacey ve Undeen,
1986; Porter vd., 1993).

Bacillus thuringiensis toprakta sik¢a rastlanan bir bakteri olup bazen de gesitli
bitkilerin yaprak yiizeylerinde, o6zellikle igne yaprakli agac tiirlerinin yapraklarinda

goriilebilir. Toprak ve bitki ylizeylerinde bulunursa da tohum silolar1 gibi bdcek



larvalarmin bol oldugu, klimatik kosullarin sabit oldugu karanlik ortamlarda kitlesel
tireme yapar. Bocekler arasi kanibalizmin olmas1 Bacillus thuringiensis’in yayiligini

kolaylastirir (Lamberti ve Perferoen, 1992).

B. thuringiensis suslarinin alfa ekzotoksin, beta ekzotoksin ve delta endotoksin
olmak iizere temelde ii¢ tip toksini sentezledigi ve toksin tiplerinin her birinin
biyokimyasal yapisinin ve aktivitesinin sustan susa degisebildigi bulunmustur. Bununla
birlikte simdiye kadar izole edilen B. thuringiensis alttiirlerine ait suslarin her birinin,
farklt bocek tiirlerine patojen olabildigi de gosterilmistir Bacillus thuringiensis
serotiplerinin toksin bilesimlerinin farkli bocek tiirlerinde farkli sekilde reaksiyonlar
verdigi ve bu durumun bdcegin bagirsak kimyasi ile de ilgili oldugu belirlenmistir
(Porter vd., 1993). B. thuringiensis’in hayvan ve insan sagligi a¢isindan giivenirliginin

test edildigi calismalarda hedefin disindaki canlilara toksik olmadigi belirlenmistir.

Dash vd. (2013) tarafindan yapilan bir ¢alismada, Odisha kiyilarindan Bacillus
thuringiensis PW-05 izole edilmis ve 50 ppm HgCly’e direngli oldugu, bunu yani sira
daha yiiksek konsantrasyonlarda CdCl,, ZnSO,4, PONO3; ve Na,HAsO, agir metallerine
direng gosterdikleri bildirilmistir. Mer operonuna sahip civaya en direncli bakteri izolati
olarak bulunmustur. izolatin atomik absorpsiyon spektroskopisi ile inorganik civanin %

90’nindan fazlasini buharlastirdigini belirlemislerdir.

1.3. Agir Metal Kirliligi

Cevre kirliligi konusunda en cok kullanilan terimlerden biri agir metallerdir.
Endiistriyel faaliyetler, motorlu tasitlarin egzoz gazlari, maden yataklar1 ve isletmeleri,
volkanik faaliyetler, tarimda giibreleme ve ilaglama gibi pek ¢ok etken agir metal

kirliliginin nedenleri arasinda yer alir (Zengin ve Munzuroglu, 2004).

Agir metaller, 6zgiil agirliklar1 5 gr/cm*’den, atom numarasi 20’den fazla olan
elementler olup periyodik cetvelin gecis elementleri olarak da tanimlanan genis bir
grubuna aittirler. Agir metalin tanimi daha ¢ok g¢evresel problemler oldugunda ortaya
cikmakta ve “nispeten yliksek yogunluga sahip ve diisiik konsantrasyonlarda bile toksik

veya zehirleyici olan metal” olarak tarif edilmektedir. Kirlenme ve toksitite bakimindan
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bir yan anlam olarak kullanilmaktadir. Bu grubun igine 70 kadar element girmekle
birlikte ekolojik bakimdan 6nemli 20 element dikkati ¢ekmektedir (Fe, Mn, Zn, Cu, V,
Mo, Co, Ni, Cr, Pb, Be, Cd, Tl, Sh, Se, Sn, Ag, As, Hg, Al). Metaller dogal olarak

meydana gelir ve bazilari kiiresel ekosistemlerin gergek parcalaridir (Yildiz, 2004).

Agir metaller arasinda yer alan Mn, Fe, Cu, Zn, Ni ve Mo gibi elementler yiiksek
bitkiler i¢in esensiyal besinlerdir, izin verilebilir sinir1 asmadigi siirece toksik
olmamaktadirlar (Nedelkoska ve Doran, 2000). Bakir (Cu) ve ginko (Zn) gibi metaller
yasam i¢in gereklidir. Bakir ve ¢inko gibi agir metallerin normal konsantrasyonlari
bitkilerin biiyiime ve geligmesinde 6nemli rol oynayan protein ve enzimlerin yapisi i¢in
gerekli kofaktor olarak gorev alirlar (Steffens, 1990). Ancak kursun (Pb) ve civa (Hg)
gibi diger metallerin faydali bir biyokimyasal fonksiyon yerine getirdigi
bilinmemektedir (Allan, 1997). Yiiksek yogunluklarda zehirli olmalarina ragmen, Cu ve
Zn, zehirli fakat gerekli olmayan elementlerden olan Hg ve Pb’den ayri olarak
fotosentetik elektron naklinde anahtar rol oynayan molekiillerin pargasi ve ¢ogu enzim

aktivitesi i¢in gerekli mikro besin elementleridir (Raven vd., 1999).

Yiiksek konsantrasyonlardaki bazi agir metaller, bitkileri ve bitkilerle beslenen
insan ve hayvanlari olumsuz yonde etkileyebilmektedirler. Krom (Cr), Nikel (Ni) ve Pb
topraklarda 10-100 mg/kg arasinda, kadmiyum ise 1 mg/kg’in altinda bulunuyorsa bu
miktarlar normal seviyeler olarak kabul edilmektedir. Kadmiyum ve kursun gevresel
kirleticiler olarak insanlar ve hayvanlarda ciddi saglik sorunlar1 yaratmaktadirlar; Cr
esansiyel bir mikroelementdir. Yiiksek konsantrasyonlarda memeliler ve diger
hayvanlar i¢in toksik bir element iken, Ni ise ayn1 grup canlilar i¢in olast kanserojen bir
elementtir. Bununla beraber, nikel yiiksek bitkiler i¢in esansiyel besin elementi olarak
kabul edilmektedir. Topraklarda ekstraktte edilebilir agir metal konsantrasyonlari: bakir
icin 0,1 mg/kg, selenyum i¢in 10 mg/kg, vanadyum igin 0,5-1 mg/kg, nikel i¢cin 100
mg/kg in iizerinde oldugu durumlarda toksik etkiler ortaya ¢ikabildigi bildirilmektedir
(Yildiz, 2001). Agir metaller icinde en siddetli zehir etkisi olanlarin Cd, Pb ve Hg
oldugu ifade edilmektedir (Cepel, 1997).



1.4. Agir metallerin Cevreye Bulasma Yollar:

Son zamanlarda agir metal tanimi ile kimyasal maddelerin ekolojik sisteme
verdikleri zarar genellestirilerek gilinlilk yasantimizda alisila gelmis bir olay olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Bu yaygin kaniya, agir metallerin belirli bir zaman araliginda
canlt organizmada diger metallere kiyasla akiimiilasyonunun fazla olmasi ve bunun
sonucu negatif etkinin giderek artmasi yol agmaktadir. Bu elementler dogalar1 geregi
yer kiirede genellikle karbonat, oksit, silikat ve siilfiir halinde stabil bilesik olarak veya
silikatlar icinde bagli olarak bulunurlar. Her ne kadar metallerin yogunluk degeri
tizerinden hareketle ekolojik sistem tizerindeki etkileri tanimlanmaya/gruplandiriimaya
calisiliyorsa da gergekte metallerin yogunluk degerleri onlarin biyolojik etkilerini
tamimlamaktan ¢ok uzaktir. Ornegin yogunlugu 3,65 g/(:m3 olan baryumun veya 4,51
glcm® olan titanyumun biyolojik sistemlere kadmiyum (8,65 g/cm?®), kursun ( 11,34
g/cm®) veya lantanit grubu metallerden (5,25 - 9,84 g/cm®) ¢ok farkli etkide bulundugu
kesindir. Bir elementin yogunlugu aslinda periyodik sistemdeki (grup ve gruptaki sira)
yerinin, kimyasal 6zellikleri de elementin ait oldugu grubun fonksiyonudur. Metallerin
ekolojik sistem {iizerine etkilerinden bahsederken aslinda metalin ait oldugu grubun ele
alinmasi ve bu 0Ozelligin vurgulanmasi biyolojik etki acisindan ¢ok daha anlamlidir

(Kahvecioglu vd., 2004).

Agir metaller, su kaynaklarina, endiistriyel atiklar veya asit yagmurlarinin topragi
ve dolayist ile bilesimde bulunan agir metalleri ¢cozmesi ve ¢Oziinen agir metallerin
irmak, gol ve yeralt1 sularina ulagsmasiyla gecerler. Sulara tasinan agir metaller agiri
derecede seyrelirler ve kismen karbonat, siilfat, siilfiir olarak kat1 bilesik olusturarak su
tabanina c¢oker ve bu bolgede zenginlesirler. Sediment tabakasinin adsorpsiyon
kapasitesi sinirli oldugundan dolay1 da sularin agir metal konsantrasyonu siirekli olarak

yiikselir (Rether, 2002).

Agir metallerin ekolojik sistemde yaymimlar1 dikkate alindiginda dogal
cevrimlerden daha c¢ok insanin neden oldugu etkiler nedeniyle ¢evreye yayinimi s6z
konusu oldugu goriilmektedir. Siirekli ve kullanima bagli kirlenmenin yani sira kazalar
sonucu da agir metallerin ¢evreye yaymimi 6nemli miktarlara ulasabilmektedir. Yillik

olarak dogal ¢evrimler sonucu 7600 ton Cd, 18800 ton arsen, 3600 ton civa 332000 ton



kursun atmosfere atilmakta iken, insan faaliyetleri sonucu desarj edilen miktarlar
dikkate alindiginda ise selenyum (19 kat), kadmiyum (8 kat), civa, kursun, kalay (6 kat),
arsenik, nikel ve krom (3 kat) daha fazladir (Rether, 2002).

Agir metallerin ¢evreye yayinimin da etken olan en dnemli endiistriyel faaliyetler
¢imento iiretimi, demir ¢elik sanayi, termik santraller, cam tiretimi, ¢6p ve atik camur
yakma tesisleridir. Havaya atilan agir metaller, sonugta karaya ve buradan bitkiler ve
besin zinciri yoluyla da hayvanlara ve insanlara ulasirlar ve ayn1 zamanda hayvan ve
insanlar tarafindan havadan aeresol olarak veya toz halinde solunurlar (Korentajar,
1991). Agir metaller, endiistriyel atik sularin igme sularina karismasi yoluyla veya agir
metallerle kirlenmis partikiillerin tozlagsmasi yoluyla da hayvan ve insanlar iizerinde
etkili olurlar (Dékmeci ve Dékmeci, 2005). Ozellikle kursun, kadminyum, krom, bakir,
nikel, civa ve c¢inko belli basli metaller olup; topragin dogal karakterlerini
degistirebilmekte ve mikroorganizmalar1 etkileyebilmektedir. Agir metallerin topraga

karismasinin nedenlerininin baslicalari:

e Tarim alanlarinin amacina uygun olmayan faaliyetler i¢in kullanima,

e Schir ¢oplerinin verimli tarim arazilerinde depolanmast,

e Sanayi bolgelerindeki kat1 ve siv1 atiklarin topraga birakilmasi,

e Maden yataklarinin toprak iizerinde birakilmasi ile radyoaktif atiklarin topraga

verilmesi gibi.

Simdiye kadar yapilan aragtirmalardan elde edilen sonuglara gore, topraga gelmis
ve birikmis olan agir metallerin ve bilesiklerin ¢evreye yapabilecegi zararlar hakkinda,
kesin bir yargiya varmak c¢ok glictiir. Ciinkii bunlarin bir kismi, bitkiler icin gerekli
besin maddeleridir. Bu maddelerin bitki tarafindan alinan miktarlar1 ve bitkiler igin
zararli olabilecek sinir degerleri, bitki tiiriine gore degismektedir. Ayrica, bunlarin
zararli hale doniismelerinde, toprak asitligi, topragin organik madde icerigi, diger

elementlerin birlikte bulunup bulunmadig gibi ¢ok ¢esitli etmenler rol oynamaktadir.

Topraga girmis bulunan agir metallerin en tehlikeli yani, bunlarin bitki yapisina
girmeleri, buradan besin zinciriyle diger canlilara ge¢gmeleridir. Ayrica bu agir metaller

serbest iyon haline gectiklerinde, taban suyuna kadar sizarak buradan elde edilecek
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kullanma ve i¢me sularmin niteligini bozmaktadir. Bunun disinda, toprak canlilarin
zarara ugratarak islevlerine engel olmakta, dolayisiyla ekolojik dongiiyli olumsuz yonde

etkilemektedir (Yildiz, 2004).

Agir metallere karsi bitki tiirlerinin toleransi1 degisir. Bazi bitki tiirleri, ¢ok az
yogunluktaki agir metallerden zarar gordiikleri halde, bazilar1 hi¢ zarar gérmeden
blinyelerinde bol miktarda agir metal biriktirebilir. Agir metaller i¢inde en siddetli zehir
etkisi olanlar, kadmiyum, kursun ve civadir. Toprakta asitlik derecesi artinca, hareketli
hale gelen agir metal iyonlarinin miktar1 da artar. Bu durum toprakta iyon dengesini
bozacagindan, bitkiler i¢in mutlaka gerekli besin elementlerinden, potasyum, kalsiyum
ve magnezyum ile beslenme dengesi bozulur. Tarim alanlarina depo ve desarj
yapanlarin topragin tasiyabilecegi agir metal yiiklerini dikkate alarak aritma ve

iyilestirme yapmalar1 gerekir. Agir metaller {i¢ grup altinda toplanabilir:

e Bitki gelisimi i¢in mutlak gerekli olanlar (Fe, Cu, Zn, Mn ve Mo)
e Bitki gelisimini tesvik edici olanlar (V, Co ve Ni)
o Bitkiye direkt toksik etki yapanlar (As, Pb, Cd, Cr ve HQ)

Toprak kirliliginin tarimsal agidan ¢evre sagligina en 6nemli etkisi, topraktaki
kirleticilerin bitki biinyesine gegerek bu bitkilerin ya dogrudan ya da bu bitkilerle
beslenen hayvanlarin besin olarak tiiketilmesi sonucu insan biinyesine ge¢mesidir.
Bundan baska 6zellikle ¢iftei (liretici) sagligi acisindan kirlenmis toprakla derinin (el,
ayak) temas etmesi, kirlenmis toprak tozlarinin yutulmasi, topraktan 6zellikle kuruma
esnasinda buharlagan civa vb. kirleticilerin teneffiis edilmesi gibi tam olarak boyutlar

ve sonuglar yeterince aragtirilmamis bir¢ok olasi saglik sorunu vardir (Kahvecioglu vd.,

2004).

1.5. Kursun (Pb)

Kursun endiistriyel ve tarimsal faaliyetlerde yaygin olarak kullanilmasi nedeniyle
cevrede sik rastlanilan bir elementtir. Kursun, hava, su ve topraktan solunum yoluyla ve
besinlere karigarak biyolojik sistemlere giren son derece zehirleyici 6zelliklere sahip bir

metaldir. Antik uygarliklardan itibaren Ozellikle su sistemlerinde yogun olarak
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kullanilmis ve kursuna bagli zararh etkiler o gilinlerden fark edilmeye baslamistir.
Ekolojik sistemde metal ve bilesik hallerinde bulunur ve her durumda toksik 6zellik
tasir. (Dokmeci ve Dékmeci, 2005; Sienko, 1983; Klaassen, 2009). Kursun madenleri
ve metal endiistriler, akii ve pil fabrikalari, petrol rafinerileri, boya endiistrisi ve
patlayict sanayii atik sulart kursun kirliligine neden olur. Otomobil endiistrisi, batarya
ve benzin katkisi olarak tetraetil ve tetrametil olarak kullanilmasinin yani sira kursun

igeren pestisidlerin kullanilmasiyla da topraklara bulasabilmektedir.

Kursun elementi bitkiler i¢in mutlak gerekli olmayip, toprakta 15-40 ppm
dozunda bulunur, topraktaki kursun konsantrasyonu 150 ppm’i agmadig: siirece insan ve
bitki saglig1 acisindan tehlike olusturmaz. Ancak 300 ppm’i astiginda potansiyel olarak
insan saglig1 agisindan tehlike olusturdugu bildirilmektedir (Diirtist vd., 2004). Kursun
gastrointestinal ya da solunum yolu ile hatta deriden de hizlica emilir. Hizla kana geger,
% 90’1 eritrositlere baglanir, daha sonra kemiklerde depolanir. Ana atilim yolu idrar ile
olmakla beraber anne siitii, tiikiiriik, sa¢ ve tirnaklarda da bulunur. Kursun toksisitesi
hiicre zarlarina ve mitokondrilere olan afinitesinden kaynaklanmaktadir. Sonug¢ olarak
oksidatif fosforilasyon ve ATPazlar {izerine etkileri ortaya g¢ikmaktadir. Ek olarak
kursun gen ekspresyonunu etkileyebilecek sekilde niikleuslar i¢ine girmesini saglayacak
sekilde inkliizyon cisimcikleri olusturmaktadir (Kahvecioglu vd., 2009; Dokmeci ve

Dokmeci, 2005; Howard, 2001; Klaassen, 2009).

Kursunun bitkilerdeki zehir etkisinin nedenleri {izerinde bilinenler sinirhdir.
Kursun bitkilerde cogu enzimlerin aktivitesini ve metabolik iglevleri olumsuz sekilde
etkiler. Kursun hiicre duvarlarinda birikir. Bu olgu hiicre duvarlarinda tutularak
kursunun hiicre i¢ine girigini 6nlemesi yoniinden olumlu kabul edilmektedir (Kacar vd.,

2013).

Kursun elementi, hiicre turgoru ve hiicre duvar stabilitesini olumsuz etkilemesi,
stoma hareketlerini ve yaprak alanini azaltmasi nedeniyle bitki su rejimini
etkilemektedir. Ayn1 zamanda kokler tarafindan tutulmasi ve kok gelisimini azaltmasi
nedeniyle bitkilerin katyon ve anyon alimini azaltmakta dolayisiyla besin alimim
etkilemektedir (Sharma ve Dubey, 2005). Kursun elementi bitki koklerinde siirgiinlere
gore daha fazla birikmektedir. 10 ve 20 giinliik periyodlarla kum kiiltiiriinde celtik
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bitkisi yetistirilerek 500 ve 1000 uM Pb(NO3), uygulanmasinin yapildig: bitkilerde kok
biiyiimesinin % 22-42 ve siirgiin biiylimesini % 25 oraninda azaldig1, kokler tarafindan
absorbe edilen Pb miktarmin siirgiinlerden 1.7-3.3 kat daha yiiksek oldugu
bildirilmektedir (Verma ve Dubey, 2003).

1.6. Bitkilerin Agir Metal Toksititisesine Tolerans Mekanizmalari

Bitkiler agir metallere karsi baslica 3 strateji gelistirmistir (Baker ve Walker,
1990). Bunlar;

Metal Dislayicilar:; bu grup bitkiler topraktaki metal konsantrasyonlarinin genis
bir grubunu hava kanallarindan ge¢isini 6nlemede etkili bitkilerdir. Bununla birlikte

koklerinde metallerin biiyiik bir kismini ihtiva edebilirler.

Metal Indikatérleri; bu bitki gruplari toprak altindaki dokularinda metalleri

biriktirirler ve bu bitkilerin dokularindaki metal seviyelerini yansitmaktadir.

Biriktiriciler; bu grup bitkiler ise (asir1 biriktiriciler) asirt miktardaki metalleri
toprak iistli dokularinda biriktirebilirler, bdylece bdyle topraklarda veya birikim

yapmayan tiirlerin hemen yaninda bulunurlar.

Eger bir bitki Ni, Co, Cu, Cr veya Pb’nin % 0,1 den fazlasini veya Zn’nin % 1’ini
yapraklarinda (kuru agirlik temeline gore) biriktirebiliyorsa “Hiperakiimiilator bitki”
olarak isimlendirilir. Bitkiler metalleri bir¢ok farkli yollarla viicut kisimlarina dagitirlar.
Cogunlukla kok ve saplarinda biriktirirler veya daha sonra dagitmak veya kullanmak

i¢in nontoksik formda depolar veya biriktirir.

Hiperakiimiilator bitkilerinin agir metal igerikleri ve gereksinimleri biriktirici
olmayan tiirlere gore daha fazladir. Bu bitkiler, 10 ppm’den daha fazla Hg, 100 ppm Cd,
1.000 ppm Co, Cr, Cu ve Pb ve 10.000 ppm Ni ve Zn igerirler. Bugiin bilinen 400 agir
metal biriktirici bitki bulunmaktadir (Reeves ve Baker, 1999). En bilinen bitki Thlaspi
caerulescens (Alpine pennycress)’dir. Agir metallere kimi bitkilerin duyarli olmalarina

karsin kimi bitkiler ise gelistirdikleri ¢esitli mekanizmalarla agir metal fazlaligina karsi
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dayaniklilik gostermektedir. Agir metal fazlaligina karsi bitkilerin gelistirdikleri
dayaniklilik mekanizmalari su sekilde agiklanabilir (Aksu ve Yildiz, 2004);

a) Hiicre duvarlarina metal baglanmasi: Pb-karbonat olarak tutulur.

b) Hiicre membranlarina dogru tasinimin azalmasi: Agir metallerin bitki koklerinde

tutulup, govde ve siirgiinlere tasinmasinin engellenmesi ile tasinma azaltilmaktadir.

¢) Vakuollerde depolama: Zn elementi Zn fitat, malat ve oksalat gibi diisiik molekiil
agirlikli organik bilesikler halinde, Cd thiol gruplarmma ve Ni histidin ile baglanmasi

sonucunda vakuollerde depolanir.

d) Selatlama: Cd’un, thiol gruplarina, Pb glutathione ve aminoasitlere baglanarak
fitoselatlar olusturmaktadir. Bunun yani sira organik asitlerden sitrat, malat ve malonate
ile birleserek fitoselatlar1 olusturmaktadirlar. Metallothioneinler bir¢ok hayvan ve
bitkide bulunan proteinlerdir. Agir metaller ile baglanarak protein bilesikleri

olustururlar.

1.7. Biyoremidasyon ve Fitoremidasyon

Biyoremidasyon; mikroorganizmalarin ve onlarin enzimlerini kullanarak ¢evresel
donlisimii veya kontaminantin 1iyilestirilmesini veya orijinal haline donlismesini
saglayan bir islemdir (Jankiewiez vd., 1999). Biyoremidasyon, dogal siirecte tabiatta
kirleticilerin ve organik maddeleri uzaklastirmada mikroorganizmalar tarafindan
gerceklestirilmektedir (McLaughlin vd., 1999). Agir metaller, mikroorganizma hiicre
yiizeylerine tutunarak ¢evresel temizleyici (biyosorbentler) olarak kullanilmaktadir. Bu
amagla, bakteri, fungus, alg ve zirai endiistriyel atiklar kullanilmakta olup en yaygin
kullanilan mikroorganizmalar Bacillus, Penicillium, Pseudomonas, Streptomyces ve

Rhizophus’tur.

Topraklarda bakteri, mantar, aktinomiset, protozoa ve alg olmak iizere yaygin
birgok mikroorganizma grubu bulunmaktadir. Serbest yasayan, bitkisel gelisimi tegvik

eden, biyolojik savas ajan1 veya biyolojik giibre (BG) olarak kullanilan
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mikroorganizmalara bitki gelisimini tesvik eden rizobakteriler (PGPR) adi
verilmektedir. Bu Dbakteriler daha ¢ok Bacillus, Acetobacter, Acinetobacter,
Achromobacter, Aereobacter, Agrobacterium, Alcaligenes, Artrobacter, Azospirillum,
Azotobacter, Burkholderia, Clostridium, Enterobacter, Erwinia, Flavobacterium,
Klebsiella, Microccocus, Pseudomonas, Rhizobium, Serratia ve Xanthomonas cinslerine
aittir.

Bitki gelismesi, azot fiksasyonu, fosforun biyolojik olarak alinabilir hale gelmesi,
siderofor yardimiyla bitkilerce demirin alinmasi, oksin, sitokinin ve giberellin gibi
bitkisel hormonlarin {iretilmesi ve bitki etilen diizeyinin azaltilmas1 gibi
mekanizmalarla, PGPR tarafindan diizenlenmektedir (Glick, 1995; Lucy vd., 2004).
Diinyanin bir ¢cok bolgesinde, potansiyel kirleticiler olan endiistriyel giibre ve pestisit
uygulamalarinin azaltilmas1 amaciyla, PGPR’in biyolojik giibre olarak kullanimi
yayginlagmaktadir (Burdman vd., 2000). Bazi aerobik spor olusturan bakterilerin
biyolojik kontrol ajanlar1 olarak kullanilmalari i¢in iyi bir aday olduklar1 ve bir¢ok
avantajlara sahip olduklar1 bilinmektedir. ilk olarak, bu bakterilerin bir bécek dldiiriicii
ve antimikrobiyal bilesiklerin birka¢ farkli tiiriinii iiretebilirler. Ikincisi olarak konak
bitkinin biiylime ve savunma yanitlarina neden olurlar. Ayrica, Bacillus tiirleri onlari
sporlar tretebilir olmalari nedeniyle olumsuz ¢evresel kosullarina direnmeye, kolay
formiilasyon ve ticari triinler (Schallmey vd., 2004; Francis vd., 2010) gelistirmeye ve
de depolamaya elverigli mikroorganizmalardir. Bacillus iiyeleri mikrobiyal pestisitler,
fungisitler ya da giibreler olusturabilmeleri acisindan yararli bakteriler arasinda yer
alirlar. Bacillus tabanli tirtinler bitki sagligi i¢in mikrobiyal iiriinlerin en 6nemli sinifini
temsil ederler ve piyasadaki kullanimlar1 yaygin olarak mevcuttur (Jacobsen vd., 2004;
Fravel, 2005).

Mikroorganizmalarin toksik, karsinojen ve mutajen olabilen agir metal iyonlarina
tolerans gosterip bu kirleticileri ortamdan uzaklastirabilmesi agir metallere direng
gelistirmeleri ile gergeklesmektedir (Sultan, 2006). Mikroorganizmalarin agir metal
diren¢ sisteminde 3 6nemli mekanizma bulunmaktadir. Birincisi, agir metalin hiicre
disina atilmasi, ikincisi katyonlar 6zellikle kiikiirt seven katyonlar tiol ihtiva eden
molekiiller aracilifiyla kompleks birlesiklere doniistiiriilmesi. Ugiinciisii, baz1 metal

iyonlar1  indirgenerek daha az toksik bilesiklere doniistiiriilmesi. Ayrica
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mikroorganizmalar bu 3 mekanizmay1 birlikte de kullanabilir (Nies ve Silver, 1995).
Agir metal iyonlar1 spesifik olamayan bir sistem aracilifiyla, hiicre yiizeyinde biriktigi
zaman spesifik metal iyonlar1 yiiksek konsantrasyona ragmen sitoplazmaya aktarilir.
Ciinkii bu spesifik olmayan transport sistemi siirekli salgilanir. Agir metal iyonlarmin

toksik etkisinden dolay1 bu ge¢is kapist kapanmaz.

Fitoremidasyon yesil bitkiler, biyoremidasyon ise mikroorganizmalar araciliiyla
kirleticilerin zararli etkilerinin azaltilmas1 ya da wuzaklastirilmas: islemini ifade
etmektedir. Giliniimiizde bitkiler ya da mikroorganizmalar gegici olarak bazi agir
metalleri ortadan kaldirmak ic¢in kullanilmaktadir. Toprakta agir metal varligi; pH
modifikasyonlari, organik madde ve gilibre amenajmani, uygun bitki secimi, fiziksel
stabilizasyon, giiclii asitle yikama, kirecleme, fosforlu giibre uygulamasi, agir metal
selatorleriyle yikama ve fitoremidasyon teknikleri gibi tarimsal uygulamalarla minimize
edilebilir. Topraktan agir metalleri alarak biinyelerinde biriktiren bitkilerin
kullanabildigi gibi, agir metalleri ¢ozerek yikanmayla topraktan uzaklastirilmasina
aracilik eden mikroorganizmalarin uygulanmasi teknigi de biyoremidasyon i¢in umut

verici bir yaklagimdir.

Hiperakiimiilator bitkiler siradan bitkilerden 10 ile 500 kat daha fazla metal
biriktirdigi (Chaney vd., 1997), dolayisiyla “Fitoremidasyon” i¢in ¢ok uygun olduklari
bildirilmektedir. Hiperakiimiilatasyonu miimkiin kilan 6nemli 6zellik, bu metallerin
(hipotolerans) artan konsantrasyonlarinda bitkinin toleransidir. Genel olarak, bir bitki,

asagidaki kriterleri karsilamas1 durumunda, bir hiper toplayici olarak adlandirilabilir;

1. Siirgiin metal konsantrasyonu Al, Co, Cr, Cu, Ni ve Se i¢in % 0,1 daha yiiksek, Cd
i¢cin % 0,01 ve Zn i¢in % 1,0’den daha yiiksek (Baker ve Brooks, 1989) olmalidir;

2. Kok konsantrasyonuna siirgiine gore daha yiiksek oranda (McGrath ve Zhao, 2003)
olmalidir; Bu koklerinden siirgiine metalleri tasima yetenegi ve hipertolerans yetenegi

varhigini gosterir (Marques vd., 2006);

3. Kokteki konsantrasyonun siirgiine orani 1’den yiiksek olmalidir ki bu bitkinin metal

alimi (Marques vd., 2006; McGrath ve Zhao, 2003) derecesini gosterir.
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Bu bitkilerden bazilar1 Haumaniastrum robertii (Co hiper toplayicisi);
Aeollanthus subacaulis (Cu hiper toplayici); Maytenus bureaviana (Mn hiper toplayici);
Minuartia Verna ve Agrostis tenuis (Pb hiperakiimiilatorler); Dichapetalum gelonioides,
Thlaspi tatrense ve Thlaspi caerulescens (Zn hiperakiimiilatorler); Psycotria
vanhermanni ve Streptanthus polygaloides (Ni hiperakiimiilatorler); Lecythis ollaria (Se

hiper toplayici) olarak bilinmektedir.

Giliniimiizde, ekosistemlerin toprak, su ve hava gibi ortamlarinda yaygin bir
sekilde birikmeye baslayan agir metaller, diinya yiizeyindeki tiim organizmalarin
yasamini tehdit eden 6nemli bir ¢evre sorunu halini almistir. Agir metallerin ¢evreye
yayllmasina neden olan etmenlerin basinda endiistriyel faaliyetler, motorlu tasitlarin
egzozlari, maden yataklar1 ve igletmeleri, volkanik faaliyetler, tarimda kullanilan gilibre
ve ilaglar ile kentsel atiklar gelmektedir (Stresty ve Madhava Rao, 1999). Bitkisel
tiretim ve zararhilarin kontroliinde rastgele ve gelisi gilizel kimyasal glibre ve pestisit
kullanimi1 sonugta toprak sagliginin bozulmasina, ¢evre kirlenmesine, patojen ve zararl

poplilasyonlarin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir (Saber, 2001; Backman, 1997).

1.8. Bitki Biiyiimesini Tesvik Eden Rizobakteriler (PGPR)

Bitki rizosferinde, kok bolgesinde, iistiinde veya i¢inde gelisen pek ¢ok toprak
bakterisi ¢ok farkli mekanizmalarla bitki biiylimesini arttirir. Bu tiir yararli etkide
bulunan kok bakterileri igin dilimizde “bitki geligimini uyaran kok bakterileri”
diyebilecegimiz ingilizcede “Plant Growth Promoting Rhizobacteria” denilmekte ve

PGPR olarak kisaltilmaktadir. Bu terim ilk kez 1978 yilinda kullanild: (Kleopper ve
Schroth, 1978).

Yaklagik 60 yildir iizerinde bilimsel olarak calisilan ve kisaca PGPR olarak
adlandirilan bitki biliylimesini tesvik eden rizobakteriler hem bitkilerin farkli stres
kosullaria kars1 dayanikliligi hem de bitkilerde hastalik olusturan pek ¢ok bakteriyel,
fungal ve viral etmene kars1 bitkide bulunan dogal dayaniklilig1 tesvik ederek koruma
saglamasindan dolayi tercih edilmektedir (Backman vd., 1997). PGPR’lar genel olarak
Acinetobacter, Achromobacter, Aereobacter, Agrobacterium, Alcaligenes, Artrobacter,

Azospirillum, Bacillus, Burkholderia, Enterobacter, Erwinia, Flavobacterium,
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Microccocus, Pseudomonas, Rhizobium, Serratia ve Xanthomonas cinsleri igerisinde
yer almakta olup genellikle bitkinin kok bolgesine yerleserek toprak kokenli
patojenlerin gelisimini sinirlamaktadirlar (Montesinos, 2002; Cakmakg1 vd., 2001).
Rizobakteriler yasam alani ve besin icin rekabet, patojen gelisimini engelleyici
kimyasallarin tiretimi, siderefor {iretimi ve bitkide tesvik edilmis dayanikliligin harekete
gecirilmesi gibi bir takim mekanizmalar1 kullanarak hem bitkinin gelisimini artirmakta
hemde patojenlere karsi bitkide koruma saglamaktadirlar (Compant vd., 2005).
PGPR’lar ozellikle saglikli bitkiye uygulama yapildiginda sistemik dayanikliligi
harekete  gecirerek  kimyasal uygulamalardan, Ozelliklede bakirli  bilesik

uygulamalarindan daha etkin sonuglar vermektedir (Kuc, 2001).

Bitki gelisimini tesvik edici humik asitler, metalik iyonlar ile kileytli bilesikler ya
da metalik hidroksitler olusturarak suda ¢oziinebilir formlar1 meydana getirirler. Bu
elementlerin bir¢ogunun ¢oziiniirliigiinii de kontrol ederler. Bitkilere dogrudan etkisi,
kok gelisimi ve bitkiler tarafindan absorbe edilen besin elementlerinin
metabolizmalarini etkilemesi ile meydana gelmektedir (Lobartini vd., 1997). Nitekim
diger cesitli bilimsel aragtirmalarda da 6zellikle kire¢ kapsami yiiksek, organik maddesi
diisiik ve alinabilir besin maddesi yoniinden sikint1 bulunan topraklara, organik kaynakli
bilesiklerin ilavesi ile P, Fe, Zn gibi bitki besin elementlerinin alinabilirligi

artirilabilmektedir.

Onemli kirleticilerden birisi olan agir metallerin bitkiler {izerindeki etkilerine bir
¢ok biiyime ve gelisme asamasinda rastlamak olanak dahilindedir. Ancak metallerin
etkisi bitkilerin ilk biiylime-gelisme asamasi olan ¢imlenme ve fide asamalarinda ¢ok
daha 6nemlidir. Clinkii bu asamalarda bitkilerin bu tiir stres veya toksisite faktorlerine

tepkileri daha fazla olmakta, zararin daha iyi goriilebilmesi olasiligi artmaktadir.

1.9. Bitki Gelismini Tesvik Edici Bacillus’lari Ozellikleri

B. subtilis toplam bitki agirlig: ile bitki dokulardaki N ve P konsantrasyonunu
artirirken, B. megaterium topraga iyi adaptasyon gosterip, bitki koklerine kolonize
olarak seker pancar1 ve arpa verimini (Sukhovitskaya, 1998; Cakmake¢i vd., 1999),
piringte ise dane verimini arttirdigi goriilmistiir (Khan vd., 2003).
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Agir metalle Kirlenmis zeminlerin 1iyilestirilmesinde 6zellikle kullanilan
mikroorganizmalar Bacillus subtilis, Pseudomonas putida ve Enterobacter cloacae’ dir.
B. subtilis ayn1 zamanda metalik olmayan elementleri de azalttigi rapor edilmistir.
Ornegin, Garbisu vd. (1995), B. subtilis az toksik element olan (Se) seleniti de
azaltigim1 kaydetmistir. Bundan baska, B. cereus ve B. thuringiensis Cd agisindan
zengin topraklarda ve metal sanayide atiklarla kirlenmis topraklardan Cd ve Zn

ekstraksiyonunu arttirdigi gosterilmistir.
1.10. Siderofor ve Metal Toleransh Siderofor Ureten Bakteriler

Demir hayatin hemen hemen tiim formlar1 i¢in vazgecilmez bir elementtir.
Simdiye kadar bilinen biitiin mikroorganizmalar, 06zellikle laktobasiller, demir
gereksinir. Bununla birlikte, acrobikte ¢evrede, demir baslica Fe™ olarak bulunur ve
sideroforlar genellikle Fe*® ile 1:1 kompleks olustururlar. Sideroforlarin metale
baglanmasiyla ortamda ¢oziinebilir metal konsantrasyonu artar. Bakteriler tarafindan

. . +35.. +2
hiicreden siderofor salinir, bu daha sonra Fe *’u, Fe™*’

ye indirger ve hiicre membrani
tarafindan bu demir metabolizmada kullanilmak {izere alinir (Jalal ve Helm, 1991;
Madigan vd., 1997). Bazen bu islemler esnasinda sideroforlar tahrip olur ancak hiicre
tarafindan yeniden eksSpres edilir. Siderofor tarafinda demir alimi mekanizmasi, hem
gram-negatif hem de gram-pozitif bakteriler de tespit edilmistir (Krewulak ve Vogel,

2008).

Siderofor, hayvan ve bitki patojenlerinden, serbest yasam azot fiske eden ve
simbiyotik olan mikroorganizmalara kadar ¢ok sayida cesitli mikroorganizmalar
tarafindan tiretilmektedir. Bununla birlikte, siderofor iiretimi, bitki gelisimini tesvik
eden rizosfer bakteriler arasinda en yaygin olarak gozlenmektedir (Sekil 1). Bu 6zellikle
besin kitlig1 ya da agir metallerin yiiksek konsantrasyonlarinda dahil olmak {izere asiri
cevre kosullarinda optimum biiyiimeyi saglayabilmek icin siderofor iiretim aktivitesi
gosterirler, bu nedenle kismen fitoremidasyon isleminde yarar sagladig:

diistiniilmektedir.
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Sekil 1. Agir metalle kirlenmis topraklarin fitoekstrasiyonu i¢in siderofor iireten
bakterilerin rolii (Rajkumar vd. (2009)’dan degistirilerek).

Metal direngli siderofor iireten bakteriler (SPB), dogrudan bitki dokularinda metal
birikimini (Dimkpa vd., 2009a; Dimkpa vd., 2009b) arttirarak fitoektrasyon
verimliligini artirabilir. Bakteri rizosfer tarafindan {iretilen siderofor kompleksi
araciligiyla agir metal tasiyan minerallerin kullanilamaz formlarini ¢oziindiiriir (Braud,
2009). Bitkiler daha sonra bu metalleri, siderofor metali komplekslerinin dogrudan
emilimi ya da bir ligand degis tokus reaksiyonu araciligiyla metal-siderofor
komplekslerden, kok dolayindaki selat bozulmasi ve metalleri serbest birakilmasi gibi

islevlerle geri alinir.

Siderofor demir i¢in eritici ajanlar olarak hareket eder. Bakterilerin gelistirdigi en
yaygin stratejilerden biri siderofor iiretimi olup, sideroforlar diisiikk molekiil agirlikli
demir selatorleri olup, demir kitlhiginda minerallerden veya organik bilesiklerden yiiksek
miktarda demir kompleksleri koparabilme yetenegine sahip proteinlerdir (Neilands,
1983; Miethke ve Marahiel, 2007). Hemen hemen 500’den fazla sayida siderofor
bilinmektedir. Demire ek olarak, siderofor ayrica, Al, Cd, Cu, Ga, In, Pb, Zn gibi
metallerin yani sira ¢evrede endise yaratan uranyum (U) ve neptunyum (Np) dahil
olmak iizere radyoniiklitlerle de kararli kompleksler olusturabilirler (Neubauer vd.,

2000; Kiss ve Farkas, 1998).

Mikroorganizmalarin siderofor iiretimi, ortamin pH degeriyle iligkilidir. Genel
olarak hidroksamat sideroforlar asidik topraklarda yaygindir ve mikroorganizmalar

tarafindan hidroksamat siderofor sentezi i¢in diisiik pH degeri tercihi edilmektedir.
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Buna karsilik, alkali topraklarda notr selatdr siderofor {iiretimini desteklemektedir.
pH’ya ek olarak, cevrenin agir metal konsantrasyonlart da mikroorganizmanin
gelismesini ve siderofor biyosentezi etkilemektedir (Rajkumar ve Freitas, 2008;
Rajkumar vd., 2009). Rizosferde bitki ve mikroorganizma etkilesimi pozitif ve negatif

etkilesim olarak siniflandirilabilir (Sekil 2).

Pozitif etkilesimler; Bitki gelisimi sirasinda kokler ya aktif ya da pasif olarak bir
dizi organik bilesikleri salgilar. Atilan bu eksudalar arasinda, 6zellikle karbonhidratlar,
karboksilik asitler ve aminoasitler vardir, konsantrasyon gradyani boyunca serbest
olarak salinirlar, rizosferde ki mikroplar i¢in besin olarak hizmet ederler. Mikroplar
bir¢ok bitkinin rizosferine kolonize olurlar ve genellikle bitki bliylimesini tesvik etmek
ve mantar, bakteri, virilis, nematod ve bitki patojenlerinin neden oldugu hastaliklara

kars1 duyarliligin azaltilmasi gibi yararl etkiler kazandirmaktadir (Bais, 2006).

Mikrobiyal bitki biiylimesini tesvik mekanizmalar, tek N kaynagi olarak
atmosferik azot fiksasyonu, l1-aminosiklopropan-1-kullanimini, karboksilik asit ve
siderofor iiretimi ya da bitki biiylime diizenleyicilerinin iiretimi gibi mekanizmalari
icerir (Weyens vd., 2009). Hastaliklara duyarliligt kontrol etmek igin sorumlu
mekanizmalar igine; besinler icin rizosfer mikroplariyla rekabet, nis dislanmasi,
antifungal metabolitlerin iiretimi ve uyarilmig sistemik direng dahildir (Compant vd.,

2005).
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Sekil 2. Bitki-mikroorganizma etkilesimi (Rajkumar vd. (2009)’dan degistirilerek).
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Negatif etkilesimler; Rizosfer mikroplart bitki patojenleri veya parazit
enfeksiyonu riskini artirarak, bitki sagligi ve sag kalim tizerine olumsuz etkileri olabilir.
Kok eksudalari, rizosferdeki patojen organizmalarinda oldugu gibi baz1 tiir
antimikrobiyal maddeler, fitotoksinlerin, nematisid ve insektisid bilesikler olmak iizere

zehirli maddeler ihtiva ederler (Bais, 2006).

Hiicre dis1 materyallerin metalleri baglamasi metallerin immobilizasyonuyla
olabilir ve hiicreye girisi bu mekanizmalarla dnlenebilir. Ornegin, metallerin ¢ogu hiicre
izerinde mevcut olan anyonik fonksiyonlu gruplara (6rnegin; siilthidril, karboksil,
hidroksil, siilfonat, amin ve amid gruplarini) baglanir. Benzer sekilde, bu polisakaritler,
proteinler ve humik maddeler gibi mikrobiyal hiicre dis1 polimerler, etkili bir sekilde

agir metalle baglanabilir (Pulsawat vd., 2003).

Boylece hiicreler, sadece kompleks olusumuyla ya da hiicreyi ¢evreleyen etkili bir
bariyer araciligiyla metalleri detoksifiye edilebilir. Mikrobiyal siderofor, demire benzer
kimyaya sahip metal iyonlarini baglamak siiretiyle, toksisitelerini azaltir ve biyolojik
yararlimmlarim arttiririlar (Dimkpa vd., 2008; Gilis vd., 1998). ilave olarak bircok
bakteri, lirettikleri metabolitle veya reaksiyonlar araciligiyla metalleri ¢oktiirebilir ya da

kristalize edebilirler (Diels vd., 2003).

Cok sayida bakteride ATPaz pompasi veya kemiozmotik iyon/proton pompalari
gibi efflaks transport sistemlerine sahip olduklari bilinmektedir (Haferburg ve Kothe,
2007). Bu tiir tasiyicilarin yiiksek substrat afinitesine sahip olduklari ve bu nedenle,
sitozol i¢inde, metal yiikiinii azaltabilmeleri miimkiin bulunmaktadir. Bir¢cok bakteride
metallerden korunmak igin bir sitozolik sequestrasyon mekanizmalarini gelistirmistir.
Ayrica metalotiyoneinler gibi farkli metal baglayici proteinler de sentez ederler. Bunlar
diisiik molekiil agirlikli sistein bakimindan zengin, kadmiyum, bakir, giimiis ve civa
gibi diger metallere yiiksek afiniteye sahip proteinlerdir. Sitrik, malik ve histidin gibi
aminoasit ve karboksilik asitler de metaller i¢in potansiyel ligantlardir. Bu iirlinler
metal varliginda {retimleri indiikklenmekte ve artan metal konsantrasyonunda
detoksifikasyona destek saglamaktadirlar. Buna ek olarak da bazi bakteriler metal

direncinde veya detoksifikasyonda metilasyon (bazi metaller i¢in) mekanizmalarini

22



kullanabilmektedir. Bu metil gruplarinin transferini metal ve metaloidleri icerir ki

selenyum metaloidleri buna 6rnektir (Ranjard vd., 2003).

1.11. Literatiir Ozeti

Ekosistemler toprak, su ve hava gibi cansiz 6geleri basta insan olmak iizere bitki
ve hayvanlarin etkileri ile kirlenmektedir. Ayrica ¢esitli doga olaylar1 bu kirlenmeyi
artirmaktadir. 20. ylizyilin ikinci yarisindan itibaren endiistri gelisimine paralel olarak
artan kirlilik giiniimiizde biitiin canlilar1 tehdit eder bir duruma gelmistir. Bu tehdit ana

tiretici konumunda olan bitkiler iizerinde ¢ok daha fazladir.

Mikroorganizmalarin metallerle etkilesmesinde baslica; agir metalin hiicre icine
alinmamasi, hiicre i¢inde veya disinda tutulmasi, kirleticinin daha az toksik forma
cevrilmesi, metalin hiicre disina aktif tasinmasi ve mikroorganizmanin metale karsi
daha duyarsiz hale gelmesi gibi diren¢ mekanizmalar1 bugiine kadar tanimlanabilmis

sistemlerdir (Sultan ve Hasnain, 2006).

Verma ve Dubey (2003) tarafindan yapilan bir ¢aligmada, 10 ve 20 giinliikk
periyodlarla kum kiiltiiriinde ¢eltik bitkisi yetistirilerek 500 ve 1000 uM Pb(NO3),
uygulanmasinin yapildig: bitkilerde kok biiylimesinin % 22-42 ve siirgiin biiylimesini %
25 oraninda azaldigi, kokler tarafindan absorbe edilen Pb miktarinin siirgiinlerden 1.7-

3.3 kat daha yiiksek oldugu goriilmektedir.

Misir ve aygigegi bitki hiicreleri tarafindan Pb ortamdan baslangicta hizli sekilde
absorbe edilmistir ve belli bir zaman silireci sonunda hiicre igerisindeki Pb
konsantrasyonu ¢evredeki ¢ozeltiye gore cok daha yiiksek olmustur. Bu 6nemli olgu Pb
birikimi (akiimiilasyon) seklinde ifade edilmektedir. Benzer sekilde Kacar vd. (2009),
hiicre i¢indeki metal konsantrasyonunun, disaridaki metal konsantrasyonuna orani

metalin birikim oran1 seklinde tanimlanmustir.

Dogan ve Colak (2009) tarafindan yapilan, toksik metallerden kursunun su
kiiltiirlinde uygulanan farkli derisimlerinin (0, 10, 100 mg/L) ekmeklik bugdayda bazi

fizyolojik Ozellikler {izerine etkileri arastirilmistir. Uygulanan kursun derisime bagh
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olarak bugdayda biiyiime ve gelismenin engellendigi belirlenmistir. Bitki koklerinde
askorbik asit miktar1 Pb etkisinde artarken, otsu govdede ise azalmistir. Arastirma
boyunca yapilan gozlemlerde, oOzellikle 100 mg/L'lik kursun etkisindeki bitkilerin
yapraklarinda lokal kahverengilesmeler ve kloroz olustugu goriilmiistiir. Bitkilerin
topraktan aldiklar1 kursunun 6nemli bir miktarin1 koklerinde tuttuklari, toprak istii

organlara tasinmasini ise sinirlandirdiklari rapor edilmistir (Lane ve Martin, 1977).

Kursunla kirlenmis topraklarda tahil iiretiminde azalmalar olmakta ve bdylece
zirai anlamda ciddi problemler ortaya ¢ikmaktadir (Johnson ve Eaton, 1980). Toprak
cozeltisinden bitki biinyesine alinan kursunun, bitkide biiylime ve gelismeyi engelledigi
konusunda bir¢ok arastirma yapilmistir (Breckle, 1991; Obroucheva vd., 1998). Kursun
toksisitesinin spesifik olmayan belirtileri; kok biiyiime ve gelismesinin kisitlanmast,

clicelesme ve kloroz oldugu bildirilmektedir (Burton vd., 1984).

Gl (2013) yaptig1 bir ¢aligsmada, toprak pH’sinin azalmasina bagli olarak toprak
cozeltisindeki Pb konsantrasyonu ve bitki gévdesindeki Pb birikimleri artmis oldugu
bildirmektedir. Pb asit yonde daha fazla yarayish oldugu ve hidrojen iyonlar
konsantrasyonu (pH) topraklarin énde gelen 6zelliklerinden biri olup Pb yarayishiligini
artis yoniinde etkiledigi bildirilmistir. Usta (1995), toksik metal katyonlarinin
coziinlirliiklerinin ve topraktaki konsantrasyonlarinin asitlesme ile artig gosterdigini
belirtmistir. Obroucheva vd. (1998)’nin yaptiklar1 arastirmada, misir fidelerinde kursun
toksisitesinin kok gelisimini engelledigi bulunmustur. Kursunun klorofil sentezini
engelledigi ve sonug¢ olarak klorofil miktarlarinda azalmalara neden oldugu bir¢ok
aragtirici tarafindan rapor edilmistir (Miranda ve Ilangovan, 1996; Dogan vd., 2009).
Kursunun bitkilerde neden oldugu olumsuz etkilerden biri de, reaktif oksijen tiirlerinin
uyartilmasindan kaynaklanan oksidatif strestir. Bitkide kursun stresinden kaynaklanan
reaktif oksijen tiirlerinin temizlenmesi veya kursunun selatlanarak detoksifikasyonunda
prolinin oynadigi rolden ileri gelebildigi bildirilmistir (Farago ve Mullen, 1979;
Sharmila ve Pardha Saradhi, 2002).

Yapilan bir ¢calismada radyoaktif elementler ve toksik agir metallerle kirlenmis bir
tarim topragindaki mikrofloro aktivitesi 6zellikle de siilfit minerallerini okside edebilen

asidofilik kemolitotrofik bakterilerin aktivitesi, topragin su, oksijen ve bitki besin

24



maddesi igerigi gibi bazi onemli g¢evresel faktorlerde uygun degisiklikler yapilarak
artirtlmistir. Mikroflora aktivitesi sonucu ¢oziiniir hale gegen metal iyonlar1 topragin
periyodik olarak yikanmasi sonucu topraktan uzaklastirilmis ve uygulama sonucu
topraktaki agir metal seviyeleri makul seviyelere distriilmiistiir. Yapilan islemler
toprak mikroflorasinda asidofilik kemolitotrofik bakterilerin artmasi ve heterotrof
sayisinin diismesi gibi bazi degisikliklere yol agarken, topragin kompozisyonu, yapisi
ve baslica fiziksel 6zelliklerinde ¢ok az bir degisim oldugu bildirilmistir (Groudev vd.,
2001). Dogan ve Colak (2009) tarafindan yapilan bir ¢alismada, toksik metallerden
kursunun su kiiltiirtinde uygulanan farkli derisimlerinin (0, 10, 100 mg/L) ekmeklik
bugday ¢esitlerinden Tosunbey'de bazi fizyolojik ozellikler {iizerine etkileri
arastirllmistir. Kok ve otsu govdelerindeki Pb miktarlarinin, uygulanan Pb derisimine
bagli olarak arttigt ve yapraklarindaki fotosentetik pigment miktarlarinda azalmaya

neden olusturdugu belirlenmistir.

Thiobacillus sp. ile yapilan bir ¢alismada 15-55 °C arasinda asidik (pH 4.0) ve
aerobik sartlarda siilfiir bilesiklerini indirgeyebildigi bildirilmistir. Metal siilfitlerin
okside olarak siilfiirik asit olusturmasi ve topraktaki metallerin yerine protonlarin
baglanmasiyla metallerin desorbe edilmesi seklinde dogrudan gergeklesebildigi gibi,
Fe'®nin Fe'®e doniistirilmesi seklinde dolayh olarak da gerceklesebildigi
belirlenmistir. Cesitli fizibilite ¢alismalari, kirlenmis topraklarin Thiobacilli tarafindan
etkin bir sekilde 1slah edilebilecegini gostermistir (Mulligan vd., 2001). Cabuk vd.
(2006) tarafindan yapilan bir ¢alismada, Bacillus sp. ve P. aeruginosa’y: da igeren bazi
bakterilerin kursunun biyoremidasyonunda kullanilabilecegi bildirilmektedir. Bu
bakterilerin kursunun hiicre yiizeyindeki fonksiyonel gruplara baglanarak ya da bu
gruplarla etkilesime girerek biyosorbsiyon olabildikleri, hiicre duvarindaki asidik
bolgeler ve kursun arasindaki kompleks olusumu yoluyla kontamine olmus

kaynaklardaki kursunu azaltabilecekleri bildirilmektedir.

Gupta vd. (2012) bitki rizosferinden izole edilen 13 Gram pozitif bakterinin,
yiiksek konsantrasyonlarda agir Co, Ni, Pb, Cr ve Fe metallere toleransli oldugunu
belirlemistir. Filogenetik analiz (16S rDNA) ile Firmicutes grubuna ait oldugunu
belirlenmis, kursun direnci 5-8 mM araliginda bildirilmistir. Chen ve Cutright (2003)

tarafindan yapilan bir ¢alismada, olas1 mekanizmalar gegirgen bir bariyer olusturularak
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dislama, intra ve ekstraseliler izolasyon, aktif tasima, enzimatik detoksifikasyon,
kursunun asitle ayrigtirllmasi, kursunun selatlanmasi, kursunun organik esaslar
vasitastyla ¢oktiiriilmesi, ektraselliiler metal ¢oktiirmesi ve metilleme, buharlastirma,
oksidasyon ve rediiksiyon gibi biyotransformasyon reaksiyonlarini kapsadigi

bildirilmektedir.

Son yillarda PGPR seker pancari, seker kamisi, ¢eltik, misir ve bugday gibi
bitkilerde kullanilmaya baslanmistir (Dobereiner, 1997; Schilling vd., 1998; Hecht-
Buchholz, 1998). Bacillus suslar1 ile yiiriitiilen arastirmalarda, konifer tiirleri (Bent vd.,
2002), ¢eltik (Khan vd., 2003; Sudha vd., 1999; Tiwari vd., 1989), arpa (Belimov vd.,
1995; Cakmakei vd., 1999, Sahin vd., 2004), bugday (Caceres vd.,1996; De Freitas,
2000; Oztiirk vd., 2003) ve musir (Pal, 1999) veriminde énemli artislar belirlenmistir.
Rhodobacter tiirlerinin N fiksettigi (Drepper vd., 2002) ve celtik fidelerinin azot
oranini artirdigi (Elbadry ve Elbanna, 1999) bilinmektedir. Bitki gelisimini tesvik
edebilen bakteriler (Plant Growt Promoting Bacteria; PGPB) bitki gelismesini dogrudan
ve dolayli olarak etkilemektedir. Dogrudan bazi besin elementlerinin alimini tesvik eden

PGPR, dolayl1 olarak fitopatojenik organizmalar1 engellemektedir.

Ghani (2010) tarafindan yapilan ¢alismada, misir biiyliimesi iizerine 6 agir metalin
(Cd, Cr, Co, Mn ve Pb) etkisi incelemis, sonucta bu metallerin mevcudiyeti misir
biiylimesi ve protein igerigi azalttig1 gosterilmistir. Bu metallerin toksisitesinin de misir
biiylimesi lizerine etkisini incelemistir. Sonug toprakta bu metallerin mevcudiyeti misir
bliylimesi ve protein icerigi azalttifin1 gostermistir. Bu metallerin toksisitesi de Cd>
Co> Hg> Mn> Pb> Cr seklinde siralanmistir. Ayn1 zamanda 2 veya daha fazla agir

metal kombinasyonlarinin etkisinin daha yiiksek oldugu belirlenmistir

Uygun cevre ve bitki secilmesi durumunda PGPR’ler, sorunlu topraklarin
tyilestirilmesinde (biyoremidasyonunda) giiclii etkileri oldugu gdsterilmistir. Gelecekte
farkli ¢cevre kosullarinda ve farkli bitkilerde hangi mikrobiyal 6zelliklerin kullanilacagi,
optimum etkin mikroorganizmalarin se¢im ve bu mikroorganizmalarla hazirlanacak
biyolojik giibre formiilasyonlarininin kullanimi organik tarim sektorii i¢in biiyiikk 6nem
tagimaktadir. 1980’lerin ortasinda agir metal ve Kkirleticilerin ¢evresel saliniminin

onlenmesi amaclh 90 cesit genetigi degistirilmis mikroorganizma tasarlanmistir, fakat
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bakterilerin  laboratuvar  ortaminda  Ongoriildigiic.  gibi  dogal  sartlarda
davranmadiklarindan dolay1 basarisiz sonuglanmistir. Bu nedenle biyoremidasyonda
dogal floradan izole edilen, bitki gelisimini tesvik edebilen ve metal toleransi yiiksek

mikroorganizmalarla ¢alismak ilgi konusu olmustur.

Biyokontrol, biyoremidant ve bitki gelisimini tesvik edici 6zelliklere sahip yeni
mikroorganizmalarin tanimlanmasi 6zellikle organik tarimda biliyilk 6nem arz
etmektedir. Ozellikle her bolgede o bolgeye spesifik, yabanci olmayan
mikroorganizmalarin segcilip kullanilmasi ise ekosisteme disaridan miidahale olmamasi
gerekliligi agisindan da ayrica 6nem tasimaktadir. Bu nedenle ¢ok sayida ¢alisma, farkli
bitki tilirlerinde uygulamalarin yayginlastirilmasi, bitki yiizeyleri ve bakteri iligkileri,
bakterilerle bitki genotipi arasindaki iligkiler, cevresel uyumluluk ve etkin tiirlerin

izolasyonu iizerinde kapsamli arastirmalar yapilmaktadir.

Bu calisma cay tarimi yapilan bolgemizde 6zellikle organik tarim hedeflenen
topraklarin iyilestirilmesinde, ayni bolgeden koken alan mikroorganizmalarin
kullanilabilme sansi saglanmasi hedeflenmistir. Bu ¢alisma sonucunda belirlenecek en
uygun Bacillus sp. susu bu amaca giden yolda bir baslangi¢ olmasi umudunu
tasimaktadir. Ayrica calismayla alanda bilgi birikiminin saglanmasi, &grenci
yetistirilmesine ve bilginin iiretime doniigebilme yolunun agilmasina onciiliik edecegi

diistiniilmektedir.
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2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Materyal

2.1.1. Kullanilan Arag, Gerec ve Sarf Malzemeleri

Laboratuvarda oOrneklerin incelenmesi igin ¢esitli arag ve geregler kullanildi
(Tablo 1). Calismada gerec olarak; c¢esitli cam (¢esitli boylarda vida kapakli tiipler,
erlenmayer, lam, lamel, pastor pipeti, cam baget) ve plastik malzemeler (5-10’luk
pipetler, petri kaplari, meziir, filtre kdgidi), mikropipet seti, mikro ve makro pipet uglari,
pipet kutulari, pens, eppendorf tiipleri, 6ze, ekiivyon ¢ubuklari, kiiciik plastik petriler,

sporlar kullanildi.

Calismada kullanilan tiim besiyerleri ve kimyasal maddeler ticari (Merck, Sigma,
Detroit, USA) olarak elde edildi (Tablo 2).

Tablo 1. Calismada kullanilan cihazlar.
Cihaz Ad1 Model/Firma

Uv-Vis Spektrofotometre Spectramax/M5
Sogutmal1 Santrifiij Sigma/2-16PK
pH metre Hanna/H13220
Calkalayici Gf1/3005

Thermoblok Nosheng/MS-100
Inkiibator Memmert/Model600
Jel Gorlintiileme Sistemi Uvp/Digi-Doc It

Iklimlendirme Kabini
Bidistile Su Cihazi
Giivenlik kabineti
Isik mikroskobi

Giic kaynagi

Koloni mikroskobu
Pastor firii

Otoklav

Hassas Terazi
Vorteks

Derin dondurucu
Aragtirma mikroskobu
Magnetik karistirict
ICP-OES
Dansitometre

Daihan/WGC-P4
Gfl/2108
Niive/MN-20
Nikon/E100
Owl/OSP-500
Olympos
Niive/FN-500
Niive/OT-40L
Denver/PL-214
Heidolph/Reax Top

Olympos
Niive

PerkinElmer/Optima 7000 DV)

Bioscrin C
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Tablo 2. Calismada kullanilan kimyasal sarf maddeler.

Kimyasal Adi Firma Kimyasal Adi Firma
Agar Agar Fluka Potasyum Fosfat Sigma
Mueller Hilton Agar Merck NaOH Merck
Mueller Hilton Broth Merck Demir siilfat Sigma
Eozin Metilen Blue (EMB) Merck Sodium cloriir Sigma
Luria bertani (LB) Broth Merck Kalsiyum Fosfat Sigma
Brain Heart Infusion Broth Merck Amonyum siilfat Sigma
Patoto Dekstroz Agar Merck Bakar Siilfat Sigma
Yeast Ekstrakt Powder Merck Magnezyum Kloriir Sigma
Meat Ekstrat Merck Demir klorid Sigma
Malt Ekstrat Agar Merck Amonyum Kloriir Sigma
Pepton Fluka Kobalt klorid Sigma
Monosodyum fosfat Sigma Cinko Kloriir Sigma
Etil Alkol (% 96°1ik) Merck Glukoz MERCK
Bromo phenol blue Merck Agaroz Sigma
2-ethanesulfonik asit (PIPES) Sigma Asetik asit SIGMA
1- 5diphenyl carbazide Sigma Molibden trioksid Sigma
Hexadieyltrimethylammonium Sigma Sodyum asetat Kimetsan
Sodium dodecyl sulfat (SDS) Sigma Sodium Arsenate Sigma
Potassiumphosphate Sigma Mercury chloride Sigma
dibasic(K2HP04) (HgC12)

Glukonik asid sodyum tuz Sigma ITS Primerleri Sigma
Taq for routine PCR with inert Sigma Phenol:chloroform:i1so  Sigma
dye; with 10X buffer & dNTP amylAlcohol25:24:1

250 UNmix

2.1.2. Cahsmada Kullanilan Suslar

Calismada 2012-2013 yillar arasinda Recep Tayyip Erdogan Universitesi Pazar
Meslek  Yiiksekokulu (PMY) Uygulama bahgesinden toplanip enfeksiyonlu
meyvelerden izole edilerek 80 °C’de saklanan 34 adet Bacillus susu kullanildi (Tablo

3). Ornekler meyve Pazar (MP) olarak, farkli izolatlar ise alfabetik siraya gore kodlandh.
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Tablo 3. Calismada kullanilan suslarin izole edildigi meyveler.

Ornek No Meyve Adi izolatlar
MP1 Elma 1-B, 1-D,1-E, 1-G
MP2 Elma 2-B
MP4 Elma 4-A
MP5 Misket EIma 5-MEA, 5-MEB
MP6 Elma 6-A
MP7 Elma 7-B, 7-C2, 7-F, 7-G
MP9 Armut 9-A, 9-B, 9-C, 9D
MP10 Armut 10-A, 10B, 10-C, 10-D
MP12 StarkrimsonElma 12-A, 12-Al, 12-F
MP13 Golden Elma 13-A
MP14 Granny Smith Elma 14-B
MP19 Elma 19-A, 19-C
MP20 Delicios Elma 20-D
MP22 Armut 22-A, 22-B, 22-C, 22-D1, 22-E

2.2. Calismada Kullanilan Besiyerlerinin Hazirlanisi

2.2.1. Miiller Hinton Agar (MHA) Kati ve Sivi Besiyerleri

Bakteri kiiltiirlerinin canlandirilmasinda kullanilan MHA besiyeri, ticari firmanin
onerisi dogrultusunda litrede 34 gram tartilarak otoklavda 121 °C’de 20 dk. steril edildi.
Agarlar steril sartlarda 9 cm’lik steril petrilere, sivi besiyeri ise steril tiiplere aktarildi.

Kullanilacagi siireye kadar +4 °C’de bekletildi.
2.2.2. Leura-Bertani (LB) Siv1 Besiyeri

10 g Triptofan, 5 g Yeast Ekstrat ve 5 g NaCl tartilarak 1 litre distile suda
¢ozildi. 121 °C’de 20 dk. otaklavlanarak steril edildikten sonra steril sartlarda 9 cm’lik
steril petrilere dagitildi. Kullanilacag stireye kadar +4 °C’de bekletildi.
2.2.3. Brain Heart Infusion Agar (BHIA) Besiyeri

Ticari firmanm Onerisi dogrultusunda litrede 34 gram tartilarak otoklavda 121

°C’de 20 dk. steril edildikten sonra steril petrilere dagitildi. Kullanilacag: siireye kadar
+4 °C’de bekletildi.
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2.2.4. Indol Besiyeri

10 g Triptofan, 2 g Tripton ve 0,5 g NaCl tartilarak 1 litre distile suda ¢oziiliip
tiiplere 3’er mL dagitildi ve otoklavlanarak steril edildi. Kullanilacag: siireye kadar +4
°C’de muhafaza edildi.

2.2.5. Metil Red-Voges Proskauer Besiyeri

7 g Pepton, 5 g Glukoz ve 4 g K;HPO, tartilarak 1litre distile suya
tamamlandiktan sonra tiiplere 3’er mL olarak dagitilir. Tiipler otoklavlanarak steril

edildikten sonra kullanilacagi siireye kadar +4 °C’de bekletilir.

2.2.6. Nitrat Besiyeri

5 g Pepton, 3 g Beff ekstrat ve 1 g Potasyum nitrat tartilarak 1 litre distile suda
¢oziiliip hazirlandiktan sonra tiiplere 3 mL olacak sekilde dagitilip otoklavlanarak steril
edildi. Kullanilacag: siireye kadar +4 °C’de bekletildi.

2.2.7. 1ki Seker (KIA) Besiyeri

Ticari firmanin 6nerdigi {izere hazir toz besiyerinden 5,5 g tartilip 100 mL ddH,O
igerisinde ¢oziildii. Tiiplere 5 mL olacak sekilde dagitildiktan sonra otoklav edilip, yatik
sekilde sogutularak slant agar hazirlandi. Kullanilacag: siireye kadar +4 °C’de bekletildi.

2.2.8. Sitrat Besiyeri

Litrede 1 g K;HPO4, 5 g NaCl, 2 g Sodyum sitrat, 0,2 g MgSO,, 0,08 g
Bromtimol mavi, 13 g Agar-agar tartildiktan sonra distile suda ¢oziiliip hazirlanarak
otoklavda steril edildi. Steril tiiplere 5 mL olacak sekilde dagitildiktan sonra yatik bir

sekilde donmasi igin bekletildi. Donduktan sonra kullanilacag: siireye kadar +4 °C’de
bekletildi.
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2.2.9. Lesitinaz Besiyeri

Litrede 34 g Brain Heart infusion Agar besiyeri hazirlanip otoklav edildikten
sonra sogutuldu. Tki yumurtanin yiizeyi yikanip alkolle steril edildikten sonra, yumurta
sarilar1 falkon tiipe konulup karistirildiktan sonra soguyan besiyerine ilave edildi.
Besiyeri homojen bir sekilde karistirildiktan sonra steril petri kaplarina dokiilerek

sogumasi beklenildi. Kullanilacagi siireye kadar +4°C’de bekletildi.

2.2.10. Ureaz Besiyeri

Litrede 0,1 g Maya Ekstrati, 0,091 g Monopotasyum Fosfat, 0,095 g Disodyum
Fosfat, 20 g Ure, 0,01 g Fenol kirmizis1 tartildiktan sonra distile suda c¢oziiliip
hazirlanarak otoklavda steril edildi. Sterilizasyondan sonra eliza plaklarma 150 pL

olacak sekilde dagitilarak kullanildi.
2.2.11. Karboksil Metil Seliillaz (CMC) Besiyeri

Litrede 10 g CMC, 5 g Pepton, 5 g Maya oziitii, 1 g KH,PO,4 0,2 g MgSO,4.7H,0,
10 g NaCl, 15 g Agar- agar tartilip distile suda c¢oziilerek, pH’s1 10.0 olacak sekilde
ayarlandiktan sonra otoklav edilip steril petrilere dagitildi. Kullanilacag: siireye kadar
+4°C’de bekletildi.
2.2.12. Proteaz Besiyeri

Litrede 10 g Triptofan, 5 g Yeast Ekstrakt, 5 g NaCl ve 15 g Agar-agar tartilip
distile suda ¢oziilerek hazirlandiktan sonra otoklav edilip steril petrilere dagitildi.
Kullanilacagi siireye kadar +4°C’de bekletildi.

2.2.13. Amilaz Besiyeri

Litrede 6 g Na, HPO,.7H,0, 3 g KH,PO4, 0,5 g NaCl, 1 g NH,CI, 0,24 g
MgSQO,.7H,0, 0,24 g CaCl,. 2 g H,0, 3 g Pepton, 10 g Nisasta ve 15 g Agar-agar
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tartilip distile suda ¢oziilerek hazirlandiktan sonra otoklav edilip steril petrilere dagitildi.

Kullanilacagi siireye kadar +4°C’de bekletildi.

2.2.14. Jelatin Hidrolizasyon Besiyeri

Nutrient sivi besiyerine % 10 jelatin ilave edilerek kaynar suda eritildi. Vida
kapakli tiiplere 2 mL seklinde dagitildi ve otoklavda 121 °C’de 15 dk. steril edildi.
Kullanilacagi siireye kadar oda 1sinda bekletildi (Bilgehan, 2004).

2.2.15. Hareket Besiyeri

Litrede 21,8 g Niitrient besiyeri ve % 0,6 Agar- agar tartilip distile suda ¢oziilerek
hazirlandiktan sonra otaklavda steril edildi ve steril tiiplere 4 mL olacak sekilde

dagitildi. Kullanilacag siireye kadar +4 °C’de bekletildi.

2.2.16. Tuz Tolerans Besiyeri

1 M’lik Tuz konsantrasyonu ic¢in, 100 ml Miieller Hilton Broth sivi besiyeri
hazirlanip igerisine 5,48 g NaClI eklenerek otoklavla steril edildi. Ayni islemler 2 M ve
3 M’lik NaCI konsantrasyonlart i¢in de gergeklestirildi.

2.2.17. Fosfat Besiyeri

Litrede 10 g Glukoz, 5 g Caz(PO,),, 5 g MgCl,.6H0, 0,25 g MgS0O,.7H,0, 0,1 g
KCI ve 0,1 g (NH,),SO, tartilip distile suda ¢oziilerek, pH 7.0’ye ayarlandiktan sonra
0,025 g bromo fenol blue (BPB) ilave edildi. Besiyeri otoklav edildikten sonra steril
petrilere dagitildi (Aydogan vd., 2013).

2.2.18. ACC (1-Aminosiklopropan-1-Karboksilat) Deaminaz Besiyeri

Litrede; 4 g KH,PO,, 6 g NaHPO,, 0,2 g MgS0,.7H,0, 0,1 g FeSO,.7H,0, 10
ug HzBOg, 10 ug MnSO4, 70 ug ZnSO4, 50 ug CUSO4, 10 ug MOOg, 2 g GIUkOZ, 2 g
Glukonik Asid, 2 g Citric Asid, 2 ¢ Amonyum siilfat ve 12 g Agar-agar tartilip distile
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suda coziildiikten sonra ilizerine 2 g Amonyum siilfat ilave edilerek otoklav edildi.
Besiyeri steril plaklara dokiilerek kullanilacag: siireye kadar +4 °C’de muhafaza edildi
(Dworken ve Foster, 1958).

2.2.19. Siderofor Besiyeri

Hazirlanacak besiyeri i¢in dnceden tiim cam siseler 6 mM’lik HCI ile temizlenip
eser elementler uzaklastirildi ve iki kez distile su ile yikandi. Bu test hazirlanirken ii¢

farkli hazirlik asamasindan gegildi (Schwyn ve Neilands, 1987). Bunlar;

a) Boya Soliisyonu:

Soliisyon 1: 0,06 g Chrome azurol-S (CAS) tartilip 50 ml ddH,0O’da ¢6ziildii.

Soliisyon 2: 0,0027 g FeCl3.6 H,0 tartilip 10 ml HCI’de ¢oziildii.

Soliisyon 3: 0,073 g HDTMA tartilip 40 ml ddH,0O’da ¢6ziildii.

Soliisyon 1’in igine 9 mL soliisyon 2’den ilave edilip, daha sonra soliisyon 3’iin
timii karigtirildi. Soliisyon mavi renge doniistiikten sonra otoklavlanip cam sisede

muhafaza edildi.

b) Karisim; Minimal Media 9 (MM9) Tuz Soliisyonu Stok: Bunun igin 15 g
KH,PO,, 25 g NaCl ve 50 g NH,CI tartilip 500 mL ddH,O’ya tamamlandi.
%20 Glukoz Stok Soliisyonu: 20 g glukoz tartilip 100 mL ddH,O’da ¢oziildii.
Stok NaOH: 25 g NaOH tartilip 150 mL ddH,O’da ¢6ziiliip pH 12.0’ye ayarlandi.

¢) CAS Agar Hazirlamsi: MM 9’dan 100 mL alinip, 750 mL ddH,0O’da ¢6ziildi.
2-ethanesulfonik asit’in  (PIPES) 32,24 grami tartilarak soliisyon-b’ye ilave edildi.
(Not: Soliisyona ilave edilince pH 5.0’in altina diiser. NaOH ile pH 6.0-6.8 arasinda
ayarlanmali, 6,8’1 gecerse rengi yesile doner). pH ayarlandiktan sonra 15 g agar ilave
edilip otoklavlandi ve 50 °C’de sogutuldu. Sogutulan agarin igine 10 ml % 20’lik steril
glukoz soliisyonu eklendi. Bunun da iizerine yavasga 100 mL boya soliisyonu ilave

edilip karistir1ldi ve steril petrilere dokiildii.
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2.2.20. IAA (Indol Asetik Asit) Besiyeri

IAA testi i¢in Salkowski reagent ve DF Salt Medium olmak {tizere iki farkli

soliisyon hazirlandi. Bunlar;

Salkowski solusyonu: 150 ml H,SO,, 7,5 mL 0,5 M FeCl3.6H,0 ayarlanip 250
mL ddH,0 i¢inde ¢oziildii.

Minimal Salt (DF) besiyeri: 4 g KH,PO,, 6 g Na,HPO,, 0,2 g MgSO,.7H,0, 1
ug FeSOy, 10 pg H3BO4, 10 pg MnSO4, 70 ng ZnSOy,, 50 pg CuSOy,, 10 ng MoOs3, 2 g
glukoz, 2 g glukonik asit, 2 g sitrik asit tartilarak hazirlandi ve pH 6.5’a ayarlandi.
Kullanilacagi siireye kadar +4 °C’de muhafaza edildi (Fiirkranz vd., 2009).

2.2.21. Amonyum Uretim Besiyeri

Ticari olarak temin edilen peptondan 10 g ve NaCl’den 5 g tartilip 1 L distile suda
¢oziildii ve mavi kapakl siselede otoklavda steril edildi. Kullanilacag: siireye kadar oda
1sisinda bekletildi. Calisma esnasinda steril sartlarda 2 mL’lik steril ependorf tiiplere 1.5

mL miktarinda dagitilarak kullanildi (Bakker, 1987).

2.2.22. Metal Stok Soliisyonlarmin Hazirlanmasi

Stok soliisyonlarin hazirlamsi; kursun igin 3,793 g Pb(NO3),, bakir igin 2,4968
g CuS0,4.5H,0, demir i¢in 2,703 g FeCl3.6H,0, giimiis i¢in 1,6987 g AgNO3 ve ¢inko
icin 1,3635 g ZnCl, tartilip, 100’er mL distile suda ¢oziilmesi saglandi.

Bunun i¢in ilk olarak 100 mM’lik stok metal soliisyonlar1 hazirlandi. Stok
soliisyonlar hazirlandiktan sonra her birinden 1, 2,5, 5 ve 10 mM’lik konsantrasyonlar
hazirlandi. Hazirlanan soliisyonlar 100 ml MHA besiyeri ile karigtirtlip pH 7.0’e
ayarlandiktan sonra otoklav edildi. Otoklavdan sonra steril petrilere dokiilerek

kullanilacagi zamana kadar +4 °C’de muhafaza edildi.
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2.2.23. Farkh pH Araliklarinda Pb’li ve Pb’siz MHB Besiyerlerinin Hazirlanisi

Ticari firmanmn onerisi dogrultusunda Miieller Hilton Broth (MHB) tartildi ve
distile suda ¢oziilerek cift konsatre hazirlandi. Mavi kapakli siselere bir kismi1 alinarak
NaOH ve HCI yardimiyla pH 5.0, 5.5, 6.0, 6.5, 7.0 ve 7.5’e ayarlandiktan sonra distile

su ilave edilerek hazir hale getirildi.

Ayni sekilde hazirlanan MHB besi ortamlarina (Pb(NOs3),) stok soliisyondan ilave
edilerek 1,5, 2,0, 2,5 ve 3,0 mM olacak sekilde konsantrasyonlar hazirlandi. Hazirlanan
kursun nitrathh MHB besiyerlerinin pH’lar1 yukaridaki sekilde ayarlandi. Tim
besiyerleri 1,1 atm basing altinda 121 °C’de 15 dk. otoklavda steril edildikten sonra
buzdolabinda kullanilacag: siireye kadar saklandi. Besiyerleri bakterilerin sivi ortamda
farkli pH’da, optimum kursun konsantrasyonlarinda {ireyebilme yeteneklerinin
belirlenmesinde, iireme egrilerinin belirlenmesinde ve biiyiikk hacimde bakteri

uretimlerinde kullanildi.

2.2.24. Spektrofotometrik Ol¢ciimler

Calisma, sivi ortamlarda kursun absorbans degerinin Slgiilmesi amaciyla yapildu.
Olgiim igin her 6rnekten 150 pL almip diiztabanli ELISA plakalarina konularak
hazirlandi1 ve spektrofotometrede (Spectramax M5) olgtimleri yapildi. Alinan spektrum

verileri Excel programina aktarilarak absorbans grafikleri ¢izildi.

2.2.25. Calismada Kullamlan Misir Tohumu ve Toprak Igerigi

Metal ve bakterilerin bitki ¢imlenmesi ve gelisimi iizerine etkisinin belirlenmesi
amaciyla yapilan ¢imlenme ve saksi deneylerinde musir bitkisi kullanildi. Misir tohumu
(Hibrit-RX9292) ticari firmadan (MayAgro Tohumculuk A.S.) temin edildi. Aym
sekilde calismada kullanilan saksi toprag: torf 6zellikte olup ticari bir firmadan temin

edildi. Topragin igerigi Tablo 4’teki gibidir.
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Tablo 4. Calismada kullanilan topragin icerigi.

Icerik Miktar Icerik Miktar
pH 4.5-6.5 N 20,2 mg/L
E.C 0,5 ds/m C % 48

K mey/L 0,06 C/IN 25

Na mey/L 0,4 Cu % 2,2
Ca+Mg mey/L 5,0 Mg % 0,44

Cl 24,9 mg/L Na % 0,04
P.PO4 1,9 mg/L P % 0,103
N.NO3 4,8 mg/L N % 1,94
N.NH4 2,7 mg/L

2.3. Calismada Kullanilan Ayiraglar, Soliisyonlar ve Boyalar

Oksidaz Ayrracr; 0,1 g alfa naftol tartilarak 10 mL % 95°lik etil alkol igerisinde eritildi.

Katalaz Ayiraci; % 30’luk H,O, stokundan % 3’liik hazirlanarak kullanild1.

Nessler Reagent Ayiraci; 1:1 oraninda potasyum kloriir ve civa II klorid kullanilarak

hazirlandi.

Kovaks Ayiracr; 10 g p-Dimethylaminobenzaldehyde, 150 mL izoamil Alkol ve 50 ml
HCI ¢oziiliip 151k gecirmeyen siseye doldurulduktan sonra kullanilacagi siireye kadar +4

°C’de muhafaza edildi.

Metil Red Ayiraci; Metil kirmizisinin 0,05 grami havanda 150 mL Etil Alkol (% 95)
ile doviilerek ¢oziildii ve 151k gegirmeyen siseye aktarildi. Uzeri 100 mL Saf su ile

tamamlandiktan sonra kullanilacagi stireye kadar +4 °C’de muhafaza edildi.

Voges Proskauer Ayiraci; A ayiract: 5 g a-naftol, 100 ml Etil alkol (% 95).

B ayiract: 10 g Potasyum hidroksit, 100 mL ddH,0.

Iki ayirag ayr1 ayr1 hazirland1 ve kullanilacag: siireye kadar +4 °C’°de muhafaza edildi.
Nitrat Ayiraci; A aywract: 0,5 g a-Naphthylamine tartilip 100 mL % 30’luk Asetik asit

igerisinde ¢oziildii.
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B ayrract: 0,8 g Siilfanik asit tartilip 100 mL % 30’luk Asetik asit igerisinde ¢oziildii.

C ayiract: Cinko tozu.

Ayrraglar ayr1 ayr1 hazirlandiktan sonra karanlik siselere aktarilip, kullanilacagi

stireye kadar +4 °C’de muhafaza edildi.

Lugol Soliisyonu; 1 g iyot ve 2 g Potasyum iyodiir tartilip havanda birlikte ezilerek 300

ml su ile homojenize edildi. Karanlik siseye aktarilarak +4 °C’de muhafaza edildi.

Kongo Kirmuzisi; Ticari olarak temin edilen Kongo red boyasindan 0,1 g tartilip 100

mL saf suda ¢oziildii. Kullanilacag: siireye kadar oda 1sisinda bekletildi.

1 N’lik NaCI Cozeltisi; 58,8 g NaClI tartiip 1000 mL ddH,O igerisinde ¢oziilerek

hazirlandi.

Kristal Viyole Boyasi; A Soliisyonu; 1 g Kristal viyole tartilip 10 mL % 96’lik
etanolde ¢oziilerek 90 mL ddH,0O’ya tamamlandi. B Soliisyonu; 4 g Amonyum oksalat
400 mL ddH,O igerisinde ¢oziilerek hazirlandi. Bu iki soliisyon hazirlandiktan sonra

karistirilarak istenilen boya elde edildi.

Safranin Boyasi; 0,25 g Safranin, 10 mL Etil Alkol (% 95) ile ¢oziiliip karanlik siseye

aktarilarak 100 mL olacak sekilde distile suya tamamlanda.
2.4. Yontem
2.4.1. Mikroorganizma Karakterizasyon Calismalari
2.4.1.1. Mikroorganizmalarin Canlandirilmasi
Onceden saflastirilip -80 °C’de % 20 gliserol ile saklanmis olan 34 adet bitki

kokenli suslarin (Tablo 1), Miieller Hinton Agar (MHA) besiyerlerine ekimleri
yapilarak ve 24-48 saat 36 °C’de inkiibe edildi. Hedeflenen deneylerde kullanilmak
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tizere tek koloni alinarak MHB s1v1 besiyerine pasajlart yapildi. 36 °C’de 24-48 saat

inkiibasyona birakilarak diger testler i¢in kullanima hazir hale getirildi.

2.4.2. lIdentifikasyon i¢in Uygulanan Biyokimyasal Testler

2.4.2.1. indol Deneyi

Basta Enterobacteroaceae’ler olmak iizere bir¢cok bakterinin bulundurduklari
triptofanaz enzimleri ile triptofandan indol olusturmalarinin arastirilmasi temeline
dayanan bir testtir. Incelenecek bakteri drnekleri indol besiyerlerine ekildi. 24 saat 35
°C’de inkiibe edildikten sonra tiiplere Kovaks ayiracindan 6-8 damla damlatildi. Birkag
saniye igerisinde tiipilin iist kisminda parlak kirmizi bir halkanin olugmasi pozitif sonug,

sar1 halka olusumu negatif sonug olarak degerlendirildi.

2.4.2.2. Metil Red-Voges Proskauer Deneyi

Metil kirmizist deneyi bakterilerin karbonhidratlar1 fermente etmeleri esnasinda
olusan laktik, asetik ve formik asit gibi {irlinlerden besiyerinin pH’sin1 metil kirmizisi
aywract ile saptanabilecek derecede diisiirmeleri temeline dayanir. Besiyerlerine saf
bakteri kiiltiirlerinden ekim yapilarak, 35 °C’de en az 48 saat inkiibe edildi. Bu siire
sonunda besiyeri igerisine 5-6 damla metil kirmizis1 ayiract damlatildi. Besiyerinde
kirmiz1 renk olusumu sonucun pozitif, turuncu ve sar1 renk olusumu ise sonucun negatif

oldugunu gosterir.

Glukozun fermantatif pargalanmasi sirasinda olusan piirivik asit bazi bakterilerde
bulunan enzimatik sistemlerle daha ileriye dogru pargalanip son iirlin olan asetionu
olusturur. Bakteri ekimi yapilip inkiibe edilmis olan MR-VP besiyerine VP
ayiraglarindan ilk olarak 0,6 mL ayirag I (a-naftol), hemen arkasindan 0,2 mL ayirag II
(potasyum hidroksit) damlatilip tiiplerin agizlar1 agik birakilarak 10-15 dk. bekletildi.
Bu siire sonunda pembe-kirmizi arasi renk olusumu VP testi i¢in pozitif, agik

kahverengi renk olusumu ise negatif sonug olarak degerlendirildi.
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2.4.2.3. Nitrat Deneyi

Bakterilerin nitrat1 nitrite indirgeyip indirgemedigini gérmek icin yapilan bir
testtir. Saf kiiltiir halinde bulunan bakterilerden 6ze yardimiyla nitrat besiyerine ekim
yapilip, 37 °C’de 24-48 saat inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasinda kiiltiirlere sirasiyla A
(0-Naphthylamine) ve B (Siilfanik asit) ayiracindan 1’er mL eklendi. 30 sn igerisinde
kirmiz1 bir renk olugmasi nitritin varhi§in1 yani bakterilerin nitratlar1 rediikte etmis
oldugunu gosterir ve nitrat testi pozitif olarak degerlendirilir. Eger 30 sn igerisinde renk
olugmazsa besiyerine kii¢iik bir miktar ¢inko tozu ilave edilir. Tozun eklenmesiyle 30 sn
icerisinde kirmizi renk olusursa, besiyerindeki nitratlarin bakteriler tarafindan rediikte
edilmemis oldugu, eklenen ¢inko tarafindan re diikte edilmis oldugu anlasilir ve nitrat

testi sonucu negatif olarak degerlendirilir.

2.4.2.4. 1ki Seker (KIA) Testi

Bakterilerin glikoz, laktoz ve siikroz lizerindeki etkilerini ve hidrojen siilfit (H,S)
olusturup olusturmadiklarin1 belirleme amaciyla kullanilir. Ekim yapilirken, bakteri
kiiltiirlerinden igne 6zeyle alinip dnce besiyerinin dik kismina batirildi sonrasinda yatik
kismin yiizeyinde zikzak ¢izilerek ekim tamamlandi. 35 °C’de 48-72 saat inkiibe edildi.
Glikozu fermente edip laktoz ve siikrozu pargalayamayan bakteriler dipte sar1 yatikta
kirmizi renk olustururlar. Laktozu, siikrozu ya da her ikisini fermante edebilen
bakteriler hem dipte hem de yatikta sar1 renk olustururlar. Fermantasyon esnasinda gaz
olugmasi varsa besiyerinin i¢inde gaz kabarciklarinin ya da besiyerinin parcalanmasinin
goriilmesi ile anlasilir. Besiyerinin dip kismunin siyahlanmasi ise bakterinin Hj)S

olusturdugu anlaslir.
2.4.2.5. Sitrat Testi

Testin amaci, bakterilerin tek karbon kaynagi olarak sitratt kullanma
yeteneklerinin belirlenmesidir. Organizmalar sitrat1 hiicre i¢ine alan enzim olan permeaz

ve parcalayan enzim olarak sitrat liyaza sahipse sitrat besiyerinde alkali bir reaksiyon

olusturur. Besiyerinde bulunan bromthmol mavisi ayiracinin yesil rengi maviye doner.

40



Ekim yapilirken, bakteri kiiltiirlerinden igne 6zeyle alinip Once besiyerinin dik
kismina batirilarak sonrasinda yatik kismin yiizeyinde zikzak c¢izilerek ekim
tamamland1. 35 °C’de 48-72 saat inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan besiyerinin
renginin maviye doniismesi pozitif sonug, rengin degismeyip yesil kalmasi negatif

sonug olarak degerlendirildi.

2.4.2.6. Oksidaz Testi

Izolatlarin oksidaz enzimi iiretip iiretmediklerinin belirlenmesi amaciyla yapilan
bir testtir. MHA besiyerinde iireyen bakteri kiiltiirlerinin {izerine birka¢ damla oksidaz
testi ayiract damlatildi. 30-60 sn igerisinde olusan koyu mavi renge gore testin pozitif

olduguna karar verildi.

2.4.2.7. Katalaz Testi

Katalaz enzimi yapan bakteriler hidrojen peroksitti su ve oksijene ayristirirlar. Bu
nedenle bu enzim hidrojen peroksit ile arastirilir. MHA besiyerinde iireyen bakteri
kolonilerinden 6ze ile almnip bir lamin iizerine birakildi. Uzerine bir iki damla % 3’liik
H,O, c¢ozeltisi ilave edilip 6ze ile karistirildi. Olusan gaz kabarciklarma gore testin

pozitif olduguna karar verildi.
2.4.2.8. Sicaklik Ureme Araliginin Saptanmasi

Bakterilerin en yiiksek aktivite gosterdigi sicaklik degerlerinin belirlenmesi
amactyla hazirlanan bir testtir. MHB besiyerine taze kiiltiirlerden alinan izolatlar
ekilerek 10, 20, 30, 36, 40, 45 ve 50 °C’lik etiivlerde inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyondan 24-48 saat sonra iireme gergeklesip gerceklesmedigi kontrol edildi.

2.4.2.9. pH Ureme Arahginin Saptanmasi

Bakterilerin en iyi lireyebildigi pH araliklarinin belirlenmesi amaciyla hazirlanan

bir testtir. Test i¢in; pH 4.5, 5.5, 8.5 arasinda farkli pH’lara sahip MHB besiyerleri
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hazirlanarak 37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakildi. Bu siire sonunda bakterilerin hangi

pH araliklarinda iireme gosterdiklerine bakilarak degerlendirme yapildu.

2.4.2.10. Tuz Tolerans Testi

Hazirlanan besiyerinden 1’er mL steril ependorf tiiplere dagitilip, onceden
hazirlanan taze kiltiirlerden tizerlerine 100 pl ekim yapildi. 37 °C’de 48-72 saat inkiibe
edildikten sonra bakterilerin 1 M, 2 M ve 3 M’lik ortamlarda iireyip tiremediklerine

bakilarak degerlendirme yapildi.

2.4.2.11. Hareket Testi

Bazi1 bakteriler flagella ad1 verilen hiicre organelleri sayesinde aktif hareket etme
yetenegine sahiptirler. Bakterilerde hareket daha c¢ok flagella varliginin belirlenmesi
degil, hareketlerin gosterilmesi seklinde ortaya konulmaktadir. Makroskobik ve
mikroskobik olarak yapilanabilen hareketlilik testinde, uygun kosullarda gelistirilmis
18-24 saatlik genc kiiltiirlere ihtiyag¢ vardir. Taze bakteri kiiltiirlerinden igne &zeyle
hareket besiyerine dik olacak sekilde batirilip c¢ekilmesiyle inokiilasyon yapildi. 37
°C’de 24-48 saat inkiibe edildikten sonra besiyerinde bakterinin yayilimi olup

olmamasina gore sonug degerlendirildi.
2.4.3. Bacillus Suslarimin Enzim Aktivitelerilerinin Belirlenmesi
2.4.3.1. Lesitinaz Testi
Bu test, yumurta sarisinda bulunan lipoprotein komplekslerinin bakteriler
tarafindan olusturulan lesitinase ve fosfolipase enzimleri ile hidroliz edilebilme

durumunu belirlemek i¢in yapilir. Koloniler etrafinda lesitin hidrolizasyonu zonu olusan

acilmalar ve opaklagmalar pozitif olarak degerlendirildi.
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2.4.3.2. Ureaz Testi

Bakterilerin lircaz enzimi vasitasiyla iireyi pargalayip, par¢calamadig tespit edilir.
Bazi organizmalar tarafindan iiretilen iireaz iireyi parcalayici 6zellige sahiptir. Ureazin
varligi fenol kirmuzisi (fenolfitalin) ihtiva eden iire besiyerinde tespit edildi. Ure
pargalandikca olusan amonyak, alkali bir ortam yaratir ve neticede fenol kirmizisi1 koyu
pembeye doniigiir. Dolayisiyla, pembe renk olusumu iireaz i¢in pozitif olarak

degerlendirildi.

2.4.3.3. Karboksil Metil Seliilaz (CMC) Testi

Bakterilerin seliilaz aktivitesi gosterip gostermedigini belirlemek i¢in kullanildi.
izolatlardan CMC agar besiyerlerine ¢izgi ekim yapild1 ve 37 °C’de 24-48 saat inkiibe
edildi. inkiibasyon sonucunda besiyerlerine % 0,1’lik kongo kirmizis1 ¢dzeltisinden
dokiilerek 15 dk. boyada bekletildi. Bu siirenin sonunda boya dokiilerek rengin agilmasi
icin besiyerine 1M NaCl c¢ozeltisi ilave edilerek 15 dk. bekletildi. Boyama islemi
sonunda seliilaz iireten kolonilerin gevresinde boyanmayan seffaf hidroliz zonlarinin

meydana gelmesi pozitif sonug olarak degerlendirildi (Hols vd., 1994).

2.4.3.4. Proteaz Testi

Proteazlar, proteinlerin yapisindaki peptid baglarmin hidrolitik parcalanmasini
katalizleyen enzimlerdir. Bu test bakterilerin proteaz enzimi liretip lretmediklerini
belirlemek i¢in yapildi. izolatlarm besiyerine ekimleri yapildi ve 37 °C’de inkiibasyona
tabi tutuldu. Diizenli periyodlarda takip edilerek petri etrafinda agik zon olusturan

koloniler proteaz pozitif olarak kabul edildi (Carlisle ve Falkinham, 1989).

2.4.3.5. Amilaz Testi

Amilazlar, nisastanin hidrolizasyonunu Kkatalizleyen enzimlerdir. Bu test
bakterilerin amilaz enzimi {iretip nisastali besiyerinde hidroliz zonu olusturmasi esasina
dayanir. Izolatlarin nisastali agar besiyerine ekimleri yapildi ve 37 °C’de 48 saat

inkiibasyona tabi tutuldu. Inkiibasyon sonrasinda petri yiizeyleri lugol soliisyonu ile
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kaplandi ve 5 dk. bekletildi. Amilaz {ireten izolatlar kolonilerin etrafinda olusan beyaz

hidroliz zonuyla belirlendi (Aygan, 2008).

2.4.3.6. Jelatin Hidrolizasyon Testi

Bu test bakterilerin jelatini hidrolize eden jelatinase enzim sentez yetenegini
O6lgmede kullanilir. Jelatin  protein karakterinde bir madde olup Kkollagenin
hidrolizasyonundan elde edilir. Taze bakteri kiiltiirlerinden besiyerlerine ekimleri
yapildi ve 37 °C’de 24-48 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda besiyeri
kontrolleriyle birlikte buzdolabinda +4 °C’de 1-2 saat bekletildi. Jelatinin hidrolize
edildigi durumlarda, buzdolabindan ¢ikarilinca, jelatinli ortamin sivi halde ve
katilasmadig1 goriilir. Bu durum jelatin testi i¢in pozitif kabul edilirken, jelatinin
katilagsmasi negatif olarak kabul edildi (Aygan, 2008).

2.4.4. Bakterilerin Molekiiler Karakterizasyonu

2.4.4.1. Genomik DNA izolasyonu

Bakteri izolatlari, genomik DNA izolasyonu i¢cin MHB siv1 besiyerinde 37 °C’de
24 saat inkiibe edildi. Genomik DNA izolasyonu, Sambrok vd. (1989)’nin izolasyon
prosediirlerine gore asagida belirtildigi sekilde gerceklestirildi.

v Gece kiiltiirleri 13.000 rpm’de 3-4 dk. santrifiij edilerek ¢oktiirtildii.

v' Pellet tizerine 500 pL TE tamponu (10 mM Tris pH 8; 1 mM EDTA pH 8) ilave
edilip ¢oziildii.

v" Her bir tiipe 500 pL lizozim enzimi konulup, 37 °C’de 1 saat bekletildi.

v" Her bir tiipe 50 puL % 10’luk SDS eklenerek 5-6 kez alt st edildi ve 37 °C’de 30
dk. bekletildi.

v' Sonrasinda her tiipe 3 M’lik 1/10 hacim sodyum asetat (Na-Ac pH 5.2) eklenip,
65 °C’de 10-30 dk. alt iist edilerek bekletildi.

v' Her tipe 500 npL fenol:kloroform:izoamilalkol (25:24:1) ilave edilip
vortekslendi ve 5 dk. 13.000 rpm’de santrifiij edildi.

v' Tiplerdeki siipernatant kisim temiz ependorf tiiplere aktarildi.
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v" Tiplere 500 pL kloroform ilave edildi ve tiipler alt st edilerek 13.000 rpm’de 5
dk. santrifiij edildi ve tistte kalan s1v1 kisim temiz tiiplere aktarildi.

v’ Tiplere tekrar 500 uL kloroform ilave edildi ve tiipler alt st edilerek 13.000
rpm’de 5 dk. santrifiij edildi ve {istte kalan sivi kisim temiz tliplere aktarildi.
Boylece bu iglem iki kez tekrarlandi.

v' Tiiplere sonrasinda 1/10 hacim 3 M sodyum asetat ve 2 hacim (yaklasik 900 ul)
% 96’11k soguk etanol ilave edilerek -20 °C’de 45 dk. bekletildi.

v' Daha sonra tiipler 13.000 rpm’de 15 dk. santrifiij edilip pelletler alinarak
tizerlerine 500 pL % 96°lik soguk etanol ilave edildi ve 5 dk. santrifiij edildi.

v" Pelletler tizerine 500 puL % 70’lik soguk etanol ilave edilerek tekrardan 13.000
rpm’de 5 dk. santrifiij edildi.

v' Siipernatantlar atilip pelletler alinarak 37 °C’de kurutulduktan sonra 75 pL TE

RNase icerisinde ¢oziildii.

Izole edilen DNA’lar % 1’lik etidyum bromiir igeren agaroz jelde 100 V’da
yaklasik 20 dk. kadar yiiriitiilerek UV 15181 altinda goriintiilendi. Elde edilen DNA

ornekleri kullanilacag: siireye kadar -20 °C’de muhafaza edildi.

2.4.4.2. 16S rRNA Gen Bolgelerinin PCR ile Cogaltilmasi

Asagidaki gibi 0rnek basma toplamda 50 plL olacak sekilde reaksiyon karigimi
hazirlandi. PCR ependoflarina karisimdan 49 plL konulup, kontrolle 1 pL su diger
tiplere ise 1 pL DNA eklendi. 16S MER programina gére PCR yapildi. Elde edilen
PCR iiriinlerinden 5 pL agaroz jelde yiiriitiilerek UV 15181 altinda goriintiilenip sekans
analizi i¢in Macrogen firmasina gonderildi. Sekans analizinden sonra veriler NCBI gen
bankas1 verileriyle karsilastirilarak tiir tanis1 dogrulandi (Sambrook vd., 1989). PCR

reaksiyon karigimi i¢in;

10 X Buffer mix 5uL
MgCl, 3uL
dNTPmix 2uL
Primerl 1,5uL
Primer 2 1,5ul

45



Tag DNA Polimeraz 0,4 uL
ddH,O 35,6 uL
DNA 1 puL (Kontrol i¢in 1 pL. ddH,0 )

2.4.5. Bakterilerin Bitki Gelisimine Etki Eden Faktorlerin Arastirilmasi

2.4.5.1. Fosfat Coziiniirliigii Testi

Bir gecelik kiiltiirlerden fosfat besiyerine bakteri ekimleri yapildiktan sonra 37
°C’de 48 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonucunda kolonilerin etrafinda seffaf zon

olusumu pozitif sonug, zon olusmamasi negatif sonu¢ olarak degerlendirildi (Aydogan

vd., 2013).

2.4.5.2. ACC (1-Aminosiklopropan-1-Karboksilat) Deaminaz Testi

Bir gecelik sivi kiiltirlerden ACC Deaminaz besiyerine 50 pL bakteri
inokiilasyonu yapildiktan sonra 37 °C’de 48 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonucunda

bakteri iremesi pozitif sonug olarak degerlendirildi (Dworken ve Foster, 1958).

2.4.5.3. Siderofor Uretimi Testi

Bir gecelik sivi bakteri kiiltiirlerinden 1 McFarland bulaniklikta olacak sekilde
hazirlanip Cas Agar besiyerine 5 uL’lik ekim yapildi. 37 °C’de 24 saat inkiibe
edildikten sonra UV 15181 altinda sonuglarina bakildi. Bakteri kolonilerinin etrafinda sar1
renkte halolarin goriilmesi siderofor iretimi yoniinden pozitif sonu¢ olarak

degerlendirildi.

2.4.5.4. TAA (indol Asetik Asit) Testi

Bu test izole edilen suslarin bitki gelisimi i¢in 6nemli bir etken olan indol asetik
asit hormonunun {iretilip iiretilmedigini test edilmesi igin yapildi. Hazirlanan DF Salt
Medium 5 mL olacak sekilde tiiplere dagitildi ve {izerine 20 puL bakteri inokiilasyonu

yapildi. Daha sonra iizerine L-triptofanin farkli konsantrasyonlart (0, 50, 100, 200 ve
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500 pg/ml) ilave edildi. 37 °C’de 48 saat inkiibe edildikten sonra santrifiij edilerek
stipernatant kisimlar1 alindi. Spektrum plaklarina 1 mL siipernatant konup iizerine 4 mL
salkowski reagent ilave edilip karistirildi. 37 °C’de 20-30 dk. inkiibasyona birakildiktan

sonra spektrofotometrede 535 nm’de 6lgtimleri yapilda.

2.4.5.5. Amonyum Uretim Testi

Pepton water besiyerine bir gecelik bakteri kiiltiirlerinden 30 pL ekilerek 30 °C’de
4 giin inkiibe edildi. Inkiibasyon sonucunda tiiplere 1 mL Nessler reagent eklenerek
renk degisimi gozlendi. Amonyum fiiretimi i¢in acik sar1 renk olusumu pozitif sonug,

renk degismemesi negatif sonug olarak degerlendirildi (Bakker, 1987).

2.4.6. Bakterilerin Metal Toleranslarinin Arastirilmasi

2.4.6.1. Bakterilerin Metalli Kat1 Besiyeri Ortaminda Uretimleri

Bacillus izolatlarinin metal iceren kati besiyerlerinde Pb, Ag, Fe, Cu ve Zn
metallerine karsi gosterdikleri direnci belirlemek amaciyla yapilan bir testtir. MHA
besiyerinde canlandirilan bakterilerden tek koloni alinip 3 mL MH broth’a pasaj
yapilarak bir gecelik saf kiiltiirleri hazirlandi. Her bir sugun dnceden hazirlanip plaklara
dokiilen farkli konsantrasyonlardaki metal (1, 2,5, 5 ve 10 mM) igerikli besiyerlerine, 3
uL olacak sekilde nokta ekimLeri yapildi. Bakteri icermeyen metalli besiyeri ve metal
igermeyen besiyerleri kontrol olarak kullanildi. EKimler en iyi {ireme 1s1s1 olan 36 °C’de
72 saat inkiibe edildikten sonra lireme Ozellikleri, koloni morfolojileri, hidrolizasyon
zonu olusturup olusturmadiklar1 gibi 6zelliklerine bakildi. Bir haftalik inkiibasyondan
sonra oda 1sisina alinarak 1 ay boyunca izlenip degisimleri kaydedildi. Yiiksek metal
konsantrasyonlarinda iireyebilen suslar metale direngli suslar olarak belirlendi. En
yiiksek konsantrasyonlarda iireyen Bacillus sp. suslar1 bir sonraki ¢alisma igin segildi

(Velasquez ve Dussan, 2009).
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2.4.6.2. Siv1 Besiyeri Ortaminda Kursun Toleransinin Arastirilmasi

Kursunlu kati besiyerlerinde iireyen suslarin tekrardan sivi besiyerinde iireme
yeteneklerini arastirmak i¢in yapilmis bir testtir. Bu amagla en iyi lireme gosteren
suslardan 2,5, 3 ve 5 mM olmak tizere 3 farkli kursun konsantrasyonunda tiremelerine
bakild1 (Srinalt vd., 2002). Bunun i¢in 100 mL’lik MHB siv1 besiyerlerine 2,5, 3 ve 5
mM’lik stok kursun gozeltilerinden eklenerck besiyeri hazirlandi. Besiyerlerine bir
gecelik bakteri kiiltiirlerinden 0,5 mL ekim yapildi ve 36 °C’de 150 rpm’de 24 saat
inokiile edildi. En iyi iireme gozlenen en yiiksek metal konsantrasyon degeri c¢alisma
icin secildi. Bakteri kiiltiirleri sonrasinda +4 °C’de 20 dakika 9000 rpm’de santrifiij
edilerek c¢oktiiriildii. Coken bakteri hiicreleri saf su ile 3 kez yikandiktan sonra
vortekslenip homojen edildi ve 24 saat 65 °C’lik etiivde kurumaya birakildi. Kuruyan
bakteri hiicreleri ezilerek parcalandiktan sonra mikrodalga parcalama sisteminde yakma
islemine tabi tutuldu. Sivi kisimda (siipernatant) alinarak kalan kursun miktarinin
belirlenmesi i¢in ayni islemlere tabi tutuldu (Velasquez ve Dussan, 2009). Yakma
islemlerinden sonra kursun miktarlarinin belirlenmesi i¢in ICP-OES (indiiktif Eslesmis

Plazma/Optik Emisyon Spektrometresi) ile 6l¢iim yapildi.

2.4.6.3. Bakterilerde Kursun Minimum Inhibisyon (MIC) ve Minimum Bakterisit
(MBC) Konsantrasyon Degerlerinin Belirlenmesi

Kursun metalinin bakteri gelisimini engelleyen dozunun belirlenmesi i¢in
minimum inhibisyon (MIC) testi yapildi. Bu amagla 6nce agar kuyucuk metodu
kullanilarak etkinligin varhigi belirlendi. MHA besiyerine bir gecelik kiiltiirlerden
McFarland 0,5 bulaniklikta bakteriler ekiiviyon ¢ubuguyla yayma ekim yapildi ve cam
boru yardimiyla 0,6 mm kuyucuklar agildi. Bu kuyucuklara 100 mM kursunun 2 seri
diliisyonlarmndan 100 pL’si damlatildi. Kiltiirler 36 °C’de 24-48 saat sonra inkiibe
edildikten sonra inhibisyon zon ¢aplart 6l¢iildii. Kursunun MIC ve MBC degerlerinin
belirlenmesi igin steril sartlarda hazirlanan bakteri kiiltiirleri kullanildi. Mikrodiliisyon
teknigiyle MHB besi ortaminda eliza plakalarinda 100 mM kursunun ' seri diliisyonlari
yapildi. Uzerine kiiltirden 20 pL ilave edildi ve 36 °C’de 24-48 saat sonra inkiibe
edildi. Uremenin olmadig1 ilk kuyucuktaki kursun miktart MIC olarak belirlendi.
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Kursunun bakteriyi 6ldiiren dozunun (MBC) belirlenmesi igin, MIC testinde
tiremenin olmadig kuyucuklardaki besiyerinin tiim steril pipetle alindi ve MHA
besiyerine yayma ekimleri yapildi. Plaklar 24-48 saat 36 °C’de inkiibe edildikten sonra

tiremenin olmadig1 kuyucuklarin diliisyonlart MBC degeri olarak belirlendi.

2.4.6.4. Bakterilerin Pb’li ve Pb’siz MHB Besiyerinde Ureme Egrileri

Suslarin kursun varliginda ve yoklugunda farkli pH araliklarinda MHB sivi
besiyeri ortaminda ki tireme Ozelliklerinin belirlenmesi amaciyla yapildi. MHA
besiyerinde 3 mM Pb igeren ortama adapte olmus kiiltiirlerden tek koloni alinarak Pb
iceren MHB besiyerine pasaj yapildi ve 1 gece 36 °C’de kiiltiirleri edildi. Bu
kiiltiirlerden steril distile suya McFarland 0,5 bulaniklikta siispansiyonlar1 hazirlandi.
Steril Dansite metre plagina 200 mL 3 mM Pb igeren farkli pH’larda (5.0, 5.5, 6.0, 6.5,
7.0 ve 7.5) MHB besiyerleri dagitildi. Kontrol i¢in Pb icermeyen farkli pH’larda MHB
besiyerleri de dagitildiktan sonra 1 damla (20 pL) hazirlanan kiiltiirden ilave edildi.
Negatif kontrol kuyucuklarina bakteri ilave edilmedi. Her deneme 3 tekrarli yapildi.
Kiiltirler Dansitometre cihazina yerlestirilerek 48 saat 36 °C’de her 30 dk.’da 6l¢iim
alacak sekilde programlanarak inkiibasyona birakildi. Spektrumlar 400-600 nm dalga
boyunda her yarim saatte Olgiilerek bilgisayara kaydedildi ve Excel programinda

grafikleri olusturuldu.

2.4.6.5. Spektrofotometrik Yontemlerle Belirlenmesi

Kursunun sulu ortamlarda (dH,O ve MHB) spektrofotometrik yontemlerle
belirlenmesi amaciyla 0.5, 1, 2, 4, 6, 8 ve 10 mM’lik soliisyonlar1 taze hazirlandi. Her
bir soliisyondan 100 puL miktarinda diiz tabanl eliza plakalarina dagitilarak 250-700 nm
dalga boyunda spektrumlari alindi. Bu spektrumlarla kursun standart egri grafigi
olusturuldu. Ayni ortamlardan bakteri ekilmeksizin 36 °C’de 1-7 giin inkiibe edildikten
sonra her bir 6rnekten 1,5 mL numune alind1 ve 13.000 rpm’de 10 dk. santrifiij edilerek
besiyerinin kursunu zamana gore absorbans (baglama/indirgeme kapasitesi) ozelligi

250-700 nm dalga boyunda spektrumlar1 alinarak arastirildi ve grafikleri yapildu.
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Kursun i¢in farkli (1, 2 ve 3 mM) konsantrasyonlarda en iyi lireme gosteren
bakterilerden biri se¢ildi ve bakteri varliginda sivi ortamda kursun absorbsiyonu
Olclilmesi planlandi. Bu amagla 3 mM kursun igeren ve farkli pH’lara ayarlanan MHB
besiyeri hazirlandi. 250 mL’lik erlenmayerlerde 100 mL dagitildi ve bir gecelik
kiiltirlerden 3 mL ekim yapilarak 150 rpm’de 14 giin 36 °C’de ¢alkalamal1 inkiibatorde
bekletildi. Kiiltiirlerden her giin 2 mL alinarak 13.000 rpm’de santrifiij edildi.
Stipernatantlar1 steril ependorflara aktarilarak spektrofotometrik ol¢iimleri alinacagi
stireye kadar -20 °C’de bekletildi. Tiim 6rnekler tamamlaninca 100 mL olarak diiz
tabanli eliza plakalarina 3 tekrarli dagitilarak 250-700 mm dalga boyunda spektrumlari
alindi. Veriler excele aktarilarak grafikleri elde edildi.

2.4.7. Bitki Denemeleri

2.4.7.1. Kursun ve Bakteri Varhginda Misir Tohumlarinda Cimlenme Deneyi

Calismada musir tohumlarinin kursun ve bakteri varliginda ¢imlenme basarisi
Olciilmesi amaglandi. Bu amagla oncelikle bakterin MHB iginde 30 °C’de 150 rpm’de
24-48 saatlik kiiltiirleri hazirlandi. Misir tohumlari 24-25 gr gelecek sekilde tartildi. Her
bir grup boyasi gidene kadar musluk suyunda 2-3 kez yikandi. % 70’lik etanol’de 3 dk.
bekletildi, sonra % 3’likk ¢camasir suyunda 3 dk. daha bekletildikten sonra steril distile
su ile hudun i¢inde ¢amasir suyu kokusu gidene kadar yikandi. Misirlar her bir grup i¢in

10 adet misir gelecek sekilde erlenlere steril sartlarda aktarildi.

Bakterilerin her birinden steril distile suda 2 giinlik MHB besiyerinden alinarak
Mc farland 2 sulandirimi hazirlandi. Deney grubu musir tohumlari ve bakterili kontrol
grubuna test edilecek bakterinin Mc farland 2 siispasiyonundan 5 mL alinarak, 5 mL %
10’1uk steril gumarabik soliisyonu homojen edilerek karistirildi. Kontrol grubuna steril
su ilave edildi. Tiim erlenler 30 °C ve 150 rpm’de 2 saat calkalamaya birakildi. Siire

dolduktan sonra steril sartlarda petrilere 10’ar adet tohum yerlestirildi. Kontrol gruplart;

1. Misir kontrol (kursunsuz ve bakterisiz); ti¢ tekerriirlii olacak sekilde petrilere 10’ar

tane musir yerlestirildi. Steril 20 mL distile su ilave edildi.
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2. Misir + Pb kontrol (bakterisiz); ii¢ tekerriirlii olacak sekilde petrilere 10’ar tane misir

yerlestirildi ve iizerine 20 mL 3 mM Pb’nin sudaki soliisyonu ilave edildi.

3. Musir + bakteri kontrol (kursunsuz); li¢ tekerriirlii olacak sekilde petrilere 10’ar tane
musir yerlestirildi. Steril distile sudan 20 mL ilave edildi. Her tohuma 10° bakteri

diisecek sekilde bakteri stispansiyonu hazirlanip ilave edildi.

Deney (Misir + Bakteri +3 mM Pb) grubu; ti¢ tekerriirlii olacak sekilde petrilere 10’ar
tane misir yerlestirildi. Steril distile suda hazirlanan 3 mM Pb soliisyonundan 10 mL ve

bakteri siispansiyonundan 5 mL ilave edildi.

Tim petriler iklim dolabina tek sira halinde yerlestirilerek 16 saat giindiiz 8 sat
gece olacak sekilde 26 °C’de ve % 70 nem ortaminda 1 hafta boyunca inkiibe edildi.
Tohumlarm 3. 5. ve 7. ginlerinde ¢imlenme basarisin1 belirlemek amaciyla
inkiibatorden c¢ikarilip giivenlik kabinetinde steril sartlarda ¢imlenenler sayildi. Tiim
ornekler 7. giiniin sonunda 8lciimler i¢in sonlandirildi. Olgiimlerde her bir tohumun ana
kok uzunlugu, sagak kok sayisi, kokiin yas ve kuru agirligi, gévde boyu, govde yas ve
kuru agirligi, tohum kisminin yas ve kuru agirliklart belirlendi. Kuru agirligin 6l¢iimii

icin drnekler 24 saat 65 °C’de bekletildikten sonra tekrardan tartilarak belirlendi.
2.4.7.2. Saks1 Deneyi

Calismanin bundan sonraki asamasinda bitki gelisimini tesvik eden 6zellikleri en
iyi olan ve metallere karsi toleransi yiiksek olan Bacillus thuringiensis MP7B susu bitki

saks1 denemesi i¢in kullanildi. Deneme diizeni;

Kontrol grup 1: 3 adet saksida steril toprakta (bakteri ve Pb igermeyen) misir eKimi
Kontrol grup 2: 3 adet saksida bakteri igeren (kursun icermeyen) toprakta misir ekimi
Kontrol grup 3: 3 adet saksida 100 mM/L kursun igeren (bakteri icermeyen) toprakta
misir eKimi

Kontrol grup 4: 3 adet saksida 200 mM/L kursun igeren (bakteri icermeyen) toprakta
misir eKimi

Deney grup 1: 3 adet saks1 100 mM/L kursun ve bakteri iceren misirli saksilar
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Deney grup 2: 3 adet saks1 200 mM/L kursun ve bakteri iceren misirli saksilar

Calismada kullanilacak lisansli misir tohumlari ilk olarak steril edildi. Bu amagla
tohumlar % 70’lik etanol i¢inde 3 dk. bekletildikten sonra % 3’liikk sodyum hipoklorit
icinde 3 dakika daha bekletildi. Daha sonra 6 defa steril distile su ile yikanarak steril
edildikten sonra, steril petriye fitre kagitlarinin arasina tohumlar konulup 48 saat etiivde
inkiibe edilerek ¢imlenmesi saglandi. Calismada ticari olarak temin edilen toprak
kullanildi. Bakterinin kursun tolerans sinir1 belirlenmis olan iki farkli konsantrasyon
degeri (100 ve 200 mg/L), topraga uygulama asamasinda kullanildi. Topraklar 2 giin
ardi ardina 40 dk. 21 °C’de otoklav ile steril edildikten sonra sogumasi i¢in 24 saat
bekletildi. Calismada her saksiya (25x22 cm) esit miktarda toprak konuldu ve igerisine
5 adet ¢imlenmis tohum uygulamasi yapildi. Kontrol i¢in metal uygulamasi dncesi ve
sonrast ekim yapilmadan toprak ornekleri alindi. Saksilar iklimlendirme kabinetinde,
3.500 liix 151k altinda, 24-25 °C sicakliklarda, fotoperiyot 16 saat 151k, 8 saat karanlik
(uzun giin) olacak sekilde 4 hafta boyunca inkiibe edildi.

Bakteri uygulamasi, saksilardaki misirlarin gelismesinin 8. giiniinde bitkiler 2
yaprak halindeyken yapildi. Bu asama i¢in bir dizi 6n denemelerle belirlenen Bacillus
thuringiensis MP7B susu kullanildi. Bu amagla MHA besiyerinde 36 °C’de bir gece
kiiltiirti yapildi, 5 mL MHB i¢ine Mc Farland 1 olacak sekilde siispansiyonu hazirlandi.
Steril 250 mL MHB besiyerine hazirlanan bakteri siispansiyonundan 1/10 oraninda yani
2,5 mL ekim yapildi. Kiiltiir 36 °C’de 150 rpm’de 24 saat inkiibasyona birakildi. Daha
sonra steril 50 mL’lik falkom tiipleri yardimiyla 10.000 rpm’de sogutmali santrifiijde
coktiiriildii ve 2 kez steril distile suda yikandi. Pelletler steril distile suda yeniden
stispanse edildi ve 600 nm dalga boyunda OD’si 0,536 absorbans degeri olacak sekilde
(yaklasik bakteri miktar1 7.4x10® cfu/m L) sulandirimi1 ayarlandi. Saksi bagina ayarlanan
bakteri slispansiyonundan 15 mL alinip 35 mL steril distile su ile tamamlanarak her bir
fidanin kok dibine esit miktarlarda homojen olacak sekilde dokiildii. Kiiltiirlerin topraga
adaptasyonu saksilar i¢in 1 hafta daha aymi sartlarda iklim dolabinda bekletildi.
Saksilara 15 mL bakteri siispansiyonu konup 50 mL distile suya tamamlandi (15 mL
bakteri+35 mL dH0).
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Misir bitkilerine metal uygulamasi 15. giinde yapildi. Bu amagla distile suda 100
ve 200 mg/L kursun soliisyonu hazirlandi ve steril edildi. Misir bitkisinin kdk diplerine
homojen olacak sekilde dokiildii. Bitkiler her giin 100 mL steril distile su ile sulanarak
10 giin daha biiyiitildiildiikten sonra sonlandirildi (Albarracin vd., 2010; Ramakrishna
vd., 2011; Jiang vd., 2008). Deneyin her asamasinda fotograflar1 ¢ekilerek gorsel
farkliliklar kayit altina alindi. Bitkiler sonlandirildiginda saksilardan her birinden
toprakta var olan metalin belirlenebilmesi i¢in steril falkom tiiplerine toprak 6rnekleri
alindi. Daha sonra musluk suyu yardimiyla kokleri topraktan ayrildi. Her bir bitkinin
yaprak sayisi, yapraklarinin uzunluklari, gévde uzunluklari, ana kok uzunlugu ve sagcak
kokleri sayilarak 6lgiildii. Orneklerin yaprak kisimlari ve kok kisimlari 65 °C’de 24 saat
bekletildikten sonra tartilarak kuru agirliklar: hesaplandi. Tiim veriler SPSS programina

aktarildi.

2.4.7.3. Bacillus thuringiensis MP7B Susunun Metal Absorbsiyonun Belirlenmesi

Bakterinin metal absorbsiyonunu ICP-OES spektrofotometresinde belirlemek

amaciyla deney diizenegi hazirlandi. Deney diizenegi soyle olusturuldu;

1. Kontrol grup 1; Kursun ve bakteri icermeyen pH 7.0+0.2’ye ayarlanmis MHB

2. Konrol grup 2; Kursun (3 mM) i¢eren pH 7.0+0.2’ye ayarlanmis MHB

3. Deney grupl; Kursun (3 mM) varhiginda bakterinin (MP7B) pH 7.0+0.2’ye
ayarlanmis MHB s1v1 besiyerinde 3 giinliik kiiltiirt.

4. Deney grup 2; Kursun yoklugunda bakterinin (MP7B) pH 7.0+0.2’ye ayarlanmis
MHB s1v1 besiyerinde 3 giinliik kiiltiirii.

Bu amagla Bacillus thuringiensis MP7B susunun bir gecelik kiiltiiriinden 3 mM
Pb igeren pH 7.0 £0.2’ye ayarlanmis 250 mL MHB besiyerine 3 (1:10) mL ekim
yapildi. Kontrol i¢in aymi sartlarda hazirlanmis kursun icermeyen besiyerine, ayni
miktarda ekim yapildi ve 36 °C’de 3 giin 150 rpm de inkiibe edildi. Kiiltiirler 3 giin
sonra sogutmali santrifiijde 10.000 rpm’de 10 dk. santrifiij edilerek bakteriler
¢oktiiriildii. Sivi kisim iginde kalan kursun miktarin1 6lgmek igin ayri bir steril kaba
alind1. Bakteri pelleti 3 kez steril distile su ile yikandi. Elde edilen pellet 65 °C’de 3 giin

kurutulduktan sonra 0,3 g tartilarak ICP-OES ile kursun analizi i¢in yakma deneyine
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hazirlanmak {izere stoklandi. Kursunlu ve kursunsuz kiiltiirlerin sivi kisimlart ve

bakterisiz besiyeri kontrolleri kursun igeriginin 6lgiilmesi igin kullanildi.

2.4.7.4. ICP-OES’de Kursun Metal Ol¢iimii icin Yakma Islemlerinin Yapilis1

Misir bitkisinin kok ve yapraklarindaki kursun igeriginin belirlenmesi amaciyla
yapilacak olan ICP-OES analizi i¢in numunelere yas yakma islemi uygulandi ve bu
islem i¢in bitki yakma programi kullanildi. Bunun i¢in 300 mg (0,3 g) toz haline
getirilmis kuru bitki kok ve yapraklart tartildi, ¢ceker ocak ig¢inde mikrodalga yakma
tiiplerine konuldu. Uzerine sirastyla 5 mL HNO3 (% 65) ve 3 mL H,0, (% 30’1uk) ilave
edildi. Tiipler 20 dk. belirli araliklarla sallanarak hiicrelerin asitle parcalanmasi
saglandiktan sonra cihaza yerlestirilip program (°C: 145, P: 50, Power: 70, Ta(min.): 10,
Time: 5) ¢aligtirildi, yakma islemi 35 dk. siirdii. Daha sonra cihazdan ¢ikartilan 6rnekler
15 mL’lik tiiplere aktarildi. Vatman MN 640w Q125 mm’lik filtre kagitlar1 kullanilarak

stiziildii ve bidistile su ile 50 mL’ye tamamlandi.

Saksi deneyi sonrasinda toprakta kalan kursun miktarinin belirlenmesi igin
yapilacak olan yakma isleminde ise toprak yakma programi kullanildi. Bu islem igin
toprak dnceden kurutularak elekle elendi. Sonrasinda 1 g +1 mg olacak sekilde tartilarak
mikrodalga yakma tiiplerine konuldu. Uzerine sirasiyla 2,35 mL HNO;z (% 65) ve 7 mL
HCI (% 37) ilave edildi. Hafif¢e karistiritlip 2 dk. beklendikten sonra 35dk.’lik yakma
islemi programina (°C: 100, P: 30, Power: 70, Ta(min.): 5, Time: 5) tabi tutuldu. Filtre

kagitlar1 kullanilarak filtreden gegirildi ve bidistile su ile 50 mL’ye tamamlandi.

Bacillus thuringiensis (MP7B) bakterili ve bakterisiz sivi besiyerinin
(stipernatantin) yakilma islemi meyve suyundaki yakma metodu (microwave digestion
of fruit juices) kullanilarak yapildi. Bunun igin her bir sivi numune 6rneginden 5 mL
alinarak mikrodalga tiiplerine konuldu. Uzerine sirastyla 5 mL % 65°lik HNOg ile 1mL
% 30’luk H20, konuldu. Bekletilmeden kapaklar kapatilip mikrodalgaya yakmak iizere
konuldu. Meyve suyu yakma programinda yakma isleme (°C: 170, P: 40, Power: 80,
Ta(min.): 5, Time: 10) tabi tutuldu. Yakma islemi 35 dk. siirdii (Kacar, 2012). Daha

sonra cihazdan alman Ornekler ayni sekilde 15 mL’lik tiiplere aktarildi ve tiipler
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bidistile su ile yikanip kalinti birakilmamasina onem gosterildi. Filtre kagitlar

kullanilarak filtreden gecirildi ve bidistile su ile 50 mL’ye tamamlandi.

Bakteri pelletleri de kuru bitki yakma metodu kullanilarak yakilmistir. Bunun i¢in
yukarida anlatilan musir bitkisi kok ve yapraklarina uygulanan islemlerin aynisi tekrar
edildi. Sonrasinda ise kursun miktarlarinin belirlenmesi RTEU Merkezi Arastirma
Laboratuarinda bulunan ICP-OES cihazi ile kursun (Pb) elementinin dl¢iimleri yapildi.
Ornekler 3 tekrar olacak sekilde hazirland1 ve ICP-OES cihazinda okutularak sonuclar
SPSS analiz programinda incelendi. Elde edilen 6l¢iim sonuglarina asagidaki formiil

uygulanarak gramdaki mineral madde icerigi hesaplanmustir.

Olgiim sonucu (ppm) X 50 mL /0,3 g= ... ppm/g
2.4.8. Istatistik Analizler

Biitiin deneyler 3’er defa tekrar edildi. Sonuglar ortalamanin standart hatasi
alinarak ve varyans analizi yapilarak istatistik analize tabi tutuldu. Varyans analizi i¢in
bilgisayarda software SPSS21 analiz programi kullanildi. Anova, Tukey-kramers ¢oklu

karsilastirma  testleri uygulanarak p<0,05 ve p<0,01 o6nem seviyelerinde

degerlendirilmeleri yapildi.
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3. BULGULAR

Calismada kullanilan suglar, 2012-2013 yillarinda Recep Tayyip Erdogan
Universitesi Pazar MYO bahgesindeki elma ve armut agaclarindan toplanan 14 adet

hastalikli meyve 6rneklerinden izole edildi.

Meyve Ornekleri steril posetlere alinarak laboratuvara getirildikten sonra
metodolojide belirtilen yontemlerle 6n islemlerden gegirilerek uygun besiyerlerine
ekimleri yapildi. EMB agarda iiremeyen, MHA besiyerinde iireyen toplam 34 farkli
izolat saflastirildi ve daha sonraki ¢alismalarda kullanmak iizere -20 ve 80 °C’de stok
kiiltiirleri yapildi. Izolatlar Pazar MYO’daki meyvelerden izole edildigini belirtmek
amaciyla MP seklinde kodlandi (Tablo 5).

Tablo 5. Calismada kullanilan izolatlar ve numaralari.
Say1 (N) Bakteri Sus No Say1 (N) Bakteri Sus No

1 MP 1B 18 MP 10A
2 MP 1D 19 MP 10B
3 MP 1E 20 MP 10C
4 MP 1G 21 MP 10D
5 MP 2B 22 MP 12A
6 MP 4A 23 MP 12A1
7 MP SMEA 24 MP 12F
8 MP SMEB 25 MP 13A
9 MP 6A 26 MP 14B
10 MP 7B 27 MP 19A
11 MP 7C2 28 MP 19C
12 MP 7F 29 MP 20D
13 MP 7G 30 MP 22A
14 MP 9A 31 MP 22B
15 MP 9B 32 MP 22C
16 MP 9C 33 MP 22D1
17 MP 9D 34 MP 22E

3.1. Bakterilerin Morfolojik, Fizyolojik ve Biyokimyasal Ozelliklerinin
Belirlenmesi

Izolatlarin genel iiretim besiyerlerinde morfolojik &zelliklerinin belirlenmesi
amactyla MHA besiyerlerine ekimleri yapildi. Ureyen kiiltiirlerin koloni tipi, koloni

rengi, koloni biiyiikliigii gibi makroskobik ve Gram boyamali preparatlarinda

56



mikroskobik Ozellikleri tespit edildi (Sekil 3). Elde edilen bu veriler, izolatlarin

geleneksel yontemlerle tanimlanmasinda kullanildi.

S il

Sekil 3. Baz1 izolatlarin MHA besiyerinde koloni morfolojileri ve mikroskobileri.
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Izolatlarin biiyiik cogunlugunun R (piirtiiklii) tipi, krem renkli koloni morfolojisi
gosterirken, 11 tanesinin S (diizgiin), 2 tanesinin ise M (mukoid) tipi koloni morfolojisi
gosterdigi belirlendi. Sporlarin hiicredeki yerlesimleri ¢ogunlukla subterminal/santral

konumda, 3 tanesinin ise terminal konumda olduklar1 gézlendi (Tablo 6).

Tablo 6. Izolatlarin baz1 morfolojik 6zellikleri (N=34).

SUS K.OI.Om Solunum Hareket Gram Spor
Tipi Boyama konumu
MP-1B M F - + Subt.
MP-1D S F - + Central
Mp-1E R A. - + Subt.
Mp-1G R F - + Subt.
Mp-2B S F - + Subt.
MP-4A R F - + Subt.
MP-5-MEA R F - + Central
MP-5-MEB S F - + Subt.
Mp-6A R F - + Central
Mp-7B R F + + Central
Mp-7C2 M F - + Central
MP-7F R F - + Central
Mp-7G S F - + Subt.
Mp-9A S F - - Central
Mp-9B S F - + Central
Mp-9C S F - + Subt.
Mp-9D R F - + Subt./Cent
Mp-10A R F - + Subt.
Mp-10B R F - + Central
MP-10C S F - + Terminal
Mp-10D R A. - + Terminal
MP-12A2 S F - + Subt.
MP-12A1 S F - + Subt.
Mp-12F R F - + Central
Mp-13A R F - + Subt.
Mp-14B M F - + Subt.
MP-19A S F - + Terminal
MP-19C R F + + Subt./Cent.
Mp-20D R F - + Central
MP-22A R F - + Subt.
Mp-22B R A - + Central
Mp-22C R F - + Central
Mp-22D1 R AE - + Central
Mp-22E R F - + Central

S; Diizgiin, R; Purtiiklii, M; Mukoid, AE; Anaerobik, A; Aerobik, F; Fakiiltatif Anaerobik,
Subt.; Subterminal, Cent.; Central (Merkezi).

Izolatlarin karakterizasyonu amaciyla bir dizi fizyolojik &zellikleri incelendi. Bu
amagcla farkl sicaklik, pH ve tuz konsantrasyonlari gibi fizyolojik 6zellikleri test edildi
(Tablo 7). izolatlarin 27’si % 10’luk, 16’s1 % 15°lik NaCl ortamlarinda iireme
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gosterirken, pH 4.5-5.5 ve 8.5’ta ise biitiin suslarin tireyebildigi belirlendi. Sicaklik
tolerans testlerinde 10 °C ve 37 °C’de biitiin suslarin tireyebildigi, 45 °C’de ise MP7C,
MP7G ve MP12A1 suslarinin disindaki tiim susglarin tireyebildigi gézlendi.

Tablo 7. Izolatlarin fizyolojik 6zellikleri.

Sus No NaCl tolerans Sicaklik testi pH testi

%10 %15 10°C 45 °C 45 55 8.5
MP1B + + + + + + +
MP1D 2+ - + + + 2+ +
MP1E + + + + - 2+ +
MP1G - - + 2+ + 2+ 2+
MP2B 2+ + + 2+ + + +
MP4A + - + + + + +
MP5MEA + + 2+ 2+ + 3+ +
MP5MEB + - + + + 2+ 3+
MPG6A 3+ 2+ 2+ 2+ 2+ 2+ 2+
MP7B - - 2+ + + 4+ 2+
MP7C - + 2+ - + 2+ 2+
MP7F + - + + + + +
MP7G - + + - + 2+ +
MPOA + - 2+ + 2+ + 2+
MP9B + + + 2+ + 2+ 2+
MP9C + - + + + + +
MP9D - - + + + + +
MP10A - - 2+ 2+ + 2+ 2+
MP10B + - + 2+ + 2+ 2+
MP10C + + + + + + 3+
MP10D + + + + + 2+ +
MP12A2 + 2+ 3+ 2+ + + 2+
MP12A1 - - 2+ - 2+ + 2+
MP12F + + + + + + +
MP13A 2+ - 2+ 2+ + 2+ 2+
MP14B + - 2+ + + + 2+
MP19A1 3+ 2+ + 3+ 3+ 2+ 2+
MP19C + - + + + 3+ +
MP20D 2+ - + + + 2+ 2+
MP22A2 + - + 2+ + + +
MP22B + + + + + + +
MP22C + - 2+ + 2+ + 2+
MP22D1 + + + + + + +
MP22E + + + + + + +

-; ireme yok, +; zay1f tireme, +; iyi lireme, 2-3+; ¢ok iyi lireme

Calismada kullanilan izolatlarin geleneksel yontemlerle tanimlanabilmesi igin
Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology (Kandler ve Weiss, 1986) ve The
Prokaryotes (Slepecky ve Hemphill, 2006) kaynaklarinda belirtilen fizyolojik
ozelliklerinin yaninda bir dizi biyokimyasal &zellikleri de test edilip degerlendirildi
(Tablo 8). Bakterilerin ¢ogunlugunda oksidaz ve katalaz reaksiyonlari pozitif oldugu,

bazilarinda zayif pozitif reaksiyon gosterdigi belirlendi. IMVIC test sonuglarina
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bakildiginda; metil red reaksiyonuna gore izolatlarin ¢ogu pozitif, sitrat testine gére 7’si
pozitif, indol iiretimi bakimindan ise tiimii negatif olarak belirlendi. Iki seker (KIA)
testine gore ise izolatlarin ¢ogu dip asit yiizey asit sonu¢ verip, H,S ve gaz olusumu

gostermedi.

Tablo 8. izole edilen kiiltiirlerin biyokimyasal test sonuglari.

KIA
HS G

Sus Oks. Kat. ind. MR. Cit Nit.

MP1B
MP1D
MP1E
MP1G
MP2B
MP4A
MP5MEA
MP5MEB
MPGA
MP7B
MP7C
MP7F
MP7G
MP9A
MP9B
MP9C
MP9D
MP10A
MP10B
MP10C
MP10D
MP12A2
MP12A1
MP12F +
M13A
MP14B
MP19A1
MP19C
MP20D
MP22A2
MP22B
MP22C
MP22D1 ++ - - 2+ 2+
MP22E + + - - - + A A - -

- - - ++
- + - +

|
+
+

2+

- 2+

>>» > > <

+ + + + +

k. - -

1
+ + 4+ +
1

- ++

+ + W

+
- +/*

+ + o+ !

o+ o+ o+ o+ o+

+ + + '

+ +

> > > > >>>»2>>»2>>»>>» >0
>

>>»2>2>2>>»>»>»>»>>

>

k.

>

k. - -

+ + + + o+

+
>>»>2>2>>>>
>>»>2>2>>>>

- + [*
3+ 2+
2+ -

- +

- 2+

1
+ + 4+ + + K H + H + + H + + + + + + + + + + + + + +
1

>

k. - -
k. - -

>

K.

+
+
>

1
H + + + + + + + + + + + + + +
1

+ -

++ - - ++

++ - + - -

+ + + + + + o+

>>» > > >
>>»>»>>>

In; Indol, MR; Metilred, Cit; Sitrat, KIA: Ug seker, D: Dip, Y; Yiizey, A: Asit, Alk.; Alkali, G; Gaz, Nit;
Nitrat, -; ireme var ancak test sonucu olumsuz, +; zayif pozitiflik, +; Sonu¢ olumLu, 2-3+; Sonug ¢ok
iyi, *; nitrite indirgenme
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Calismada izole edilen bakterilerin geleneksel yontemlere gore tiir tanisina

bakildiginda; sirasiyla % 23,53 B. mycoides, % 11,76 B. pumilis ve B. coagulans, %

8,82 B. circulans, % 5,88 B. cereus, % 2,94 B. polymyxa, B. fastidiosus ve B.

megaterium olarak tanmimlanirken, 10 izolat ise Bacillus sp. olarak tanimlandi (Tablo 9).

Tablo 9. Geleneksel tan1 metotlarina gore tiir dagilimlari.

Sus No Tiirii Sus No Tiirii

MP1B Bacillus sp. MP10A Bacillus sp.
MP1D B. coagulans MP10B B. cereus
MP1E Bacillus sp. MP10C B. circulans
MP1G B. mycoides MP10D B. mycoides
MP2B B. pumilis MP12A2 B. circulans
MP4A B. coagulans MP12A1l Bacillus sp.
MP5MEA B. pumilis MP12F Bacillus sp.
MP5MEB B. polymyxa MP13A B. coagulans
MP6A B. circulans MP14B B. pumilis
MP7B B. cereus MP19A1 B. pumilis
MP7C B. coagulans MP19C B. mycoides
MP7F Bacillus sp. MP20D B. cereus
MP7G Bacillus sp. MP-22A2 B. mycoides
MP9A B. mycoides MP22B B.megaterium
MP9B Bacillus sp. MP22C Bacillus sp.
MP9C Bacillus sp. MP22D1 B. mycoides
MP9D B. fastidiosus MP22E B.mycoides

3.2. Suslarin Bazi Enzim Aktiviteleri ve Bitki Gelisimini Tesvik Eden Ozellikleri

Calismada tanimlanan bakterilerin bir dizi enzim aktiviteleri (kitinaz, amilaz,

proteaz, karboksi metil seliilaz, lesitinaz ve jelatinaz) ve bitki gelisimini tesvik eden

(Siderofor iiretimi, Fosfat ¢oziiniirliigli, ACC deaminaz aktivitesi ve Amonyum iiretimi)

faktorleri sivi/agar plak yontemiyle test edildi (Tablo 10).
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Bakterilerden MP1E, MP2B ve MP19Alsuslarinda kitinaz aktivitesi pozitif olarak
belirlendi. Suslarin 3’tinde giiclii olmak iizere toplam 12’sinde amilaz aktivitesi varligi
belirlendi. Proteaz aktiviteleri incelendiginde ise suslarin 20°si giicli aktivite
gosterirken, 8’inin daha zayif aktivite gosterdigi belirlendi. Suslarin 7’si gliclii olmak
tizere 15’inde karboksi metil selillaz ve 4’1 giiglii olmak tizere 12’sinde lesitinaz
aktivitesi gozlendi. Suslarin jelatinaz ozelliklerine bakildiginda ise 16 izolat pozitif
olarak tespit edildi.

Tablo 10. Tanimlanan bakterilerin bazi enzim aktiviteleri ve bitki gelisimini tesvik edici

ozellikleri.
Sus Ure. Kit. Aml. Pro. CMC Les. Jel. Sid. Fos. Coz. ACC NH;
v/zZ v/zZ Dea. Ure.
(mm) (mm)

MP1B - - - 5+ - - + 15/28 - + 2+
MP1D - TE TE - TE - - 8/23 10/20 - +
MP1E - 2+ TE 4+ - - - 10/21 - + 2+
MP1G + - - 3+ - - + 10/15 - + 2+
MP2B - 2+ + 3+ - - TE 5/11 - - 2+
MP4A - - + 5+ 3+ - + 36/46 - + 2+
MP5MEA + - - 4+ 2+ + - 9/20 - - 2+
MP5MEB1 - - + 4+ - - - 6/8 - + 2+
MP6A - - 2+ 4+ 3+ 4+ + 5/8 - + +
MP7B - - + 4+ + 4+ + 9/26 11/17 + 2+
MP7C - - - 4+ - + TE 10/17 12/17 + 2+
MP7F 2+ - - + TE - TE TE TE TE TE
MP7G - - + + - - TE TE TE TE TE
MP9A - - TE + TE - - 10/23 11/26 + 2+
MP9B 2+ - TE - TE - - TE TE - -
MP9C 3+ - - - TE - TE 3/14 - - 2+
MP9D - TE - TE TE - - 9/20 11/25 + 2+
MP10A - - - 5+ - 4+ - 8/12 - - 4+
MP10B - - - 2+ - 2+ - 10/16 - + 2+
MP10C - - - + 3+ - - 2/4 11/25 - +
MP10D - - - 3+ 3+ + - 12/24 2/2,5 - 2+
MP12A2 + - + 2+ + - + 10/17 13/30 + 2+
MP12A1 + - + 2+ + - + 10/26 - - 2+
MP12F - - TE 1+ TE + + 12/26 - - 2+
MP13A - - - 5+ + 4+ + 5/8 18/18 - 4+
MP14B + - - - 3+ - - 17/31 13/15 + 2+
MP19A1 - + + 4+ TE + + 14/20 - - 2+
MP19C - TE TE 4+ 2+ - + 13/40 - + 2+
MP20D - - - - - - - 3/5 11/15 + +
MP22A2 + - 2+ 4+ 3+ + + 31/40 - + 2+
MP22B + - + 5+ 2+ - + 30/32 - + 2+
MP22C - TE - 2+ 2+ + + 7122 - - 2+
MP22D1 2+ - 2+ 4+ - - + 14/23 - + 2+
MP22E - - - 4+ 3+ - + 16/32 - + 2+

U; Ureme, Z; Zon gapi, -; aktivite yok, +; aktivite var, Siderofor iiretimi ve Fosfat Coziiniirliigii igin
1-9 mm; aktivite var, 10-19 mm; aktivite iyi, >20; aktivite ¢ok iyi, TE: Test edilmedi.
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Sekil 4. Bakterilerde lesitinaz (1. Plak; beyaz zon olusumu) ve proteaz testi goriintiisii
(2. Plak: pozitif, 3. Plak: negatif sonug).

Izolatlarin 31’inde siderofor varlig: saptanmis olup % 58,82 sinde giiglii pozitiflik
gozlendi (Sekil 5). Izolatlarin 5’inde fosfat ¢oziiniirliigii (Sekil 6), 19’unda ACC
deaminaz (Sekil 7) pozitifligi yiiksek diizeyde tespit edildi. Izolatlarin 31’inde
amonyum tiretimi goézlenirken 2’sinde (MP10A ve MP13A) ¢ok yiiksek diizeylerde
oldugu belirlendi (Sekil 8).

Sekil 5. Demir igeren besiyerinde siderofor iiretiminin belirlenmesi. -; mavimsi alan
siderofor negatif, +; Sarims1 zon siderofor pozitif, 47: MP19C, 62; MP19Cl,
45: MP10C.
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Sekil 6. Fosfat igeren besiyerinde fosfataz enzimi (seffaf zon goriiniimii testin
pozitifligini verir) aktivitesi.

Sekil 7. Amonyum siilfat ¢oziinlirliigii aktivitesinin (kirmizilik artikga aktivite artar)
belirlenmesi. RK; Nessler ayiragh negatif kontrol, BK; Besiyeri kontrol, UK;
Bakteri tireme kontrol, +; zayif, 2-3+; iyi, 4+; ¢ok iyi aktivite varlig.

Sekil 8. Bakterilerde ACC deaminaz aktivetisinin varlig1 (koloni {iremesi testi
pozitif kilar).
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Calismada suslarin indol asetik asit iiretme yetenekleri spektrofotometrik
yontemle arastirildi. Test edilen 31 o6rnegin 11’inde (MP10B, MP1G, MP5MEB1,
MP7B, MP9C, MP9D, MP10D, MP12F, MP22Al, MP22D1 ve MP22E) c¢ok iyi
diizeyde aktivite gozlenirken, 1 susta ise aktivite olmadig1 gézlendi (Tablo 11 ve Sekil

9).

Sekil 9. IAA aktivitesinin (pembe r
goruniim.

Tablo 11. Mikroorganizmalarin indol asetik asit (IAA) aktiviteleri.

Sus No TAA Aktivite degeri Sus No TAA Aktivite degeri
MP1B 10,37+4,37 MP10A 13,13+6,08
MP1D -2,34+0,06 MP10B 16,05+0,30*
MP1E 5,29+0,10 MP10C 9,70+0,22
MP1G 25,13+10,94* MP10D 17,11+0,77*
MP2B 11,39+1,07 MP12A2 12,08+3,27
MP4A 13,63+0,99 MP12A1 7,82+1,55
MP5MEA 0,14+£1,01 MP12F 20,03+0,57*
MP5MEB1 15,56+0,22* MP13A 12,89+1,85
MP6A 14,22+0,60 MP14B 14,78+0,18
MP7B 26,85+2,29* MP19A1 11,90+1,12
MP7C 11,51+0,14 MP19C 10,24+0,61
MP7F TE MP20D 9,07+0,12
MP7G TE MP22A1 16,02+3,74*
MP9A 8,79+0,35 MP22B 11,94+0,97
MP9B TE MP22C 14,34+0,22
MP9C 19,66+1,77* MP22D1 16,71+2,86*
MP9D 23,66+1,35* MP22E 15,89+0,29*

TE; Test edilmedi, <0; Aktivite yok, 0-9; Aktivite var, 10-15; Aktivite iyi, */ >16; Aktivite ¢ok iyi
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3.3. Bakterilerin Metal Toleranslarinin Belirlenmesi

Calismada test edilen suslarin 4 farkli (kursun, glimiis, bakir ve ¢inko) agir metal
varhiginda 1, 2,5, 5 ve 10 mM konsantrasyon ortamlarinda iireme 6zellikleri incelendi.
Suslarin tiimiiniin 1 mM ¢inko varliginda rahat tiredikleri, diger konsantrasyonlarda
zorlandiklar1 ve zayif bir ireme gosterdikleri belirlendi. Giimiis varliginda 1 mM’da 29
susun ireyebildigi, 9 susun ise daha iyi lireyip seffaf zon ve kararmalar olusturdugu
gozlendi. MP4A ve MP7F suslarinin ise glimiisiin 4 farkli konsantrasyonunda da tireme
gosterdigi, seffaf zon ve kararmalar olusturdugu gozlendi. Bakir varliginda 29 susun 1
mM’lik konsantrasyonlarda, 20 susun 2,5 mM’da, 1 susun (MP9C) 5 mM’da, 8 susun
ise bakirin tim konsantrasyonlarinda tireme Ozelligi gosterdigi belirlendi. MP7C2
susunun besiyerinde kararmalar olusturdugu, MP9C’nin ise bakir i¢in en iyi lireme
potansiyeline sahip sus oldugu belirlendi. Eskiyen kiiltiirlerin kolonilerinde daha bariz

renk degisimlerinin oldugu besiyeri renklerinin agildig1 gozlendi (Tablo 12, Sekil 10).

Sekil 10. Farkli konsantrasyonlarda giimiis nitrat, bakir siilfat, ¢inko kloriir ve kursun
nitrat varliginda iireme (kiiltlirlerin 7. giin sonuglari).
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Tablo 12. Bakterilerin MHA ortaminda, metal tuzlarimin farkh (1, 2,5, 5 ve 10 mM)
konsantrasyonlarinda iireyebilme ve zon ¢aplari (mm).

Sus AgNO; (mM) CuCl, (mM) Pb NO3z; (mM) ZnSO,4 (mM)

NO 1 25 5 10 1 255 10 1 25 5 10 1 25 5 10
MP19A + - _ _ 17 10 _ 17k 15 3 -

MP12A + _ - _ 18 10 =+ =+ 16 16 + 3 -

MP10D 13/15  _ 10 +k 20 17 _ 19kk 14 kk 13k 6 _ _ -

MP20D + 6k + _ 7 23 kk 12 kk 2 _ _ -

MP1G 11/13 _ _ + + + 30 17k 6Kk 18 + + +
MP5MEB + B _ 15 + + 2k 16k 14kk 21 _
MP7G 6/8  _ _ _ 17 15 + _ 12k 10kk 0 _ _ _
MP2B + + *k _ 18 14 _  _ 23 14k _ 3
MP22A L . _  _ _  _ 19k 16k _ _ 13 _ _ _
MP22D1 _ _ _ 15 13 _ _ 15k 13k 1k _ 14 _ _ _
MP12F 10/11 _ _ 11 _ _ _ 16k 15k 12 _ 3
MP13A _ _ _ 53 16 £+ _ 60 40 23/56s10k 14 _ _ _
MP22B + + 5/6 - 28 10 + _ 28k 20k 14k <+ 17 12 10 _
MP5MEA 9/10k  +k 6k 18 19 + <+ 29kk 20k 14k =+ 18 +
MP1D + _ _ _ 8 _ _ _ 18k 18k + + 10 £ =+ _
MP10E + _ _ _ . _ _ _ 9 3k 10r 13 13 13 _
MP1E e 19 17 _  _ 17k 18k 10rd 13 + +
MP9D 11/13k 67k  _ 19 13 _ 26k 17kk 10rd 13 12 12 =+
MP7B 10 _ _ 3k 41 15 _ _ 40 3k 19/50s 10 21 14 + <+
MP9A 10 _ _ _ 6 15 _ _ 15 14 _ _ ;.-

MP22E L [ ¥ A V' 16 = =
MP6A 10 _ _ _ 23 16 _ _ 45 34 25/48ks _ 18 + £+ +
MP10B o 16 15 _ _ 17kk 16kk 14/16 15 12 + =+
MP9C 11 + 1 18 16 12 + 19 19 11 _ 17 14 £+ +
MP19C + + + _ 24 _ 22k 20kk 10Kk 16 = + =
MP1B + _ _ _ _  _ _ _ 3k 33k 11kk =+ 20 _ _ _
MP22C + _ _ _ 15 13 + <+ 15k 18kk =+ + 20 20 = =+
MP4A 1520 + 7/8k 7/10s + 20 19Kkk 12/17ks = 15 = <+ =
MP10A £ 58 45 40 29/46 =+ 21 + +
MP12A1 15/12s 10 10 60 19 17 =+ =+ 18 16 + + 17 o
MP10C + _ _ _ . _ _ 16 + + _ 1. _ _ _
MP7F 8k/11s + 30kM40s + 21 20 _ _ 19 17 1
MP7C2 + + 8 19kk _ _ _ 25k 8 _ 1 _ _ _
MP14B + + 8 15 13 + <+ 18kk 16kk =+ 16

k; kararma, kk: koyu kahve rengi, s; seffaf zon, rd: renk degisimi, ; ../..; ireme/zon ¢ap1
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Kursun varliginda ise 1 mM ve 2,5 mM’lik konsantrasyonlarda tiim suslarin
iireyebildigi gozlendi. Ureyen suslarin bazilarinda hidroliz zonuna rastlanirken
bazilarinda ise kararmalar gozlendi. Kursunun 5 mM’lik konsantrasyonlarinda 25 susun,
10 mM’da ise yanlizca 10 susun iireyebildigi ve en iyi lireme potansiyeline sahip
suslarin sirasiyla MP 13A, MP 22B, MP5 MEA, MP 7B, MP 6A, MP 4A ve MP 10A
olduklar1 tespit edildi (Tablo 12). Kursun metali varliginda en iyi iireme ve reaksiyon
gosteren MP7B susunun kolonilerinde kahverengiden siyahlanmaya doniisen bariz renk

degisimleri ve koloni etraflarinda seffaf hidroliz zonu olusumlar: gézlendi (Sekil 11).

Sekil 11. Kursun iceren MHA besi ortaminda kiiltiir edilen suslara zon olusumu (5
mM) ve kremden kahverengi-siyaha doniisen renklenmeler (1 mM).

Kursun metali varliginda iireme kat1 agar ortaminin yani sira sivi kiiltiir ortaminda
da denendi ve benzer sonuglar olusturdugu gozlendi. 2,5 mM ve 5 mM’da
konsantrasyonlarinda hazirlanan kursunlu kiiltiirlerde tiremenin ¢ok iyi oldugu, kiiltiir
ortaminda siyahlanmaya doniisen renk degisimleri ve seffaflasmalarin oldugu goézlendi

(Sekil 12).
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Sl 12. Kursun igeren HB besi ortaminda kiiltiir edilen MP4A susunun 2,5 mM ve 5
mM ortamlarinda ki renk degisimleri.

Bakterilerin test edilen parametreleri (bitki gelisimini tesvik etme yetenekleri,
enzim aktiviteleri, metaller varliginda tireme ve ozellikle de kursun varliginda en iyi
tireme) incelenerek en iyi etkinlige sahip olan suslardan 3’1 secildi. Bu suslarda kursun
tuzunun minimal inhibisyon (MIC) ve minimal bakterisit (MBC) konsantrasyon

degerleri, sivi mikrodiliisyon yontemiyle test edildi (Tablo 13).

MIC konsantrasyonlari incelendiginde kontrol sus olarak kullanilan B. subtilis
W168°de dahil olmak iizere MP7B ve MP9D suslarinin benzer oranda kursuna direncli
(25 mM/L) olduklari, ancak MP6A susunun ise 12,5 mM/L konsantrasyona direngli
oldugu belirlendi. Kursun nitratin bakterisit konsantrasyon degerleri incelendiginde,
kontrol susu hari¢ diger suslarin birbirine benzer sekilde 100 mM/L’nin iizerinde,

kontrol sus i¢in ise 100 mM/L degerlerinde oldugu belirlendi (Tablo 13, Sekil 13).

Tablo 13. Bakterilerin kursun toleransinin sivi diliisyon yontemiyle MIC ve MBC
degerlerinin belirlenmesi.

Inhibisyon (mM/L)
Ornek No MIC MBC
MP6A 12,5+0 >100
MP7B 25+0 >100
MP9D 25+0 >100
*B. subtilis W168  25+0 100

*: kontrol olarak kullanildi.
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Sekil 13. MP7B ve MPID suslarinin kursun toleransinin MBC sonuglari.

3.4. Kursun Varhginda ve Yoklugunda Farkl pH’larda Bakterilerin Ureme Egrisi

Calismada kursun varliginda iyi iireyen 3 susun farkli pH ortamlarinda (pH 5.0-

7.5 araliginda) biiyiime Ozelliklerinin belirlenmesi i¢in optimum iireme 1silarinda

kursunlu ve kursunsuz ortamlarda lireme egrileri Dansitometre (Bioscrin C) cihazi
yardimiyla arastirildi (Sekil 14, 15 ve 16).

Kursunsuz ortamda MP6A susunda pH 6.0-6.5 araliginda tiremenin diisiik oldugu,

logaritmik faza ancak 10-16 saatte ulastigi sonrasinda stasyonel faza gectigi gozlendi.

Diger diisiik ve yiiksek pH degerlerinde iyi iiredikleri pH 5.0’de ise 15-16. saatlerden

sonra bir sicrama yaptigr gozlendi. Kursun metali varliginda ise iiremenin diisiik pH

degerlerinde (pH 5.0-5.5) daha fazla olmak tizere genel olarak etkilendigi,

yogunlugunun diistiigi, logaritmik fazin 8-16 saatte bittigi gézlendi (Sekil 14).
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Sekil 14. MP6A susunun farkli pH’larda kursunlu ve kursunsuz ortamda biiyiime egrisi.
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MP7B susunun 3 mM metal varliginda ve yoklugunda iiremelerinde onemli
sayilacak bir degisikligin olmadig1 gozlendi. Metalsiz ortamda pH 6.0-6.5 araliginda
logaritmik fazin uzadig1 ancak lireme yogunlugunun neticede degismedigi, ancak pH
5.5’de 16. saatten sonra ikinci bir logaritmik evre gostererek yogunlugun 2 kat arttigi
gozlendi. Metal varliginda ise diisiik pH degerlerinde (pH 5.0-5.5) iiremenin bir miktar
etkilendigi, pH arttik¢a iiremenin diisiik pH degerlerine gore daha iyi oldugu ancak
aralarinda 6nemli bir farkliligin olmadigi gézlendi (Sekil 15).
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Sekil 15. MP7B susunun farkli pH’larda kursunlu ve kursunsuz ortamda biiyiime egrisi.

MPID susunda metalsiz ortamda liremenin pH 6.0’da ¢ok pH 6.5’de daha az
olmak tizere etkilendigi, diger pH degerlerinde 16 saate kadar benzer tireme hizi ve
yogunluguna sahip oldugu, ancak pH 5.5 de ise bir artis olusturdugu goézlendi. Metal
varliginda ise diger suslarda oldugu gibi diisiik pH’larda (5.0-5.5) liremenin olumsuz
yonde etkilendigi, diger tim pH degerlerinde biraz daha diisikk yogunlukta olmakla

birlikte benzer ireme yogunluguna ve hizina sahip olduklari gozlendi (Sekil 16).
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3 mM Pb varliginda 420-580 nm spektrum Pb'siz besiyerinde 420-580 nm spektrum
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Sekil 16. MP9D susunun farkli pH’larda kursunlu ve kursunsuz ortamda biiylime egrisi.

3.5. MP7B Susunun Kursun Adsorbsiyon Yeteneginin Belirlenmesi

Kursunun besi ortamiyla olan etkilesimini belirlemek amaciyla su ve MHB
ortamlarinda 1-10 mM Pb igeren standart soliisyon hazirlanip ODy75.450 nm dalga
boyunda spektrum alinarak standart egri ¢ikarildi (Sekil, 17). Bu sekilde gozlendigi
tizere su ortam1 ve MHB besiyeri ortamlar1 arasinda 6nemli bir farklilik gézlenmedi
(Sekil, 18). Dolayistyla MHB besiyerinin kursun absorbsiyonunun suya yakin degerlere
sahip oldugu belirlendi.

Pb standart grafigi
y =0,0028x + 0,1991

0,23 - R?=0,9871
0,225 -
0,22 -
0,215 -
0,21 - @su

0,205 - B MHB

Absorbans

0,195 T T T T T 1

Pb Konsantrasyon

Sekil 17. Kursunun MHB besiyeri ve su ortamindaki standart egrisi.
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Su ve MHB ortaminda absorbans araliklari
4
3,5 =5 mM Pb Su
3 =3 mM Pb Su
5 ——2.5mM Pb Su
8 25
@ e—1.25 mM Pb Su
g 2
5 Kontrol su
2 1
< L3 MHB 5 mM Pb MHB
1 3 mM Pb MHB
0,5 Su 2.5 mM Pb MHB
0 1.25 mM Pb MHB
250 300 350 400 450
Kontrol MHB
Spektrum araligi (250-450 nm)

Sekil 18. Kursunun MHB besiyeri ve su ortamindaki absorbans egrisi.

Bir dizi 6zellikler agisindan incelenerek segilen ii¢ sus (MP7B, MP6A ve MP9D)
kursun absorblama/indirgeme yetenekleri incelemek amaciyla 3 mM kursun varliginda
farkli pH (pH 5.0-7.5) aralifinda MHB besi ortaminda test edildi. Bu 6zelligi en uygun
olan susun MP7B susu oldugu gozlendi. Dolayisiyla tezde sadece bu susun degerleri

verildi.

MP7B susu 3 mM Pb varliginda ve kontrol olarak kursun yoklugunda, pH 5.0-7.5
ayarlanmig MHB besi ortamlarinda 150 rpm’de g¢alkalamali inkiibatérde 36 °C’de
inkiibe edilen kiiltiirlerden 48, 72 ve 96. saat periyotlarinda absorblama/indirgeme
degerlerinin belirlenmesi amaciyla &rnekleme yapildi. Orneklerin  250-700 nm
araliginda UV-Vis Spektrofotometrede absorbans degerleri olciildiigiinde 340-350
nm’de MP7B susu pik olusturdu ve bu pikin kursun ait oldugu goézlendi (Sekil 19).

oo

Spektrumun hem kiiltiir siiresine gére hem de pH degerine gore degistigi gozlendi.
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48 s.'lik kiltir sonucu

4 = MP7B+Pb pH 5.0
3,5 K s MP7B+Pb pH 5.5
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T 15 b e MHB+Pb pH 5.0
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05 | a : e MHB+Pb pH 6.5
0 ' MHB-+Pb pH 7.0
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MP7B Pb'siz b

Spektrum araligi (250-700 nm)

Sekil 19. MP7B susunun Pb’li ve Pb’siz farkli pH’larda 36 °C’de 48 s. inkiibasyondan
sonra 250-700 nm dalga boyunda alinan spektrumlari.

Spektrofotometrik dlgiimlerde baslica ii¢ grup egri gozlendi. Birinci grupta farkl
pH araligina ayarlanmig MHB+PD yer aldigi, absorbanslarinin ¢ok diisiik oldugu ve pH
farklihginda degismedigi gdzlendi. Ikinci grup absorbansta ise MP7B susunun
kursunsuz kiiltiir filtrat1 yer aldig1 ve kursuna 6zgii bir absorbansin olmadig1 belirlendi.
Uciincii grup absorbans ise farkli pH araligindaki MP7B+Pb (3 mM) varliginda
gozlendi. Absorbans degerinin pH 5.0°de diisiikk oldugu, en yiiksek degerin pH 5.5-6.5
araliginda olustugu gozlendi (Sekil 19). Bu sonuglar kiiltiiriin kursun varliginda iiremesi

i¢in en uygun pH araliginin pH 5.5 - 6.5 oldugunu gostermektedir.

Inkiibasyon siiresi incelendiginde 48 saatteki absorbans ile 72 ve 96. saatteki
absorbans degerleri arasinda inkiibasyon siiresi arttik¢a absorbans degerinin 320-340
nm dalga boylarinda arttig1 izlendi (Sekil 19-21). Bu sonuglara dogrultusunda MP 7B
susunun metali bagladigi/ya da indirgemis oldugu belirlenmis olup bitki denemesinde
bu susun kullanilmasi ve denemelerin pH 5.0 disinda herhangi bir pH’da yapilmasi

gerektigi tespit edildi.
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72 s.'lik kiltiir sonucu

> = MP7B+Pb pH 5.0
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Sekil 20. MP7B susunun Pb’li ve Pb’siz farkli pH’larda 36 °C’de 72 s. inkiibasyondan
sonra 250-700 nm dalga boyunda alinan spektrumlari.

96 s'lik kultir sonucu
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Sekil 21. MP7B susunun Pb’li ve Pb’siz farkli pH’larda 36 °C’de 96 s. inkiibasyondan
sonra 250-700 nm dalga boyunda alinan spektrumlari.

3.6. Kursun ve Bakteri Varhginda Misir Tohumunun Cimlenme Basarisi

Birgok ozellikleri acisindan (bitki gelisimini tesvik eden oOzellikleri, metal
tolerans1 ve metal baglama kapasitesi vb.) incelenerek yapilan sus se¢cimine gére MP7B
ve MPID suslart belirlendi ve bu suslarin 3 mM Pb varliginda musir bitkisinin
¢imlenmesine olan etkinligi arastirildi. Bu amagla her bir deneme grubu igin 3
tekerriirlii olmak tizere toplamda 30 (10X3) adet misir tohumu bir hafta ¢cimlendirilerek

¢imlenme basarisi, koleptil (govde) ve radikula (kok) gelisimi parametreleri 6lgiildii.
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Cimlenme basarisi incelendiginde % 100 ¢imlenme kontrol grubunda 3. giinde,

kursun grubunda 5. giinde, MP7B ve MP7B+Pb gruplarinda 7. giinde gergeklestigi
gozlendi. MP9D susunda 7. giinde % 80 ¢imlenme basarist elde edilirken MP9D+Pb

grubunda % 86,7 oraninda bir artis oldugu gozlendi (Tablo 14, Sekil 22).

Tablo 14. Misir bitkisinin ¢imlenmesi tizerine Kursun (3 mM) tuzunun etkinliginin

belirlenmesi.

Deneme Giinliik ¢cimlenme Ortalama Ortalama Toplam agirhik Ort.
Diizeni yiizdesi (%) koleptil radikula sacak

3. 5. 7. Agirhgi Boyu Agirhgi Boyu Yas Kuru sayisi
Kontrol 100 100 100 0,16 5,07 0,39 14,15 0,55 0,255 3,63
Kursun 90 100 100 0,125 3,49 0,122 2,3 0,247 0,169 10,3
MP7B 66,7 90 100 0,081 2,633 0,191 8,05 0,272 0,1161 4,07
MP7B+Pb 90 93,3 100 0,131 3,583 0,118 2,67 0,303 0,172 8,23
MP9D 63,3 73,3 80 0,119 3,9 0,184 7,19 0,303 0,319 4,73
MP9D+Pb 60 73,3 86,7 0,104 2,883 0,117 2,957 0,221 0,140 9,27

Kursun grubundan alinan verilerin ortalamalarinin kontrol gruplarina gore paralel

bir azalis gosterdigi goriilmektedir. Bu farkliliklarin rastlantisal m1 yoksa gergek bir

olgu mu oldugunu anlayabilmek i¢in ANOVA testi yapildi. Pb varliginda test edilen 2

farkl1 bakteri susunun misirin ¢imlenmesi {izerine kontrol bitkisine gore plumula agirlig

hari¢ (p<0,05) diger parametreler agisindan incelendiginde p<0,01 diizeyinde anlaml

bir farklilik olusturdugu gozlendi.

-

kursunlu (3 mM) hem de kursunsuz ortamlarda ¢imleme goriiniimleri.
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Sekil 22 (devam). Misirin ¢imlenme deneyinin 5. giinlinde MP9D ve MP7B '
izolatlarinin hem kursunlu (3 mM) hem de kursunsuz ortamlarda
¢imleme goriintimleri.

Kursun varliginda sagaklanma hari¢ tiim verilerde kontrole gdre biiyiik oranda
azalma gozlendi. Sacaklanmada ise kursun varliginda bakterilerin kontrole gore

sacaklanma sayisint % 100’e varan oranda arttirdigi gézlendi (Tablo 14 ve Sekil 23).

Radikul boyu
Radikul adirhén
15— Sagaklanma

Holeptil uzunludgu
] <aoleptil agirhdn

10—

Genel ortalama dejerleri

=

o—
Hortrol HKursun MP7TE MP7EB+PLly MRS MPSD+Ply

Deney gruplar

Sekil 23. Cimlenme deneyinin kursun varliginda ve yoklugunda genel sonuglari.
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Parametreler radikula ve koleptil uzunlugu agisindan incelendiginde radikula ve
koleptil agirliklarina paralel bir sonu¢ elde edilmistir. En uzun radikula sirasiyla
kontrolden sonra MP7B, MP9D, MP9D+Pb, MP7B+Pb ve Kkursun gruplarmin
parametrelerinde gozlendi (Tablo 14, Sekil 22 ve Sekil 23). En uzun koleptil sirastyla
MP9D, MP7B+Pb, kursun, MP9D+Pb ve MP7B gruplarinda gozlendi. Kontrole gore
MP9D susunun MP7B susuna gore koleptil uzunlugunu arttirdigi, radikula uvzunlugunu
azaltigt gozlendi. Dolayisiyla 7B susunun bitkide strese neden olarak radikula
gelisimini arttirdig1 ve koleptil gelisimini azalttig1 distiniilmektedir. Kursun varliginda
ise tersi bir durum s6z konusu olup MP7B susunun MP9D susuna gore koleptil
uzunlugunu arttirdig1 gézlendi. Muhtemelen MP7B susunun metali absorbe ederek bitki

stresini azalttig1 disiiniilmektedir (Sekil 24).

[ <oleptil boyu
Hl R adikul boyu
15,00 -

=
o
=]
i

Ortalama uzunluklan (cm)

5,00
ab ab Bke

0,00
Hartrol Hursun MP7TE MP7E+Plx MPSID MPID+Pla

Deney gruplar
Sekil 24. Kursun varliginda ve yoklugunda suslarin misir bitkisinin kdk ve govde
uzunluklari.

Cimlenme radikula ve koleptil agirligi agisindan incelendiginde kontrole gére tiim
test edilen deneme gruplarinda bir azalmanin oldugu goézlendi (Tablo 14, Sekil 25).
Koleptil agirligi agisindan bakildiginda kontrolden sonra sirasiyla en agir MP7B+Pb,
kursun, MP9D, MP9D+Pb ve MP7B gruplart gelmektedir. Radikula agirligina
bakildiginda kontrolden sonra en agir olan gruplar ise MP7B, MP9D, MP7B+Pb,
MPID+Pb ve kursun seklinde siralanmaktadir. Yalnizca bakteri varliginda

incelendiginde MP9D’nin daha etkili oldugu, kursun varliginda ise MP7B’nin daha
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etkili oldugu gozlendi (Sekil 25).Sonug olarak radikula-koleptil uzunluk ve agirliklar:

arasinda dogru orant1 oldugu belirlendi.

Radikula ve koleptil toplam yas agirligina bakildiginda da kontrolden sonra en iyi
gelisme sirasiyla MP7B+Pb, MP9D, MP7B, kursun ve MP9D+Pb gruplarinda
gozlenmektedir (Tablo 14). Misir bitkisinin toplam yas ve kuru agirligindan yiizde (%)
su igerigi hesaplandiginda bakteri varliginda kontrole gore su igerigi arttifi, kursun
varliginda ise % 21,8 azaldig1 belirlendi. Bakteri kursun birlikteliginde ise kursun
kontrole gore su igerigi artig1 gézlendi. Bu sonuglar gostermektedir ki bakteri varliginda

bitkinin su tutma kapasitesi artmakta, kursun varliginda ise azalmaktadir.

Bl <oleptil agirhd
1 ] Radikul agirha

Ortalama agirfiklan (g)
1

ab de ab e ab b e

[w]
Hortrol Hursunm MP7B MP7TB+Pl MRS MPSD+Flo

Deney gruplar:

Sekil 25. Pb varliginda ve yoklugunda suslar1 misir bitkisinin kok ve govde agirliklart.

Sacaklanma verileri incelendiginde, kontrole gore tiim parametrelerin
sagaklanmay1 6nemli dlgiide arttirdigr gozlendi (Sekil 26, Tablo 14). Kursun varliginda
kontrole goére MP7B % 4,4, MP9D ise % 11 sagaklanmay: arttirdigi belirlendi.
MP7B+Pb birlikteliginde kontrole gore % 46, kursuna gore % 20,7 arttirdigi, MP9D+Pb
birlikteligi ise kontrole gore % 56,4 arttirirken kursuna gore % 10,3 arttirdig: belirlendi.
Sonug olarak MP9D’nin MP7B’ye goére kursun varliginda ve yoklugunda sagaklanmay1
daha da arttirdigr gozlendi. Bakteri kursun birlikteliginde ise kursun kontrole gore
MP7B’nin MP9D’ye oranla daha fazla sagaklanmayi azalttig1 izlendi. Bu sonuglar

gostermektedir ki sacaklanma strese bagli olarak kursun varliginda artmaktadir.
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Sekil 26. Cimlenme deneyinin kursun varliginda ve yoklugunda sacaklanma sonuglari.

Tim verilere genel olarak bakildiginda bakterilerin, ¢imlenmeyi kontrole gore
olumsuz etkiledikleri fakat kursun varliginda metal stresini azaltarak bitki gelisimini
olumlu yonde etkiledikleri gézlendi. Bu ¢alisma sonucunda saksi deneyinde kullanmak

tizere ¢cimlenme bulgusu en iyi olan MP7B susu se¢ildi.

Calismada segilen bu iic bakterinin tiir tanilarin1 kesinlestirmek amaciyla
molekiiler metotlar (16S rRNA sekans analizi) kullanildi. Ancak MP9D susu
tanimlanamadi. Yapilan filogenetik agaca gore MP6A’nin Bacillus sp. M-127-3 ile,
MP7B susunun ise B. thuringiensis 4-Sj-2-3-7-T susu ile benzer olduklart belirlendi
(Tablo 15, Sekil 27).

Tablo 15. Bakteriyal izolatlarin 16S rRNA gen benzerlikleri.

Izolat  Genbank Benzer Oldugu Bakteriler ~ Ortiisme  Benzerlik
No Numarasi (%) (%)
MP 6A KF641792.1  B. thuringiensis Y5 100 99
KF746881.1 Bacillus sp. M-127-3 99 99
KJ767341.1  B. thuringiensis IHB B 7196 99 99
MP 7B  KJ009512.1  B. thuringiensis 4-Sj-2-3-7-T 100 99
FJ763650.1  B. cereus S72 100 99
KF600767.1  B. thuringiensis SMR19 99 99
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Sekil 27. MP6A ve MP7B izolatlarinin filogenetik agaci.

3.7. Kursun Varhginda Misir Bitkisi Gelisimi ve ICP-OES Analizi

3.7.1. Kursun Varhginda Misir Saksi Deneyi Sonuclari

Caligsmada bir dizi parametreleri (bitki gelisimini tesvik etme, genis pH araliginda
ve metal ortaminda rahat iireyebilme, ¢cimlenme basarisina etkili olabilme bakimindan
incelendiginde MP7B susunun musir bitkisi sakst deneyinde kullanilmasina karar
verildi. Bu amagla misir tohumlari tek tek tartilarak 24-26 g olan saglikli misirlar se¢ildi
ve bir dizi islemlerden gegirilerek steril sartlarda 2 giin ¢cimlendirildi. Saglikli ¢imlenen
tohumlar uygun sekilde onceden hazirlanan saksilara yerlestirilerek iklim dolabinda
inkiibe edildi. Ug tekrarli (saks1) ve her saksida 5 adet tohum olmak iizere toplam 30
tohum test edildi (Tablo 16).

Tablo 16. Misir saks1 deney diizenegi.

Denekler Aciklamasi Denekler Aciklamasi

Konrtol Misir Pb100+MP7B Misir-Pb100 mg/kg+Bakteri
MP7B Maisir+Bakteri Pb200 Misir-Pb200 mg/kg

Pb100 Misir+Pb 100 mg/kg  Pb200+MP7B  Misir-Pb200 mg/kg+Bakteri
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Sakst deneyinde ¢imlenmenin 10. giiniinde (2 yaprakli hale geldiginde) 600
nm’de ODops3o olacak sekilde hazirlanmis bakteri (Bacillus thuringiensis MP7B)
stispansiyonundan 15 mL alinip 50 mL’ye steril distile suyla tamamland: (Sekil 28).
Kontrol grup disindaki saksilara, kok dibine gelecek sekilde topraga bakteri uygulandi.
Bakteri uygulamasindan 7 giin sonrasinda, kontrol grubu hari¢ diger saksilara steril
distile suda hazirlanan 100 ve 200 mg kursun soliisyonu uygulandi ve 7 giin daha

saksilar inkiibe edildikten sonra deney sonlandirildi. Bu esnada misir bitkisinin gorsel

degisimleri izlendi ve goriintiilendi (Sekil 29)

/
‘ )
/A

2
Sekil 28. Saksi deneyi. a) 1. hafta goriinimleri, b) Saks1 deneyi 2. hafta ‘deney diizenegi
goriintiileri.
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Seil 29. Saks1 deneyinin. 3. ve 4. hafta gelisim goriiniimleri.

Calismada toprak nemi ve misir koklerinin su igerigi hesaplandi. Tiim denenme
gruplarinin ortalama yas ve kuru agirliklar1 Tablo 17°de verildi. Kontrol grubunda nispi
su igerigi azalirken bakteri ve Pb200 mM ortaminda su igeriginin daha yiiksek oldugu
gozlendi. Buna paralel olarak kontrol kok su igerigi diisiik oldugu ancak stres faktorii

olan kursun varliginda ve bakteri varliginda kok su igeriginin artt1g1 belirlendi.

Misir bitkisinin kok yas agirligina bakildiginda kontrol grubunda yas agirlik en
diisiik iken (1,72 g) diger test parametrelerinde su igerigi 2 ya da 3 katina ¢ikmaktadir.
En vyiikksek yas agirhk MP7B+Pb200°de (7,117 g) gozlenirken bunu sira ile
MP7B+Pb100, MP7B, Pb100 ve Pb 200 seklinde takip etti. Bu durum kursun stresi
arttitkca bakteri birlikteliginde su tutma kapasitesinin de arttgin1 dogrulamaktadir.
Koklerin su kapasitesi kontrol grubunda % 80 iken, diger gruplarda % 93-94 araliginda
belirlendi (Tablo 17). Bu sonuglarda gostermektedir ki bitki stres kosullarinda su tutma
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kapasitesini arttirdig1 seklinde yorumlanabilir. Bu durum kursun stresi arttikga bakteri

birlikteliginde su tutma kapasitesinin de arttgin1 dogrulamaktadir.

Tablo 17. Torak nemi ve misir kokii yas ve kuru agirliklari.

Deneme Kok agirhg (g) Bitki Nem Toprakagirhg i  Toprak Nem
diizeni Yas Kuru Orani (%) Yas Kuru Orani (%)
Kontrol 1,72 0,342 80,12 10 4,143 58,57
Pb100 5,433 0,363 93,32 10 4,107 58,93
MP7B 5,847 0,370 93,67 10 3,877 61,23
MP7B+Pb100 6,357 0,400 93,71 10 4,047 59,53
Pb200 4,16 0,234 94,38 10 3,74 62,6
MP7B+Pb200 7,117 0,425 94,03 10 4,177 58,23

Kontrol grubuyla bakteri kontrol kiyaslandiginda bakteri varliginda sagcaklanma
sayist disinda tiim parametrelerde (siirglin, kok ve yaprak uzunlugu) artis oldugu tespit
edildi. Total yaprak uzunluklari kontrole goére kiyaslandiginda yalnizca 200 mg Pb

varliginda azalma gozlenirken diger parametrelerde artis bulunmaktadir

Bl <ontrol

B FL100 mg

40,00 ClrP7B

Bl F 100 mg+hP7FB
[l Pb200 mg

Bl L2000 mg+MMPT B

=0,00—

20,00

Ortalama degerler

10,00

0,00
Toplam vaprak Slargan uzuniudu &k u=uniudu Sagaklanma
u=uniudu

Bitki parametreleri

Sekil 30. Misir bitkisinin saks1 deneyi tiim verilerinin genel goriinimii.

Gruplarin veri parametrelerini kendi i¢inde karsilastirdigimizda kontrole gére 100
mg kursun varliginda gelisimin ¢ok etkilenmedigi ancak 200 mg kursun varliginda bitki
gelisim parametrelerinin (kok uzunlugu hari¢) dustiigii, bakteri varliginda ise bu
verilerin olumlu yonde artis gosterdigi belirlendi (Sekil 30, Tablo 18, 19). Kontrole gore

kursun konsantrasyonu artigina paralel olarak kok uzunlugunda artisin oldugu,
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sacaklanma sayisinda ise azalmanin oldugu gézlendi. Bakteri birlikteliginde ise 100 ve
200 mg’da kok uzunlugunu kursun gruplarina gore azalttigi, sacaklanmayi ise arttirdigi

belirlendi. Dolayisiyla bakteri varlig1 ortamdaki kursun stresini azalttigi kanisina varildi.

Tablo 18. Saksi1 deneyi istatistiksel verileri.

N Ortalama Std. Std. Min. Max.
Sapma Hata

Siirgilin uzunlugu 15 10,7667 1,17817  0,30420 7,50 12,00
Kontrol Kok uzunlugu 15 32,8333 7,33306  1,8934 15,50 44,00
Sagaklanma 15 11,6667 1,67616  0,43278 10,00 15,00
Total 105 19,4000 11,0917 1,0824 4,00 44,00
Top. yaprak uzunlugu 60 20,7333 11,3707  1,4679 5,50 40,00
Siirglin uzunlugu 15 10,7333  0,75277  0,19437 9,50 12,00
Pb100 mM Kok uzunlugu 15 35,1667 7,92750  2,0469 21,50 54,00
Sagaklanma 15 10,2667 1,48645  0,38380 8,00 13,00
Total 105 19,8714 11,9039  1,1617 5,50 54,00
Top. yaprak uzunlugu 60 20,7750 11,0513  1,4267 6,00 38,50
Siirglin uzunlugu 15 11,1333 0,51640  0,13333 10,00 12,00
MP7B Kok uzunlugu 15 34,2667  5,4309 1,4023 22,50 40,00
Sagaklanma 15 10,4000 0,98561  0,25448 9,00 12,00
Total 105 19,8429 11,3019 1,1029 6,00 40,00
Top. yaprak uzunlugu 60 21,6583 11,1331  1,4373 5,00 38,50
Pb100 MM+ Siirglin uzunlugu 15 11,2667 0,65101  0,16809 10,00 12,00
MP7B Kok uzunlugu 15 34,3333  4,6202 1,1929 27,00 42,00
Sagaklanma 15 10,5333 0,91548  0,23637 9,00 12,00
Total 105 20,3952 11,3289  1,1056 5,00 42,00
Top. yaprak uzunlugu 60 18,5000 11,0837  1,4309 5,50 35,50
Siirgilin uzunlugu 15 10,3000 0,95991  0,24785 8,50 11,00
Pb200mM Kok uzunlugu 15 39,2000 8,69483  2,24499 23,00 45,00
Sagaklanma 15 8,4000 0,50709  0,13093 8,00 9,00
Total 105 18,8429 12,88882 1,25782 5,50 45,00
Top. yaprak uzunlugu 60 21,2750 11,7982 15232 0,00 38,00
Pb200m M-+ Siirglin uzunlugu 15 11,0000 1,45160 0,37480 9,00 13,00
MP7B Kok uzunlugu 15 33,3667 4,31967 1,1153 26,00 39,00
Sacaklanma 15 10,7333 1,75119  0,45216 8,00 13,00
Total 105 20,0286 11,5304  1,1253 0,00 39,00
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Tablo 19. Saksi1 deneyi korelasyon tablosu.

Pb100 Bakteri Pbl100  Pb200  Pb200
Kontrol Kontrol Kontrol Bakteri Kontrol Bakteri

Kontrol Pearson 1 0,893 0,898 0913 0,853" 0,826

Correlation

Sig. (2-tailed) 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

N 105 105 105 105 105 105
Pb100mM_Kontrol ~ Pearson 1 09097 0,920” 0,841 0,868~

Correlation

Sig. (2-tailed) 0,000 0,000 0,000 0,000

N 105 105 105 105 105
Bakteri_Kontrol Pearson 1,934 08937 0,842

Correlation

Sig. (2-tailed) 0,000 0,000 0,000

N 105 105 105 105
Pb100mM_Bakteri  Pearson 1 0,900 0,873

Correlation

Sig. (2-tailed) 0,000 0,000

N 105 105 105
Pb200mM_Kontrol ~ Pearson 1 0,808

Correlation

Sig. (2-tailed) 0,000

N 105 105
Pb200mM_Bakteri  Pearson 1

Correlation

Sig. (2-tailed)
N

** dnemlilik derecesi p<0,01

Kontrol grubunda ortalama siirgiin uzunlugu 10,77 ¢cm, ana kok uzunlugu 32,88

cm bulunurken sagaklanma sayist 11,67 olarak belirlenmistir. Ortalama dort yaprak

haliyle sonlandirilan saksi deneyinde, 3. yaprak en uzun olup ortalama 33,50 cm

seklinde 6l¢timleri alindi (Tablo 18, Sekil 31).

Sekil 31. Kontrol grubu 4. Hafta saks1 deneyi goriintimleri.
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Bakteri (MP7B) grubunda, ortalama 4 yaprak olusmus, kontrole gore yaprak boyu
daha uzun olduklar1 ve en uzun yaprak olan 3. yapragin ortalama boyu 33,5 olarak tespit
edildi. Fide uzunlugu 11,13 cm, ana kok uzunlugu 34,27 cm bulunurken sagaklanma

sayisi 10,40 olarak belirlendi. Bakteri varliginda sacaklanma sayisi disinda tiim

parametrelerde artig gézlenmistir (Tablo 18, Sekil 32).

Sekil 32. Bakteri (MP7B) grubu 4. hafta goriintimleri.
Kursun 100 mg uygulamasinda kontrolle kiyaslandiginda siirglin uzunlugu ve kok
sacaklanmasinda azalma varken, ana kok ve toplam yaprak uzunlugunda az da olsa

artisin oldugu gozlendi (Tablo 18, Sekil 33).

Sekil 33. 100 mg Kursun uygulanontrol grubunun 4. hafta goriiniimleri.
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Bakterinin 100 mg kursun ile uygulanmasinda (MP7B+Pb100) kontrole gore
kiyaslandiginda, sagaklanma ve toplam yaprak uzunlugunda azalma gdzlenirken, diger
parametrelerde ise artis oldugu gozlendi. Sonuglar Pb100 ve MP7B ile kiyaslandiginda
siirglin ve yaprak uzunlugu azaldigi, kok uzunlugu ve sagcaklanma sayisinin da her iki

gruba gore arttig1 gozlendi (Tablo 18, Sekil 34).

Kok uzunlugunun kursunlu kontrolde 35,17 cm iken MP7B+Pb100 birlikteliginde

34,33 cm’e diistiigii, sagaklanma sayisinin da kontrole gore azaldig1 gozlendi (Tablo 18,

Sekil 34).

Sekil 34. 100 mg Pb+MP7B birlikte uygulanmis grubnun 4. hafta gortiniimleri.

200 mg kursun uygulanmis gruba bakildiginda tiim parametreler agisindan
istatistiksel olarak bir azalmanin oldugu fakat gozle goriiliir bariz bir etkilenmenin s6z
konusu olmadig1 goriilmektedir (Tablo 18, Sekil 34). Bakteriyle beraber 200 mg kursun
metali uygulandiginda ise hem kursunsuz kontrole hem de kursunlu kontrol gruplarina

gore istatistiksel olarak bir artis oldugu gézlendi (Sekil, 35).
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Sekil 35. 200 mgb+MP7B uygulanmis grubu (ilk 3 saks1) ile 200 mg Pb uygulanmis
grubunun (son saksi) 4. hafta gériiniimleri.

Toplam gruplar arasinda kursun varliginda ve yoklugunda misir bitkisi gelisimi
lizerine olan etkinlige bakildigi zaman kontrol (19,4000) grubuna gore kursun 100
(19,8714) ve bakteri grubunda (19,8429) az da olsa bir artigin oldugu ancak kursun 200
grubunda (18,8429) ise bariz bir azalmanin oldugu gozlendi (Tablo 18, Sekil 36).
Bakteri kursun birlikteliginde ise her iki (100 ve 200 mg) konsantrasyonlarda kontrole
gore total veride artigin oldugu gozlendi (p<0,01).

25,00

20,00

-
=u
-
—

—
—

15,00

10,00

Toplam veri ortalamalar

5,00

T T T T T T
Hortrol Pb100 mg MPTEB Pb100 mg+MP7TE Pb200 mg Pb 200 mg+MP7TB

Deney gruplarn

Error Bars: 95% CI
Sekil 36. Misir bitkisinin kursun varliginda ve yoklugunda gelisiminin toplam veri
analizine gore olusturulan grafik.
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3.8. Saks1 Deneyinde Kursunun ICP-OES Analizi Sonuclari

Calismada saksi diizeneginin hasati sonucunda toprakta kalan kursunun ve misir
bitkisinin kok ve yapraklarinda biriken kursunun tespiti i¢in numuneler mikrodalgada
yas yakma yontemiyle yakildi. Daha sonra ICP-OES cihazinda dlgiimleri alind1 (Tablo
20) ve sonuglar istatistiksel olarak degerlendirilmesine bakildiginda olgiilen tim
parametrelerin Kolmogorov-Smirnov testine gére normal dagilim gosterdigi belirlendi
(p>0,05).

Tablo 20. ICP-OES yaprak verileri ortalama degerleri ve standart sapmalari.

N Ortalama  Std. Std. hata % 95 Ort. giiven arahig Min. Max.

sapma Altsimr  Ust simir
Kontrol 3 2,2253 0,29255 0,16890 1,4986 2,9521 1,97 2,54
MP7B 3 0,5555 0,96221 0,55553 -1,8347 2,9458 0,00 1,67
Pb100 3 4,7220 5,01459 2,89518 -7,7349 17,1790 1,50 10,50
MP7B+Pb100 3 2,0555 0,63096 0,36429 0,4881 3,6229 1,33 2,50
Pb200 3 6,9997 0,33332 0,19244 6,1717 7,8277 6,67 7,33
MP7B+Pb200 3 3,1665 0,49998 0,28866 1,9245 4,4086 2,67 3,67
Total 18 3,2874 2,78359 0,65610 1,9032 46717 0,00 10,50

Yapilan ¢alismada kontrol grupta, yapraklarda 2,2253 ppm kursun belirlenirken
bakteri olarak kullanilan MP7B susunun varliginda yaprakta kontrol grubuna gore
yapraktaki kursun miktarimi azalmis oldugu goézlendi. Aynmi sekilde ortama 100 mg
kursun ilavesinde bitki yapraginda kursun miktarinin kontrole gore arttigi, bakteri
birlikteliginde ise % 50 oraninda alimin azaldigi gozlendi. Aymi sekilde 200 mg Pb
varliginda yapraktaki kursun miktari 6,9997 ppm Olciiliirken, bakteri birlikteliginde
yine % 50°den fazla yaprakta kursun alimini azalttigi gézlendi (Tablo 20, Sekil 37).
Sonug olarak bakteri varliginda misirin yapraklarinda biriken kursun miktar1 % 50°den

fazla azaldig1 gézlenmektedir.
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5,00

4,00

Yaprak kursun miktart (ppm)

=,00—

T T T T T T
Kortrol MPTE PR100 MP7TEB+PR100 Po2z200 MP7B+PBR200

0,00
Deney gruplar:

Sekil 37. Deneme gruplari arasinda yaprakta absorblanan kursun miktarlari.

Kokte yapilan ¢alismada, kontrole gore bakteri varliginda ortamda mevcut Pb’yi
bakteri tarafindan absorbe edildigi diistiniilmektedir. Ancak 100 ve 200 mg Pb
uygulandiginda, Pb miktar1 sirastyla 9,2219 ppm ve 17,4437 ppm 0lgiiliirken, bakteri
varliginda bu oranin ¢ok daha yiiksek seviyelere ulastigi gbzlendi. Bu oran Pb100
mg+MP7B birlikteliginde kursun kontrole gore % 25,9 oraninda, MP7B+Pb200’un
Pb200 kontroliine gore % 65,8 oranlarinda kokte kursun birikiminin arttigi belirlendi
(Tablo 21, sekil 38).

Tablo 21. ICP-OES kok verileri ortalama degerleri ve standart sapmalari.

N Ortalama Std. Std. % 95 Ort. giiven arahgr Min. Max.
sapma hata Alt sinir Ust simr

Kontol 3 2,264 ,898 ,518 ,034 4,493 1,33 3,12
MP7B 3 1,726 ,485 ,280 ,522 2,930 1,17 2,01
Pb100 3 9222 2,840 1,640 2,167 16,276 6,50 12,17
MP7B+Pbl100 3 12,444 ,510 ,294 11,179 13,709 12,00 13,00
Pb200 3 17,444 ,675 ,389 15,771 19,117 16,67 17,83
MP7B+Pb200 3 50,998 41,427 23,918 -51,912 153,908 21,33 98,33
Total 18 15,683 22,339 5,265 4,574 26,792 1,17 98,33

Bu sonucun yeni kontrol grubunda bakteri varligindaki toprakta Pb orani
azalirken, 100 ve 200 mg Pb ilave edildiginden kokte tutulan Pb’nin bakterili ortamda 2
ve 3 kat1 daha fazla oldugu gozlendi. Yaprakta tam tersi durumun s6z konusu olmasi
koke atag¢ olmus bakteri tarafindan Pb’nin tutuldugunu, bu bakterinin yikanamadig ve

dolayisiyla Pb’nin bu denli yiiksek ¢ikmasina sebep oldugu diistiniilmektedir (Sekil 36).
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Calismada toprakta kursun varligi incelendiginde veri gruplar1 arasinda varyans

analizi testine gore p<0,05 diizeyinde anlamli oldugu gozlenmistir.

50,00

50,00

40,00

=0,00—

Kdk kursun miktari (ppm)

20,00

10,00

1

0,00

T
Hontol

T T T T
MP7TEB P11 00 MP7E+Pk100 PB200 MP7E+FPB200

Deney gruplarn

Sekil 38. Deneme gruplari arasinda kokte absorblanan kursun miktarlari.

Islem yapilmamus test topraginda kursun miktarmin (8,110 ppm) musir ekilmis

kontrol grubundakine (3,507 ppm) gore yiiksek seviyelerde oldugu gozlendi. Buna gore

her ne kadar Pb, misir igin gerekli eser element olmasa da biinyesine aldigi, topraktaki

miktar1 azalttigi gézlenmistir, bu sonu¢ da misir bitkisinin biyoakiimiilator bir bitki

oldugunu dogruluyor.

Bakteri varliginda da topraktaki miktarin azaldigi, dolayisiyla bakterinin de

biyoakiimiilatér oldugu, kursunu bitki koklerinde depo ettigi gézlenmektedir. Ortama

100 mg kursun eklendiginde bakterinin Pb miktarini kontrole gore diisiirdiigii gézlendi.

Ancak 200 mg’da buna paralel gozlenmedigi bunun nedeni ise toprakta homojen

dagilmadig1 veya homojen 6rneklenme yapilamadigi diisiiniilmektedir (Tablo 22, Sekil

39).
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Tablo 22. ICP-OES toprak verileri ortalama degerleri ve standart sapmalari.

N Ort. Std. Std. %95 Ort. giiven arahi@i  Min. Max.
sapma Hata Alt stmir Ust simir
Kontrol 3 3,50 ,489 ,282 2,294 4,721 3,02 4,00
MP7B 3 2,94 1,018 ,588 ,415 5,474 1,83 3,83
Pb100 3 345,93 295293 170,487 -387,618 1079,479 116,66 679,14
MP7B+Pb 100 3 78,05 28,814 16,635 6,476 149,629 58,66 111,16
Pb200 3 234,78 1,751 1,011 230,419 239,117 232,99 236,49
MP7B+Pb 200 3 308,26 54,020 31,188 174,073 442,458 255,16 363,15
Test Topragi 3 8,11 ,674 ,389 6,438 9,784 7,33 8,50
Total 21 140,23 172,764 37,700 61,585 218,867 1,83 679,14
E 300,00
%
R - Dene{y*—gruplarl o ) R
Sekil 39. Deneme gruplar arasinda toprakta kalan kursun miktarlari.
Toprakta normal olarak bulunan (8,1108 ppm) kursunu musir bitkisi

gelistirildiginde % 56,77’sini absorblayarak 3,5074 ppm’e azalttig1 belirlendi. Bakteri

varliginda ise topraktaki Pb azalma oran1 % 63,7 seklinde daha fazla oldugu gozlendi

(Tablo 22).

Pb100 kontrol uygulamasinda topraktaki kursun miktart 345,93 ppm olarak

Olciilmiis, bakteri birlikteliginde ise (78,0524 ppm) bu miktar %54,87 oraninda azaldig1

gbzlenmistir. Ayrica kursun orani arttiginda (Pb 200mg) topraktaki kursun miktari

234,7684 ppm, bakteri Pb birlikteliginde ise 308,2654 ppm olarak 6l¢iildii. Bu uyumsuz

sonucun toprak Orneklemesini homojen olmayisindan kaynaklanmis olabilecegi

diistinilmektedir.
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Calismada kullandigimiz bakterinin ortamdaki kursun agir metalini ne kadar
absorblayabildigini belirlemek amaciyla yeni bir deney dizayn edildi. Bu amagla MP7B
susu, 3 mM Pb igceren ve pH 7.0’ye ayarlanmig MHB besiyerinde 36 °C’de 120 rpm’de
72 saat biliyiik hacimlerde kiiltiir yapildi. Kiiltiirler inkiibasyondan sonra 10 g’de
santrifiij ile ¢oktiiriildii. Sedim ve siipernatant kisim ayrilarak ICP-OES analizi yapildi.

Bakteri pelletinde yapilan incelemede ¢oklu karsilastirma testine goére Pb’siz pH
7.0 kontrol grubuyla Pb’li pH 7.0 ve pH 6.0 arasinda anlamh bir farklilik (p<0,01)
gozlendi. Bakterinin kursunu bagladigi, pH 7.0’da ise pH 6.0’a gore absorbansin daha
yiiksek oldugu (yaklasik 2 kat1 kadar) gézlendi (Tablo 23, Sekil 40).

Tablo 23. Bakterinin absorpladigi kursun miktarina ait verilerin ortalama degerleri ve
standart sapmalari.

N ort. Std. Std. % 95 Ort. giiven arahgi Min. Max.
sapma hata Altsimr  Ust simr
Pb'sizpH7.0 3 7,389 0,822 0,475 5,346 9,431 6,83 8,33
PbllipH7.0 3 11718,420 176,804 102,077  11279,216 12157,625 11514,54 11829,53
PblipH6.0 3  5623,664 41,842 24,158 5519,722 5727,606 5588,11 5669,77
Total 9 5783,158 5073,249 1691,083 1883,513 9682,802 6,83 11829,53
12 000,00 ——

10.000, 00—

=.000,00—

5.000,00—]

Bakteri kursun miktar (ppm)

4.000,00—

2.000 00—

0,00

T T T
Ph'siz pH 7,0 Kortrol PRl pH 7,0 PRl pH 8,0
Deney gruplar
Error Bars: 95% CI

Sekil 40. Bakterinin absorpladigi kursun miktari.

Siv1 kiiltiirde kalan kursun miktar1 incelendiginde ise Tukey testine gore bakteri
Pb’siz pH 7.0 kontrol ile biitiin gruplar arasinda kendi iginde anlamli bir farklilik
olusturmustur (p<0,01). Besiyerinde ki Pb miktar1 bakteri varliginda pH 6.0 ve pH
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7.0’de kontrollerine gore azalttigi, bu azalan miktarin bakteri pelletinde kaldig1 gézlendi

(Tablo 24, Sekil 41).

Tablo 24. ICP-OES bakteri s1vi ortamda kalan kursun miktar1 verilerinin ortalama
degerleri ve standart sapmalari.

N Ort. Std. Std. Hata % 95 Ort. giiven arahgi Min. Max.
Sapma ..
Alt simir Ust simir
MP7B Pb'siz pH 7.0 3 2,055 0,769 0,444 0,143 3,9677 1,17 2,50
MP7B Pb'li pH 6.0 3 6581,404 102,139 58,970 6327,676 6835132 6464,74 6654,73
MP7B Pb'li pH 7.0 3 5786,997 53,157 30,690 5654,946  5919,048 5728,10 5831,43
Pb'li pH 7.0 3 6915,845 175,003 101,038 6481,105 7350,565 6739,73 7089,72
Pb'li pH 6.0 3 7773579 97,411 56,240 7531,596 8015562 7696,36 7883,02
Total 15 5411,974 2877,862 743,060 3818,261  7005,677 1,17 7883,02
] B =
—— —1

5.000,00—

4.000,00—

Besiyer! kursun miktar! {ppm)

=.000,00

T T T
MPTE Plh'siz pH 7,0 MPTEB Pkh'li pH 5,0 MPTEB Pk'li pH 7,0

Deney gruplar

Error Bars: 959%%

(=]

T
PRI pH 7,0

T
P pH 5,0

Sekil 41. Bakterinin absorplayamayip besiyerinde kalan kursun miktarinin verileri.
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4. TARTISMA ve SONUCLAR

4.1. Bakterilerin Tanimlanmasi

Bu calismada, Pazar MYO uygulama bahgesinden 2012 - 2013 tarihleri arasinda
alinan 14 adet hastalikli meyve 6rneklerinden izole edilen 34 adet Gram pozitif bakteri
calisildr (Tablo 5). Ornekler geleneksel yontemlere gore Bergey’s Manual of Systematic
Bacteriology (Kandler ve Weiss, 1986) ve The Prokaryotes (Slepecky ve Hemphill,
2006) kaynaklarindan yararlanarak karakterize edildi. Orneklerin tiimii katalaz iiretimi
ve Gram 0zelligi bakimindan pozitif, oksijen gereksinimine gore aerobik ve fakiiltatif
anaerobik bakteri olduklari gozlendi (Tablo 6, Sekil 3). Belirlenen bu ozelliklere
bakildiginda, izolatlarin Gram pozitif bakterilerin genel o6zellikleri yansittigini ve

Bacillus cinsine ait bakteriler oldugunu gostermektedir (Coneman vd., 1997).

izole edilen bakterilerin farkli fiziksel ortam kosullarinda ki toleranslarinin
belirlenebilmesi i¢in bir dizi fiziksel 6zellikleri test edildi (Tablo 7). Bu testlerden biri
olan NaCl tolerans testinde izolatlarin ortam tuzluluguna toleransi arastirildi. izolatlarn
7’si % 10 tuz varliginda tireyemezken 27°si (% 79,41) tireme yetenegine sahip oldugu,
bunlardan da MP6A ve MP19A1 izolatlarinin ise ¢ok iyi (3+) tireyebildikleri gozlendi.
Dahas1 yiiksek tuz (% 15) varliginda 16 (% 47,06) izolatin tiredigi, MP6A, MP12A2 ve
MP19A1 izolatlarinin ise oldukga iyi (2+) lireme gostedigi belirlendi. Bu izolatlarin %
10-15 tuz konsantrasyonlarinda rahat iireyebilen halotolerant suslar olduklarini ve tuzlu
ortamlarda rahatlikla {ireyip ortama adapte olabilecegini gostermektedir. Ayrica MP1B,
MP1E, MPS5MEA, MP9B, MP10C ve MP22E suglarmin % 10 ve % 15 tuz
yogunlugunda benzer konsantrasyonlarda {iredigi, dolayisiyla bu suslarin da
halotolerant suslar olduklar1 ve boyle tuzlu topraklardan etkilenmeyeceklerinin bir
gostergesi olarak kabul edildi. Halofilik ortamlarda iireyebilen bu bakterilerin metal
toleranslart ya da bitki gelisimini tesvik eden oOzellikleri de belirlenirse metallerle
kontamine tuzlu topraklarin biyoremidasyonunda basarilt olarak kullanilabilecekleri

diistiniilmektedir.

Izolatlarimizin 3’ii hari¢ (MP7C, MP7G ve MP12A1) tiimiiniin 10-45 °C

araliginda rahatlikla iireyebildigi gozlendi. Izolatlarin farkli sicakliklarda iireme
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yetenekleri incelendiginde 3 izolat hari¢ tiimiinlin genis bir sicaklik aralifinda
iireyebildigi belirlenmistir. Ozellikle MPSMEA, MP6A, MP10A, MP12A2 ve MP13A
nolu izolatlarin hem 10 °C hem de 45 °C sicakliklarda ¢ok iyi tireme gostermesi 6nemli
bulunmustur (Tablo 7). Farkli sicakliklarda bakterilerin rahat {iireyebilmeleri,
ekosistemdeki farkli sicakliklara kolaylikla adapte olmalarini ve rahat {ireyip
cogalmalarini saglamaktadir. Boyle izolatlardan hazirlanacak biyopreparatlarin her tiirlii

iklim kosullarina sahip ekosistemlere kolaylikla adapte olabilecegini gostermektedir.

Calismamizda bir izolatin (MP1B) disinda tiimiiniin pH 4.5’ta {ireyebildigi, 4
izolatin zorlandigi, MP6A, MP9A, MP12A1, MP19A1 ve MP22C izolatlarinin ise pH
4.5-8.5 araliginda en iyi tireme 6zelligi gosteren suslar olduklar1 belirlendi. pH 5.5 ve
pH 8.5’ta ise izolatlarin tiimiinlin iyi diizeyde lireme Ozelligi gosterdigi belirlendi.
Sonuglara baktigimizda digiik pH’daki iiremelere kiyasla pH 5.5 ve pH 8.5°da ki
tiremelerin daha iyi oldugu gozlendi. Dolayisiyla izolatlarin asidik ortamdansa bazik
ortami daha ¢ok tercih ettiklerini sdyleyebiliriz. Bununla birlikte biiyiik ¢ogunlugunun

genis pH araliginda iireyebildigi belirlenmistir.

Sicaklik ve pH gibi ¢evresel faktorler; mikrobiyal aktivite iizerine, hedef
kimyasallarin biyo yararlinimlari iizerine oldugu kadar (Benimeli vd., 2007), onlarin
optimizasyonunda da giiclii etkinliklere sahiptirler ve de kirleticilerin detoksifikasyon
maddelerinin elde edilmesi i¢in de zorunludur. Agir metallerin biyosorpsiyon iizerine
yapilan ilk c¢aligmalari, biyosorpsiyon islemlerinde etkili olan 6nemli faktorlerden
birinin pH oldugunu gostermistir. Metal katyonlarla elektronca zengin fonksiyonel
gruplarin biyomasta yer alan etkilesimi, ¢evrenin pH degeriyle giiclii bir sekilde
etkilenebilir. Adsorbsiyon besiyerinin pH’s1i, adsorbantin hiicre duvari {izerine
fonksiyonel gruplarin iyonizasyon durumuna ve metal iyonlarmin ¢oziiniirliigiine
etkilidir. Yiiksek proton konsantrasyonlarindan dolay:r asir1 asidik kosullarda, hiicre
duvar1 fonksiyonel gruplari protonlar ile yakindan iligkilidir ve baglanma bdlgesinde

artan pozitif sarj yogunlugunun bir sonucu olarak metal iyonlarmnin yaklasimi kisitlanir.

Hafez vd. ( 2002) tarafindan yapilan bir ¢alismada, Bacillus licheniformis duvar
yiizeyi pH 2.0’de negatif elektrostatik ytiklii oldugu, hiicre duvar yiizeyi pH 4.5 ve 6.5

araliginda metal iyonlarinin pozitif yiiklii olanlar1 adsorbe ettigi bildirilmistir. Boylesi
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calismalar, metallerin  uzaklastirilmasinda  baslica  mekanizmanm,  Bacillus
licheniformis’de oldugu gibi hiicre duvarindaki iyonlarin adsorbsiyonu oldugunu

gostermektedir.

Suslarin  geleneksel yontemlerle tanimlanabilmesi ve baz1 biyokimyasal
ozelliklerinin belirlenebilmesi i¢in bir dizi testleri yapildi. Triptofanaz enzimi, katalaz
(hidrojen peroksid oksidorediiktase) enzimi, nitratlari rediikte edebilme yetenegini veren
enzimler ile glikozun fermentatif yolla organik asitlere metobolize edebilen enzimLerin
varlig1 belirlendi. Tiim bu 6zelliklerin belirlenmesi, bakterilerin karakterizasyonunda ve
tiir tanilarmin yapilmasinda yararlanilmistir. izole edilen suslarin 7’sinde giiclii sitrataz,
MR reaksiyonu suslarin ¢ogunda pozitif (% 79,41), indol {iretimi izolatlarin tiimiinde
negatif, KIA testine gore ise suslarin ¢ogunun dip asit yiizey asit sonug¢ gosterdigi

belirlendi (Tablo 8).

Calismada izole edilen sporlu bakterilerin geleneksel yontemlere gore tiir tanilari
yapildi ve tiir dagilimlart Tablo 9’da verildi. Toplam 34 izolattan 10’u yalnizca cins
diizeyinde tanimlanirken digerleri tiir diizeyinde tanimlandi ve 8 farkli tiir belirlendi.
Izolatlarin 7’si B. mycoides, 4’ii B. pumilis, 4’ii B. coagulans, 3’i B. circulans, 3’ii B.

cereus, birer adet B. polymxa, B. megaterium, B. fastidiosus olarak tanimlandi.

4.2. Suslarm Enzim Aktiviteleri ve Bitki Gelisimini Tesvik Edici Ozellikleri

Ekosistemde 6nemli ayristirict olan bakteriler ¢esitli enzimler salgilayarak organik
ve bazi inorganik maddelerin par¢alanmasina bdylece biyodongiiye katilmasina aracilik
eder. Calismamizda da test edilen suslarin bazi enzim aktiviteleri arastirildi. Bu enzim
aktivitelerinden biri jelatini hidrolize eden jelatinaz enzimidir. Bakteri ekstra selliiler
protein karakterinde bir madde olan jelatinin iki asamada (dnce polipeptide sonra
aminoasitlere) par¢alamasini saglar. Lesitinase ve fosfolipase enzim aktiviteleri
bakteriye lipoprotein komplekslerini hidrolize edilebilme yetenegini kazandirir. Urenin
hidrolizasyonu da spesifik bir enzim olan iireaz tarafindan katalize edilerek sonunda 2

molekiil amonyak ve karbondioksit meydana getirilir (Coneman vd., 1997).
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Bakterilerin karakterizasyonu ve tiir tanilarinin yapilabilmesi i¢in biyokimyasal
ozelliklerinin yaninda enzim aktivitelerinin de belirlenmesi &nemlidir. izole edilen
suslarin tgiinde giiglii kitinaz, 3’1 giiclii olmak iizere 11’inde amilaz, 15’inde CMC,
12’sinde lesitinaz, 15’inde jelatinaz, 27’sinde ise proteaz enzim aktiviteleri belirlendi
(Tablo 10).

Bacillus cinsi bakteriler, antibiyotik, enzim ve toksin tretimi gibi metabolik
Ozellikleri ile endiistriyel oneme sahip olmalar1 ve kolay iiretilebilmeleri sebebiyle,
bakteriler arasinda dikkat ¢eken mikroorganizmalardandir (Rosovitz vd., 1998; Wipat
ve Harwood, 1999). Bir¢cok Bacillus’lar, iirettikleri proteinler nedeniyle ticari 6neme
sahiptirler. Bacillus cinsine ait tiirlerden elde edilen bir¢ok ekstraselliiler enzimlerin,
endistriyel dneme sahip olup, biyoteknolojik calismada kullanildiklart bilinmektedir

(Ito, 1997; Mawadza vd., 2000).

Calismamizda da test edilen 34 bakterinin ¢ogunun in vitro sartlarda birden fazla
sayida enzim iretebilme yetenegine sahip olduklart gézlendi. Bu o6zelligin dogal
sartlarda muhtemelen daha gii¢lii oldugu ve ¢ok sayida enzimi iiretebilecekleri gozlendi.
Tablo 10’da verilen testlerden 6zellikle MP7B susu kitinaz ve MP6A susu kitinaz ve
fosfat ¢oziiniirliigii disinda tiim sonuglarin olumlu oldugu ve giiglii enzim aktivitelerine

sahip olduklar1 belirlendi.

Bitkiler, birgok hiicre fonksiyonlarini etkileyen ve oksinler (6rnegin, indol asetik
gibi) olarak bilinen bitki hormonlarini kullanirlar (Glick vd., 1999). Calismada izole ve
identifiye edilen suslarin bitki gelisimini tesvik eden bakteri (PGPR) olup
olmadiklarinin belirlenmesi amaciyla; siderofor ile amonyum {iretimleri, fosfat

¢ozlinirligii ve ACC deaminaz aktiviteleri arastirildi (Tablo 10).

Mikroorganizmalar, pek c¢ok bitki ve bazi yiiksek organizmalarin yeterli
beslenmesi i¢in gerekli demiri karsilamak iizere siderofor (demir tastyici) adi verilen
diisiik molekiil agirlikli demir selatorleri tiretirler (Neilandds, 1995). Bitkiler ise, bir dizi
heterolog demir alim mekanizmalarina sahiptirler (Yehuda vd., 1996). Masalha vd.
(2000) yaptiklar1 ¢aligmada steril olmayan kosullarda yetistirilen bitkilerin demir-

eksikligi gostermedigi, steril sistemde yetistirilen bitkilerin ise demir eksikligi
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gosterdigi, yani mikrobik aktivite sayesinde demir takviyesi yapildigi belirlenmis ve bu
olay demir-bakteriyel-siderofor kompleksi olarak adlandirilmigtir. Sideroforun iirettigi
¢Oziinlir komplekslerle, topraktaki ¢oziinmeyen ferrik oksit gibi demir iyonlarini,
bitkinin direkt olarak almasini saglar (Glick vd., 1999) veya topraktaki kullanilabilir
formdaki demiri baglayarak bitki patojenlerinin kullanamayacagi forma doniistiirerek

zararlilarin gelisimini engeller (Ahmad vd., 2008).

Calismamizda da siderofor tiretim yetenekleri Chrome azurol-S (CAS) agar
metodu ile test edilmis olup izolatlarin tiimiinde siderofor tiretim 6zelliginin var oldugu
belirlendi (Tablo 10). izolatlarm 4’iinde diisiik (<10mm), 7’sinde orta (10-20mm)
diizeyde ve 18’inde gii¢lii siderofor iiretimi (>20mm) yetenegi tespit edildi. En yiiksek
aktivite sirasiyla MP4A, MP19C ve MP22A2 suslarinda (46, 40 ve 40 mm) gozlenirken
MP7B susunun 9 mm ¢apli kolonisinin 26 mm yani ii¢ kat1 bir zon olusturmasi giiglii

siderofor aktivitesinin varligini isaret etmektedir (Sekil 5).

Bitkilerde fosfor enerji transfer sisteminin énemli bir pargasidir. Genelde toprakta
boldur ancak, yiiksek reaktif dogasi nedeniyle, bitkiler i¢in uygun formlar: kisithidir,
eksikliklerinde yavas ve bodur biiylime yol acarak verimi azaltir. Bu bitkiler tarafindan
kullanilan fosforlu giibre orani % 5-25 mertebesinde oldugu tahmin edilmektedir (Wild,
1988). Fosfat ¢oziindiirme, asitlenme, selasyon ve degisim reaksiyonlarmin dahil
oldugu siireclerin bir diziyle olustugu varsayilmaktadir (Beckie vd., 1998). Fosfat
¢Oziindiirticii mikroorganizmalarin toprakta yaygin olarak bulundugu (Chabot vd.,

1996) 1950’lerden beri bilinmekte ve kolaylikla izole edilmektedir.

Toprakta fosfor, genel olarak fazla miktarda (400 - 1200 mg/kg) olmasina ragmen
¢oziinmeyen formda olmasindan dolayr bitki gelisimini desteklememektedir. Bu
coziinmeyen fosfat hem apatit gibi inorganik mineral olarak hem de inozitol fosfat,
fosfomonesterler ve fosfotriesterler gibi  ¢esitli organik formlardan biri olarak
mevcuttur (Khan vd., 2007). Bu nedenle toprakta fosfat ¢ozebilen bakterilerin varligi,
bitki gelisimini tesvik eden mantarlar veya mikorizalar kadar 6nemlidir (Rodriguez ve
Fraga, 1999; Richardson, 2001). Calismamizda test edilen suslarin 11’1 4 ile 17 mm
araliginda zon ¢ap1 olusturarak fosfat ¢ozebildigi gozlendi. En giiglii aktivite MP12A2
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(17 mm), MP9A (15 mm), MP9D ve MP10C (14 mm) suslarinda goézlenirken,
MP7B’de 11/17 mm seklinde belirlendi (Tablo 10, Sekil 6).

Toplam 18 izolatta ACC deaminaz aktivitesi belirlenirken, 26’sinda giliclii NH3
tiretim yetenegi belirlendi. Test edilen tiim suslarda amonyum iiretimi belirlenirken
ozellikle MP10A ve MPI13A suslarinin oldukca giiglii (4+) aktivite gosterdigi
belirlenmistir (Sekil 7). Test edilen suslarin ¢ogunda (% 58,06) ACC deaminaz {iretimi
belirlenmistir (Sekil 8). Genel olarak suslarin siderofor iiretim yetenekleri, ACC
Deaminaz aktiviteleri ve amonyum ¢dziiniirliklerinin iyi oldugu gdzlenmistir. Bitki
gelisimini destekleyen ozelliklerin tiimii agisindan bakildiginda MP7B, MP7C, MP9A,
MP9D, MP12A2, MP14B, MP20D suslarinda test edilen dort testin de pozitif oldugu
gbzlenmistir. Bu sonuglar suslarin giiclii bitki gelisimi tesvik edici aktivite varligim
gostermektedir. Genel olarak bakildiginda ise hem iiretilen zengin enzim igerigi
bakimindan hem de bitki gelisimini destekleyiciligi bakimindan en iyi susun MP7B
olabilecegi belirlenmistir (Tablo 10).

Rizobakterilerin ihtiva ettigi ACC-deaminaz aracilifiyla ACC’nin alimi ve
par¢alanmasi, ACC miktarin1 dolayisiyla etilen miktarin1 da azaltir, boylece yliksek
etilen konsantrasyonlarinin potansiyel etkinliklerini de dnler (Glick vd., 1998). Yiiksek
konsantrasyonlarda agir metaller ile kontamine olmus topraklar gibi stres kosullarina

maruz kalan bitkiler igin bu son derece 6nemli bir 6zelliktir (Grichka vd., 2000).

Bitki hormonu olan etilen, antik ¢aglardan beri tarimsal uygulamada 6nemli bir
role sahiptir. Etilen biyolojik aktivitesi olan basit organik molekiillerden biridir ve ¢ok
diisiik konsantrasyonlarda bitki biiyiime diizenleyicisi olarak islev gorebilir. Etilenin
0.05 uL/L gibi disik konsantrasyonlarda bile atfedilebilen biyolojik etkileri
gozlenmistir (Abeles vd., 1992).

Toprak mikroorganizmalar1 tarafindan {retilen 1-aminosiklopropan ve 1-
karboksilat (ACC) deaminaz gibi enzimler bitki biiyimesini tesvik ederek bitkide
sekerlestirici ve ayrnistirict ACC iretebilir ve bdylece bitkinin etilen seviyesini
diistirebilir. Etilen diizeyinin azalmas1 bitkinin ¢evresel streslerin bir yelpazesine kars1

daha dayanikli olmasini saglar (Glick, 2005). indol asetik asit iiretim yetenekleri
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spektrofotometrik yontemle 6l¢iilmiis olup suslarin 13’{inde absorbans degeri iyi (10,0-
15,0) 11’inde ise ¢ok iyi (>16) diizeyde aktivite tespit edilmistir. En iyi aktivite
gosteren susun MP7B oldugu, bunu sirasiyla MP1G ve MP9D suslari izlenmistir (Tablo
11).

Insan niifusunun diinya c¢apindaki artisi ile birlikle olusan niifus baskis1 kiiresel
gida tiretiminin yakinda diinyanin tiim insanlarii beslemek i¢in yeterli olmayacagini
gOstermistir. Bu nedenle tarimda verimliligi artirmasi ya da iyilestirilmesinin 6nemi
gelecekte daha da artacagr diisiiniilmektedir. Bu amagla tarimsal uygulamalar ¢evre
dostu bir yaklasimla siirdiiriilebilir olarak ilerlemektedir. Boylece trasjenik bitkilerin
tarimda kullanimi bitki gelisimini ve ana tarimsal uygulamanin bir pargasi olarak

bakteri tesviki niteligini tastmaktadir.

Bitki biiylimesini tesvik eden bakterilerin kullanimi, tarimda kimyasal giibrelerin
ve tarimsal bocek ilaglarinin kullanimi yerine daha ekonomik ve ¢evre dostu alternatif
bir metottur. Bakterilerin, organik ve mineral fosfat ¢oziintirligii, diger bitki besin
maddelerinin mineralizasyonu ve alimini artirabilmektedir (De Freitas vd., 1997;
Cakmakgt vd., 1999, 2001; Sahin vd., 2004). Siderofor, 1,3 glukanaz, kitinaz,
antibiyotik ve siyanit iiretimiyle patojenik mikroorganizmalara karsit etki gostererek
dolayli olarak bitki gelismesini tesvik edebilmektedir (Dobbelaere vd., 2003).
Bakterilerce serbest azot fiksasyonu, indol asetik asit, gibberellik asit ve sitokinin gibi
hormonlarin {iretimine ilave olarak, bitki tagima sistemi ve iyon aliminin tesvik edilmesi
gelismeyi artirdign  bildirilmektedir (Dobbelaere vd., 2003; Aslantas vd., 2006;
Cakmake¢1 vd., 2006, 2007). Hussen (2003) tarafindan yapilan bir ¢alismada,
Azotobacter vinelordii Mac 259 ve Bacillus cereus UWS85 suslarinin dahil oldugu 14
toprak bakteri izolatinda PGPR 6zellikleri in vitro olarak incelenmis, 6’sinda giiglii IAA
tiretimi, 4’inde fosfat ¢oziiniirliigii ve 7’sinde siderefor (Fe-111 kenetleme maddesi)

tiretimi belirlenmistir.
Flirnkranz vd. (2009) tarafindan Bolivya’da 54 bakteri susunda yapilan ¢alismada,

% 19’unu diazotrof, % 41 fosfat coziicli, % 10 etilen Onciilii madesi olan 1-

aminosiklopropan-1-karboksilik asit (ACC) iiretebilen ve % 17 fitohormon (IAA)
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sentez Ozelligini sergileyen bakteri olarak tanimlamistir. Rizoid bakteriyal suslarin

sadece kiigiik bir kismi in vitro deneylerde bitki patojeni 6zelligi gostermistir.

Bitki bakteri iligkilerinin degerlendirilmesi ve PGPB o0zelligine sahip suslarin
secilmesi tarimsal amacli yeni mikrobiyal asilarin gelistirilmesi, topragin biyoremide
edilmesi, daha saglikli ve yiiksek kalitede zirai iiriin elde edilmesi bu gibi ¢aligsmalar

sayesinde mevcut durumdan ileri seviyelere tasinmasi s6z konusu olacagi asikardir.

4.3. Bakterilerin Metal Toleranslarinin Belirlenmesi

Esansiyel ve esansiyel olmayan metallerin ekosistemdeki konsantrasyonlarinin
toksik diizeye ulasmasi durumunda, ekosistemde yasayan oOzellikle birincil iiretici
konumunda olan bitkiler etkilenmekte buradan da besin zinciri yoluyla hayvan ve
insanlara  kadar wulasarak tim canlilari1 olumsuz olarak etkilemektedir.
Mikroorganizmalar ise bazi proteinlerinin sentezini arttirarak ya da azaltarak olusan bu
metal toksisitesine cevap verebilmektedirler. Bu amagla incelenen Bacillus sp.
suslarinin 4 farkli metal (Pb, Ag, Cu ve Zn) varliginda iireyebilme yetenekleri kat1 agar
ortaminda arastirildi (Tablo 12). Calismada 16 susun kati agar ortaminda 1 mM giimiis
varliginda tireyerek, seffaf zon olusturup koloni renginde kararmalara neden oldugu
gbzlendi. MP10D, MPSMEA, MP7B, MP9C, MP4A, MP12A1 ve MP7F nolu suslarin
ise yiiksek konsantrasyonlarda da (10 mM) iyi tiredikleri izlendi. Kiiltiirlerin oda
1sisinda bekletildiklerinde biiyiik ¢ogunlugunda tiim konsantrasyonlarda olmak iizere
kirmizidan berraklasan agilmaya kadar degisen zon olusumlari ve koloni renginde

kararmalar izlendi (Tablo 12, Sekil 10).

Bakir tolerans testinde 1 mM konsantrasyonlarda MP22A, MP10E, MP22E,
MPI1B ve MP10C suslarin digindaki tiim izolatlarin tiredigi ve kararmalar olusturdugu,
20 susun ise 2,5 mM’da da ireyebildigi gozlendi. Bakir konsantrasyonu arttik¢a
bakterilerden iireme gosterenlerin sayisinin azaldigi, 5 mM’da sadece MP9C’nin
iireyebildigi, 10 mM’da ise hi¢cbir susun tiremedigi belirlendi (Tablo 12). Bu sonug test
edilen suslarin bakir toleransinin yalnizca <2,5 mM oldugunu gostermektedir. Daha

yiiksek konsantrasyonlar ise bakterinin {iremesini inhibe etmektedir.

103



Bakir varliginda {iireyen koloniler oda 1sisinda bekletildiginde, besiyerinin
maviden seffafa degistigi, kiiltiiriin renginde ise bariz bir renk degisiminin olmadig1
gozlendi (Sekil 10). Ancak kiiltiirlerin 30-40 giin gibi uzun siirelerde oda 1sisinda
bekletilmeleri sonucunda  ise  kolonilerin  bazilarinda  turunculagsmadan
kahverengilesmeye kadar giden bariz renk degisimleri gosterdikleri, ¢ogunda ise
kararmalarin oldugu gozlendi (Sekil 10). Bu durumun muhtemelen metal tuzlarn
bekledikge bakteri ylizeyinde birikerek ya da bakteri metalleri ylizeyine adsorbe ederek
indirgenmis ve renk degisiminin olugsmus olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu renk
degisimini muhtemelen bakir1 indirgemis formundan kaynaklanmis olabilecegi, besiyeri
renginin degismesinin ise besiyerine renk veren bakirli bilesigin bakteri tarafindan

adsorbe edilmesinden dolay1 olusmus olabilecegi diisiiniilmektedir.

Suslarin ¢inko toleranslariin diger metallere gére daha diisiik oldugu, tiimiiniin
en iyi 1 mM’da treyebildikleri izlendi (Tablo 12, Sekil 10). Suslarin 11’inin tim
konsantrasyonlarda zor da olsa tireyebildigi; MP22B, MP10E ve MP9D suslarinin ise 5
mM’a kadar direngli olduklari gozlendi. Bu suslarin ¢inko kontamineli ortamlarda

potansiyel biyoremidant sus olarak kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.

Kati agar ortaminda kursun tolerasina bakildiginda, test edilen tiim suslarin 1 mM
ve 2,5 mM konsantrasyonlarinda iireyebildigi, biyikk ¢cogunlugunun (% 76,47) ise 5
mM’a da toleransli olduklar1 belirlendi. MP7B ve MPI3A suslarinin biitiin
konsantrasyonlarda tireyip reaksiyon (renk degisimi, hidroliz zonu vb.) olusturma
yetenegine sahip olduklar1 gozlendi (Tablo 12). Kursun varliginda tireyen kolonilerde
bariz olarak renk degisimi ve seffaf renkte hidroliz zonu olustugu gézlenmis olup bunun
nedeni tam olarak agiklanamamustir (Sekil 11). Bunun muhtemelen metal ve bakteri
etkilesiminden kaynaklandigi disiliniilmektedir. Ancak bu konuda daha detayli ve
spesifik ¢alismalarin yapilmasi gerekmektedir. Kararmalar seklinde gozlemlenen bu
renk degisimlerinin, metallerin bakteri yiizeyinde birikmesinden ya da bakterinin
metalleri ylizeyine absorbe ederek indirgenmis olabileceginden ve dolayisiyla
besiyerinde zon olusturarak ac¢ilmalara neden olabileceginden kaynaklandigi

distiniilmektedir.
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Bakterilerin 2,5 ve 5 mM kursunlu siv1 kiiltiir ortamlarinda kursunu tolere ederek
tireyebilme potansiyellerini incelemek icin yapilan testlerde de benzer sonuglar elde
edildi. Sivi1 kiiltiir ortamlarinda bakterilerin metal toleranslarinin daha yiiksek oldugu,
fazla miktarlarda {iireyebildikleri gdzlendi. Incelenen her iki konsantrasyonda da
bakterilerin iireyebildigi, kursun yogunluguna bagli olarak kiiltiir renklerinde
seffaflasma ve kararmalar olusturdugu gozlendi. Sekil 12°de ki sonuglara bakildiginda
ayni suslarin kiiltiirlerinde 2,5 mM’da seffaflasmalar g6zlemlenirken, 5 mM’da
kahverengilesmelerin  gbzlenmesi bakterinin indirgenme/yiikseltgenme islemlerini
konsantrasyona bagli olarak farkli reaksiyon basamaklarinda gergeklestirdigini

distindiirmektedir.

Bir¢ok ozellikleri agisindan en iyi olarak belirlenen 3 susun (MP6A, MP7B ve
MPID) kursun nitratin tiremesini durduran ve 6ldiiren dozlarinin belirlenmesi igin MIC
ve MBC degerleri belirlendi. MP7B ve MP9D suslarinin kursuna en direngli (25 mM/L)
suslar oldugu, kontrol sus olarak kullanilan B. subtilis W168’n da diregli oldugu ve 25
mM/L’de etkilendigi, ancak diger sus olan MP6A’nin 12,5 mM/L konsantrasyona
direcli oldugu belirlendi. Bakterisit konsantrasyon (MBC) degerlerinin, kontrol susu
hari¢ diger suslarda birbirine benzer ve 100 mM/L’nin iizerinde olduklar1 gozlendi
(Tablo 13, Sekil 13). Tablo sonucuna genel olarak bakildiginda segilen suslarin
tiimiiniin mevcut kaynaklardaki Pb tolerans degerleriyle kiyaslandiginda daha direngli
olduklar1 gozlenmistir. Elsilk vd. (2014) tarafindan yapilan bir ¢calismada, Cd, Cu, Co,
Zn ve Pb metallerine degisik oranlarda direngli olan B. anthracis PS2010 susununda
MIC degeri sirasiyla 0,6, 2,0, 0,8, 4,0 ve 3,0 mM olarak bildirilmistir. Bu sonuca gore
test edilen suslarimizin kursun MIC ve MBC degerlerinin olduk¢a yiiksek oldugu,
biyoremidasyon iglemlerinde  kullanim  potansiyellerinin  iyi  olabilecekleri

distiniilmektedir.

Tamil Selvi vd. (2012) tarafindan yapilan bir ¢alismada, Giiney Hindistan’da agir
metal (Zn, Cu, Cr, Hg ve Pb) direngli bakteriler izole edilerek tanimlanmasi ve
karakterizasyonu yapilmistir. Bu c¢alismada BHIA besi ortaminda toplam 50 adet
izolattan 10-80 ppm araliginda metal direnci arastirilmis, icinde Bacillus sp.’nin de

bulundugu 5 adet ¢oklu agir metallere direngli sus bildirmislerdir.
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Chihomvu vd. (2014) tarafindan nehir sularindan izole edilen Bacillus genusunun
da dahil oldugu 16 susun, 0,2-4 mM konsantrasyonlarindaki Cd, Cr, Cu Fe, Ni, Pb ve
Zn metallerine karsi toleranslart MIC yontemiyle calisilmistir. Calismada suslarin Fe
MIC degerleri 0,2-4 mM, bakir MIC degerleri ise 0,2-0,8 mM araliginda
bildirilmektedir. Bakterilerin en ¢ok ¢inkoya duyarli olduklar1 (yanlizca 5 susun 0,2-0,8
mM) en yiiksek direnci ise kursun metaline karsi gosterdikleri (10 susun 4 mM kursun

varliginda iiredigi) bildirilmektedir.

Bakterilerdeki metallere karst olan bu degisik direng cevabr direng
mekanizmalarindaki degisikliklerinden kaynaklanmaktadir (Abou Zeid vd., 2009). Agir
metallere direnglilikteki degisiklikler kromozomlar, plazmidler ya da transpozonlar
aracilig1 ile olmaktadir (Gupta vd., 1999; Tenover ve McGowan, 1996; Ghosh vd.,
2000). Ozellikle plazmid aracili direncin daha yaygin oldugu (Zolgharnein vd., 2007)
cesitli caligmalarda bildirilmektedir. Calismamizda kullandigimiz suslarda muhtemelen
plazmid aracilt direng s6z konusudur. Ciinkii ¢alisma esnasinda kursun konsantrasyonu
kademe kademe arttirildiginda direncin arttigi gézlenmis ancak bu yonde baska bir
calisma yapilmamistir. Segilen sus biyoremidasyonda kullanilacagindan direncin

nedeninin bulunmasi 6nem arz etmektedir.

4.4, Kursun Varhginda ve Yoklugunda Farkli pH’larda Bakterilerin Ureme Egrisi

Calismada elde edilen veriler gore secilen ii¢ (MP6A MP7B ve MP9D) susun yedi
farkli pH (pH 5.0-7.5 araliginda) ortaminda kursun varliginda ve yoklugunda 48 saat
boyunca iireme yetenegi (egrisi) arastirildi (Sekil 14-16). Test edilen tiim kosullarda
segilen {i¢ bakterinin de iireyebildigi ancak, kursun varliginda disiik pH’larda (5.0-5.5)
iremenin bir miktar azaldigr gozlendi. Kursun yoklugunda ii¢ susta da diisiik pH
degerlerinde bariz bir iireme artis1 gozlenirken kursun varliginda tam tersi bir durum s6z
konusu olmaktadir. Bu kursun ya da metal varlifinda diisiik pH degerlerinde bakteri
popiilasyonunun etkilendigini, dolayisiyla {iremenin azaldigin1 gostermektedir.
Bakteriyel izolatlar tarafindan iiretilen, agir metaller i¢in selat etkisi gosteren organik
asitlerin disiik pH’y1 daha da distirdiigi bildirilmektedir (Li vd., 2010). Verilerimizde
de kursun toksisitesinin diisiik pH degerlerinde daha fazla etkili oldugunu, ortamin pH

degerini daha da diisiirerek bakteri iremesini azalttigini diigtinmekteyiz.
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Sonug olarak kursun metali varligindan en az etkilenen susun MP7B oldugu,
ikinci sirada MP9D susunun geldigi belirlendi. {lging bir sekilde suslarin tiimiinde
kursunsuz ortamda orta asitli pH olan 6.0-6.5’da tiremenin disiik oldugu, bu pH’nin
altinda ve iistiinde daha iyi iireme gdsterdikleri gdzlendi. Ozellikle pH 5.5°da ikinci bir
logaritmik evrenin var oldugu goézlenmekte, bu durum ya da tireme artiginin bu evrede
ortama ekstra seliler madde saliniminin yogun oldugu icin olabilecegini
diistindiirmektedir. Metal varliginda ise yiiksek pH degerlerinde daha iyi tredikleri
belirlendi. Biyoremidasyon uygulamalarinda test edilen suslarin {gliniinde
kullanilabilecegi, ancak MP7B’nin Pb varliginda tiim pH degerlerinde daha iyi iiredigi

ve en uygun sus olacagi kanisina varilmistir.

Sulu ortamlarda metal iyonlarinin uzaklastirilmasinda canli hiicrelerin kapasitesini
sicaklik, pH ve biyomas konsantrasyonu gibi c¢evresel gelisme kosullarindan oldukga

fazla etkilenmektedir (Chen ve Ting, 1995).

Yapilan ¢alismada Azotobacter chroococcum, B. megaterium ve B. mucilaginus
(Wu vd., 2006) ve Bacillus sp. RJ16 (Sheng vd., 2006) metal varliginda pH’nin
distiigiinii, Cd, Zn ve Pb’nin biyoyararlanimlarinin arttigini rapor etmislerdir (Chen vd.,

2005).

Toprak mikroorganizmalar1 kontamine topragin biyoremidasyonunda, veriminde
ve yapisinda dnemli rol oynar. Bakterilerin metal kullanilabilirligi ortamin pH, katyonik
degisim kapasitesi (CEC) ve organik madde gibi topragin ve metalin karakteristik
yapisindan etkilenir (Kayser vd., 2001; Lebeau vd., 2008). Ekosistemde c¢oziiniir
olmayan fazlardaki agir metallerin serbest ¢oziiniir fazlara doniistiiriilmesi bakteriyel
suglar tarafindan kolaylastirilabilir (Arunakumara vd., 2013). Zaidi vd. (2006)
tarafindan belirtildigi gibi fosfat ¢6ziindiiriicii Bacillus subtilis SJ-101 ile inokiile
toprakta, pH 7.5’dan 4.8’c¢ azalmasi, muhtemelen metallerin ¢6ziindiiriilmesi ve

sonrasinda bitkiler tarafindan alimi i¢in elverisli kosullar yaratmaktadir.
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4.4. MP7B Susunun Kursun Absorbsiyon Yeteneginin Belirlenmesi

Bakterinin kursun absorblama yetenegine ortam sivisinin ne kadar etkili
olabileceginin belirlenmesi amaciyla su ve MHB besi ortamlarinda standart egrilerinin
arastirilmasi sonucunda dogal olarak absorbans degerinin benzer oldugu gozlendi (Sekil
17). Kaynaklarda kursun nitratin, UV-Vis sprektrumdalO ppm konsantrasyonlarinda
235-340 nm dalga boyunda absorbans alindigit (URL 1), 2 degerlikli kursunun pH
9.0’da ise 430 nm’de pik olusturdugu (Nagalakshmi vd., 2011) belirtilmektedir.

Su ortaminda Pb’nin 1,25-5 mM konsantrasyonlarinda diizgiin ve birbirinin ayn
tek bir grafik olusurken, MHB besiyerinin absorbansi kursun konsantrasyonu artikca
(2,5-5 mM araliginda) grafigin absorbans degerinin az da olsa arttigi izlendi.
Kaynaklarda Pb’nin 335-340 nm araliginda absorbans verdigi, grafiklerimizde de bu
aralikta zayif bir pikin olustugu gozlenmektedir (Sekil 18).

Deney diizeneginde sonuglar 48, 72 ve 96 saat olarak incelendi ve absorbansin
siire uzadik¢a arttig1 belirlendi (Sekil 19-21). Kirksekiz saat sonraki kursun+MP7B
birlikteliginin kursunsuz MP7B filtrati ve kursunlu pH 5.0-7.5 aralign ile
kiyaslandiginda en yiiksek absorbansin MHB+Pb+MP7B’de oldugu gbzlendi. Bu sonug
metalsiz ortamda tiireme grafigiyle kiyaslandiginda bakterinin muhtemelen metali
absorbladigin1 ve absorbans degerinin arttiginin bir kaniti olarak diigiindlirmektedir.
Kiiltiirlin inkiibasyon siiresindeki uzamaya paralel olarak 320-340 nm dalga boyunda ve
420-450 nm dalga boylarinda pikler gézlenmektedir. Burada MP7B+Pb varliginda
gozlenen iki pikin kursunsuz MP7B Kkiiltiiriinde olmadigi izlenmektedir. Bu durumun
muhtemelen birinci pikin Pb’ye ait oldugu, ikinci pikin ise kursuna veya bakterinin Pb
varliginda artan bir protein ekspresyonuna ait olabilecegi distindiirmektedir. Bu
durumun netlestirmesi igin bu ekstraktlarin protein profillerinin incelenmesi veya daha

ileri ¢alismalarin yapilmasi gerekmektedir.

Absorbans c¢alismasinda kursun varliginda kiiltiir siiresi uzadik¢a pH’nin énemini
kaybettigi, pH 5.5-7.5 araliginda absorbansin birbirine benzer oranlarda ve iyi diizeyde
oldugu belirlendi (Sekil, 20-21). Bu sonu¢ MP7B’nin genis bir pH araliginda kursun
absorbsiyonunu yapabildigini gostermektedir. Caligmalarda daha yiiksek pH ve daha
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diisik pH araliklarinin denenmesinin yararli olabilecegi disiiniildi ancak kiiltliriin

tireme basarisini azaltabileceginden dolay bu araliklar test edilmedi.

Canli hiicre sistemleri tarafindan metal biyoalinimimin kismi kisitlayicilari
onemlidir ki bunlar pH, yiiksek metal yogunlugu, tuz konsantrasyonu ve dig kaynakli
metabolik enerji gereksinimleri olarak bildirilmektedir (Dénmez ve Aksu, 2001). Torres
vd. (1998) enstriimantel teknikleri kullanarak Plectonema baryanum alglerinde Zn, Mn,
Pb ve Al birikiminde polifosfat (PPB) cisimciklerinin rol oynadiklarini gostermistir.
Canli hiicrelerdeki aktif alim sistemlerinde PPB i¢inde metallerin hapsedilmesi daha

etkili oldugu gosterilmistir.

Suh vd. (1998) taramali elektron mikroskobu (TEM) kullanarak Saccaromyces
cerevisia hiicrelerinde, kademeli olarak kursun birikimi incelenmis ve 2 saatten sonra
sitoplazmada biriktigini belirlemislerdir. Bu olaylar {i¢ basamamakta gerceklestigi,
birinci basamakta ilk 3 dakikada hiicre duvarina Pb’nin baglanmasi gerceklestigi, ikinci
asamada metabolizmaya bagli olarak 4-24 dakikada gergeklesen hiicre
duvari/membranina birikme safhasini olusturmaktadir. Uciincii asamada ise kursun (24

saat) sitoplazmada biriktirildigi bildirilmektedir.

Canli hiicreler metalleri baslica iki fakli metabolik yolla absorbe ederler
(Velasques ve Dussan, 2009). Bunlardan birincisi aktif metabolik yol olup hiicre i¢inde
birikimi saglar digeri ise pasif metabolik yoldur. Bu yollardan bazilari ise S-tabakasi
proteinleri gibi bazi molekiillerin ylizeyine yapismasi, yardimci proteinlerin fosfor ve
kiikiirt gibi esansiyel elementlerle birlesip hiicre iginde biriktirilmesi ya da enzimatik
tirtinler tarafindan indirgenmesi seklinde gerceklesir (He vd., 2010; Kuffner vd., 2010).
Metal absorbsiyonunda pH onemli bir faktordiir. Metal iyonlarmin sivi ortamda
absorpsiyonu i¢in, iyonik degisimi saglayacak proton gerekli oldugundan asidik

ortamda daha iyi gergeklestigi bildirilmektedir (Velasques ve Dussan, 2009).
Oves vd. (2013) yaptiklar1 ¢alismada, B. thuringiensis OSM29 susunun kursun

absorpsiyonunu pH 0.0-10.0 araliginda arastirmis, en uygun pH araliginin 5.0-7.0
oldugu, optimum absorpsiyonu ise pH 6.0’da elde ettigi bildirilmektedir.
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Diisiik pH degerlerinde bakteri hiicre duvarindaki ligantlar H3O ile siki olarak
baglanir ve bdylece itme kuvvetinden dolayr metal iyonlarinin ligantlara yaklagimi
kisitlanir. Diger taraftan yiiksek pH degerleri bakteri hiicre duvarinin karboksil, fosfat,
imidazol ve amonyum gruplar1 gibi daha fazla sayida liganta maruz kalmasia ve
metabolik iyonlarin bir sonraki ¢ekimi ile pozitif yiiklenmesine ve de hiicre yiizeyine
tutunmasi ile bu metalik iyonlarin tasinmasina neden oldugu bildirilmektedir (Pardo vd.,
2003).

Benzer sekilde c¢alismamizda da absorbans degerleri en yiiksek pH 5.5-7.5
araliginda gozlenmistir. Kursun varliginda farkli pH araliklarinda en iyi iireme
yetenegine sahip oldugu gozlenen Bacillus thuringiensis MP7B susu bundan sonraki

denemelerde kullanilmak tizere se¢ildi.

4.5. Kursun ve Bakteri Varhginda Misir Tohumunun Cimlenme Basarisi

Bitki gelisimini tesvik eden oOzellikleri iyi, metal toleransi yiiksek ve metal
varliginda farkli pH araliklarinda iyi tireyebilen 2 susun (MP7B ve MP9D) muisir
¢imlenmesi lizerine olan etkileri, Pb (3 mM) varliginda ve yoklugunda test edildi
(Tablo, 14). Calismada kursun varliginin ¢imlenme basarisini geciktirdigini ancak
engellemedigini 7. giinde % 100 ¢imlenme gergeklestigi gozlendi. Test edilen iki
bakteriden MP7B susunun kursun grubuna oranla daha fazla geciktirdigi ancak
¢imlenmeyi engellemedigi gozlendi. MP9D susunda ise ¢imlenme basarisini
engelledigi, dolayisiyla ¢imlenmede kullanima pek uygun olmayacagi kanisina varildi.
Bakterilerin tek baslarina in vitro ortamda musir bitkisi ¢imlenmesi {izerine olumsuz
etkilerinin var oldugu ancak bu durumun toprak ortaminda da denenerek etkinligin
dogal sartlarindaki durumununda belirlenmesi gerekmektedir. Dogal ortamda bu

durumun farkli olacag: diistintilmektedir.

Bakteri kursun birlikteliginde ise her iki susta da ¢cimlenmeyi bakteri kontrollerine
gore arttirdigr belirlendi (Tablo 14, Sekil 22-26). Bu sonugtan 3 mM kursun varligi
¢imlenme hizini bir miktar azalttig1, bakterilerin ise kursundan daha fazla azalttig1 tespit

edilmistir. Cimlenmeden sonraki tiim Olgiilen parametrelerde ANOVA testine tabi
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tutuldugunda, kontrol bitkisine gore govde agirligi hari¢ (p<0,05) diger parametreler
acisindan p<0,01 diizeyinde anlaml bir farklilig1 ortaya ¢iktig1 gdzlendi.

Bu sonuglar gostermektedir ki tek baslarina uygulandiginda hem Pb hem de
bakteri ¢imlenme parametrelerini (sagaklanma hari¢) olumsuz etkilemektedir. Ancak
bakteri-Pb birlikteliginde bakteri kursun stresini azaltarak gelisme parametrelerini
arttirdig1 gozlendi. Bu durumda kursun stresi varliginda bakterilerin 6zellikle de MP7B
susunun daha fazla olumlu sonug olusturdugu goézlendi. Stres karsisinda bakterinin
ekstraseliiler ortama saldigi PGP faktorlerin ya da tohumun stresini azaltan faktorlerin

etkinliginin olabilecegi diisliniilmektedir.

Cassan vd. (2009) yaptigi calismada, Azospirillium brasilense Az39 ve
Bradyrhizobium japonicum E109 suslarinin misir ve fasulye ¢imlenmesi {izerine olan
etkinligi arastirtlmistir. Besinci ve 8. gilin her iki bitkinin ¢imlenmesine bakildiginda
E109’un daha iyi oldugu, hipokotil, radikul ve gévde uzunluguna bakildiginda Az39
susunun daha etkili oldugu bildirilmistir. Ayn1 ¢alismada kok ve govde uzunlugu ile
govde agirliklarina olan etkisi her iki bakterinin varliginda da uzamanin kontrole gore
daha yiiksek oldugu bildirilmistir. Ayn1 ¢alismada sagaklanma veya nodiil olusumu
kontrol grubunda bildirilmezken E109 susu kullanildiginda yiiksek bir sacaklanma ve
nodiil olusumu gosterdigi bildirilmektedir. Az39 susunda bu goézlenmezken E109 ve
Az39 birlikte kullanildiginda E109 verilerinden daha fazla sagaklanma/nodiil olusumu

bildirilmistir.

Bakterilerin kiiltiir ortaminda gelisimlerini destekleyen bilesiklerin iireyebiliyor
olmasi bu bilesiklerin konsantrasyonlarina gore gen¢ tohum dokusunda morfolojik ve
fizyolojik degisimLeri meydana getiriyor olmast agikardir. Boylesi fitohormonal sok
bakteri formiilasyonu ve tohum arasindaki ilk temasta meydana gelmekte ve baska
caligmalarda da belirtildigi gibi bakteri hiicresinin yiizeyinde bulunmasina da gerek
yoktur (Tien vd., 1979; Jain ve Patriquin, 1985). Bununla birlikte canli bakterinin
mevcudiyeti yerinde fitohormon iiretimi i¢in katkida bulunmaktadir. A. brasilence nin
bugday kok ylizeyine kolarize oldugunda IAA fireten anahtar genin (ipdc-gene)
indiiklendigi bildirilmektedir (Rothballer vd., 2003).

111



Benzer sekilde, bitki ¢imlenme esnasindaki biyomass iiretimindeki artisin
bakteriyal gelismeyi diizenleyiciler araciligiyla ve bir kisim farkli embriyonel gelismeyi
indiikleyiciler nedeniyle olabilir. Bu indiikleyiciler su ile kapli tohumlara yapisir ve
su/mineral alimina eslik ederek kok gelisimini hizlandirir. Bu goriis katki hipotezi
(additive) olarak Bashan vd. (2004) tarafindan 6ne siiriilmiistiir. Biyomas artigi i¢in
biyolojik azot fiksasyonun 6nemi daha sonraki evrede uygulanmaktadir ve hatta tahil
iretimi i¢in, bakterinin dnemli bir sayida bile bitki dokusunda yerlesik hale gelmistir.
Bu goriise gore bakteri fitostimulasyonu ¢imlenme ve tohum gelisimi gibi gelismenin

erken evresinde ¢ok énemlidir (Cassan vd., 2009).

Barbieri vd. (1991) Azospirilium sp.’nin fitohormon {ireterek ¢imenin kok
gelisimini modifiye edebilme yetenegine sahip oldugu bildirmektedir. Burdman vd.
(2006) ayn1 etkiyi Azospirilium sp. bakterisinin legiiminate tohumlarinda da bildirmistir.
Noel vd. (1996) Rhizobiaceae familyasinin bir iiyesi olan Rhizobium leguminosarum ile
inokiile edilen nonlegiiminase tohumlarin erken fide kok gelisimlerini 6nemli oranda

arttirdigini ve bu etkinlik bakteriyel fitohormonlarin iiretimine atfedilmistir.

Dabbelaere vd. (1996) kok uzunlugunun ve agirliginin artmasiyla birlikte kdk
uzunlugunun inhibisyonu, bakteriyel IAA iiretimine karsi tipik bir yanit oldugunu

gostermistir ve tohum tizerine disardan IAA uygulanmasini taklit edebilir.

Kolb ve Martin (1985), A. brasilence ile inokiile pancarda interal kok sayisi ve
uzunlugunun arttifim1 gézlemisler ve bu etkilerin, tohuma inokiilasyon icin kullanilan
bakteri kiiltiir ortamindaki IAA kosantrasyonu ile iligkilendirmislerdir. Calismamizin
sonuglari literatiirlerde verilen bilgilerle benzerlik gostermektedir. Bakteri varliginda
ikinci bir stres faktorii olarak metal verildiginde bakterinin faydali etkinliginin daha
artt1ig1, bu durumun kaynaklarda belirtildigi lizere fitohormon tiretimiyle iliskili oldugu

tahmin edilmektedir.

Calismada bircok 06zelligi incelenen suslardan segilen iki sustan birinin
kullanilarak musir bitkisinin gelisimine olan etkinligi arastirilmasi planlandi. Bitki
gelisimini tesvik eden, kursun toleransi yiiksek ve bundan sonraki asamalarda

kullanilmas: diisiiniilen iki izolatin (MP6A ve MP7B) molekiiler (16S rRNA sekans
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analizi) yontemler kullanilarak tiir tanilarinin dogrulanmasi hedeflendi. MP6A izolati
Bacillus sp., MP7B izolat1 ise B. thuringiensis seklinde belirlendi (Tablo 15, Sekil 27).
Bu tamimlamaya gore suslarin tiir olarak da biyoremidant bir tiir oldugu belirlenmis

oldu.

4.6. Kursun Varhginda Misir (Saks1 Deneyi) Bitkisi Gelisimi ve ICP-OES Analizi

4.6.1. Kursun Varhg@inda Misir Saksi Deneyi Sonuclari

Molekiiler olarak karakterize edilen MP6A ve MP7B suslarinda kiyaslama
yapildiginda; amonyum tretimlerinin oldukga iyi oldugu, siderofor tiretimlerinin B.
thuringiensis MP7B (26 mm)’nin Bacillus sp. MP6A (8 mm) daha yiiksek oldugu, ACC
deaminaz aktivitesinin her iki susta da pozitif oldugu belirlendi. Fosfat ¢oziiniirliigii
testine gore MP7B iireme gosterip zon olustururken, MP6A susunda ise iireme olmadigi
gozlendi. IAA degerlerine bakildiginda MP6A susunun aktivitesinde (14,22) iyi oldugu,
MP7B susunun en iyi aktivite (26,85) gosteren sus oldugu belirlendi. Ayrica bu suslarin
giiclii amilaz, proteaz, karboksi metil seliilaz, lesitinaz ve jelatinaz aktivitelerine sahip
olduklar1 izlendi. MP7B susu test edilen tiim fiziksel ve kimyasal parametrelerde ¢ok iyi
iireme gosterdigi, bitki gelisimini tesvik edici 6zelliklerinin diger suslara gore daha iyi
oldugu belirlendi. MP7B susunun denenen biitiin metal ortamlarinda iireyebildigi ve
reaksiyon olusturarak renk degisimleri olusturdugu goézlendi. MP7B susunun Pb
toleransinin da yiiksek oldugu biitlin konsantrasyonlarda tireyerek seffaf zon ve
kararmalar olusturdugu izlendi. Tohum ¢imlenme deneyinde, ¢imlenme hizini en fazla
arttiran susun MP7B oldugu belirlendi. Yapilan fiziksel, biyokimyasal, metal toleransi
test sonuclarina ve bitki gelisimini tegvik edici 6zelliklerine bakildiginda en iyi susun
MP7B oldugu belirlendi ve sakst deneyinde de bu susun kullanilmasi gerekliligine karar

verildi.

Calismada Tablo 16’a gore deney diizenegi olusturulmus, her asamada deney
fotograflanarak farkliliklarin gorsele yanstyip yansimadigi kontrol edildi (Sekil 28, 29).
Uygulama sonucunda saksilardaki toprak nemi ve musir koklerinin su igerigi
hesaplanarak gruplarin ortalama yas ve kuru agirliklar test edildi (Tablo 17). Toprak

nem oranlar1 birbirine yakin oldugu ve tiim saksilarda % 58-62 araliginda degistigi
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tespit edildi. Bu sonucun saksilarda homojen bir sulamanin oldugunu dogrulamaktadir.
Kontrol grubunda ortalama kok kuru agirlik 0,342 g iken bakteri kontroliinde 0,370 g
seklinde arttig1 gozlendi. En yiiksek su igerigi kursun 200 ve MP7B+200 mg
birlikteliginde oldugu, bakteri kontrollerinde ise bu oranin azaldigi, dolayisiyla stres
faktorleri azaldik¢a su igeriginin de azalmis olabilecegi yani bakterinin kursun stresinin

azaltmas1 yoniinde etkinliginin oldugu sonucuna varildu.

Kok yas agirligima bakildiginda kontrol grubu kokleri 1,72 g olarak tartilirken
diger parametrelerin yas agirliklar1 2,4-4,14 kati daha fazla olduklar1 gozlendi. Su
icerigi en az 2 kat Pb200’de ve en fazla 4 kati MP7B+Pb200 birlikteliginde gdzlendi.
Bu sonug bitkiye herhangi bir stres uygulandiginda (bakteri ya da metal gibi) kok su
tutma kapasitesini arttirdigini géstermektedir. Zira kuru agirliklar1 hesaplandiginda en
disiik kuru agirligimm Pb200 mg parametrelerinde 0,425 g olarak belirlendi. Kontrol
grubu 0,342 g iken bakteri kontroliinde 0,370 g olarak belirlendi. Baglica i¢ grup
olustugu, 1. grubun kontrol grubu, 2. grubun Pb100, MP7B ve MP7B+Pb100 birlikteligi
ve 3. grubun MP7B+Pb200 ile Pb200 seklinde gozlendi (Tablo 17).

Saks1 deneyinde musir bitkisinin metal varligindaki genel degisimleri agisindan
incelendiginde (Tablo 18, Sekil 28-36); ¢oklu varyans analizine gore degerlendirilmis,
kontrol grubu ile MP7B ve Pb200 faktorleri arasinda 0,05 seviyesinde, diger faktorler
arasinda ise 0,01 seviyesinde 6nemli farkliliklar oldugu gozlenmistir. R kare degerleri
(0,93; 0,94;0,91;0,94 ve 0,98) oldukca yliksekti ve kurulan hipotezin gecerliliginin ¢ok
yiiksek oldugunu ifade etmektedir. Yani bakteri metal varlifinda bitki gelisimine destek

sagladig sonucuna varilmstir.

Bazi1 bakteri tiirlerinin amonyum tretim kapasitesi, ayn1 zamanda bitki gelisimini
arttirmaktadir. Marques vd. (2010) tarafindan yapilan ¢alismada 6 bakteri izolatini misir
bitkisi gelismini tesvik eden 6zellikler (amonyum tiretimi, siderofor, IAA ve ACC de
aminaz vb.) agisindan incelenmis ve musir bitkisinin kok ve gévde gelisimini arttirdigini
rapor etmistir. Bakterilerin bitki gelismeyi tesvik edici Ozellikleri agir metallerin
mevcudiyetinde etkilenebilir oldugu sonucuna varmistir. Ramakrishna vd. (2011)’nin

yaptig1 calismada, kursun varliginda bakterilerin IAA {iretimi ve fosfat ¢oziiniirliigi
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yeteneklerinin énemli diizeyde (P<0,05) azaldigini bildirmektedir. Agir metal bakteri

etkilesimi rizoremidasyon i¢in 6nemlidir.

Bakteriler tarafindan bitki hormon sentezi ve fosfat ¢ozliniirliigi, bitki biiylimesini
tesvik eder ve bu nedenle total metal alimini artiran bir 6zellik oldugu bildirilmektedir
(Dell’ Amico, 2008). Ahmad vd. (2008) Azotobacter ve Pseudomonas cinslerinde 1AA
diizeyini 2,13 ve 3,6 mg/L olarak, Graveletal (2007), P. putida ve Trichoderma
atroviride tiirlerinde 3,3 ve 6,2 mg/L olarak rapor etmislerdir. Rizobakterler tarafindan
diisiik sevilerede IAA iiretimi baslica kok uzamasina etki etmektedir. Rizobakterilerin
diisiik seviyede iirettigi IAA birincil kok uzamasini uyarmaktayken, yiiksek seviyede
tiretimi ise lateral koklerin artmasina ve kok sekillenmesine neden olur, fakat pirimer

kok gelisimini engelledigi bildirilmektedir (Xie vd., 1996).

Calismamizda genel olarak tim verilere bakildiginda; kursun 200 mM
seviyelerine ¢iktiginda gelisme parametrelerinin diistiigii, dolayisiyla misir bitkisi i¢in
toksik seviyelerin 200 mM ve {izeri konsatrasyonlarin oldugu sdylenebilir. Bu
gozlemler misirin gorsel olarak incelenmesinde de ¢ok az da olsa 200 mM da daha fazla
sararmalarin olmas1 seklinde izlendi (Sekil 35). Bakterinin tek basina uygulamasi,
kontrole gore farkin az olmasina ragmen kursun 200 mM kontroliine gore daha iyi
oldugu, kursun—bakteri birlikteliginde ise bakterinin etkinligi daha bariz ortaya ¢iktig
gozlendi. Dolayisiyla bakterinin tek basina varliginda, bitki gelisimine olumlu etki
etmekle birlikte bu olumlu etkinlik metal stresinde daha da yiiksek seviyelerde
gozlenmektedir (Sekil 36). Kursun uygulamasi yapilan orneklerde kok uzunlugunun

arttig1 ancak sagaklanma sayisinda ise azalmanin oldugu tespit edildi (Sekil 30).

Lamhamdi vd. (2011) bugday ¢imlenmesi iizerine kursunun etkinligini belirlemek
icin yaptigt calismada, tohumda kursun absorbsiyonu Oolgiilmiis, 1,5 ile 3 mM
konsantrasyonlarinda absorpsiyonun o6nemli olglide (p<0,01) arttigi bildirilmistir.
Cimlenme basarisi tizerine etkisine bakildiginda kontrol grubunda % 98, 3 mM’da ise %
71 oldugu ayrica ¢imlenme yiizdesinin Pb dozuna oranla azaldigi bildirilmektedir.
Benzer sekilde bitki biyomasinda, kok ve yaprak gelisiminde 1,5 ile 3 mM

konsantrasyonlarin oldukca etkili oldugu ve gelisimini engelledigi bildirilmektedir.
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Kursun en bol ve yaygin dagilimi olan toksik elementlerden biridir. Bu element
bitki gelisiminde, enzim faaliyetlerinin engellenmesi, su, zar gecirgenligi ve mineral
besinlerin dagilimlarindaki dengesizlik gibi degisiklikler nedeniyle, bitkilerin
morfolojisi, biliylimesi ve fotosentez siirecleri tizerinde ciddi olumsuz etkileri
gozlenmektedir (Singh, vd., 1997; Sharma ve Dubey, 2005). Kursun alimi ile ilgili
calismalarda, bugday fidelerinin kursun alimi, ortamdaki kursun konsantrasyon arttik¢a
arttig1 gostermistir. Kursun plazma membrani katyon kanallar ile 6zellikle de Ca*
kanallariyla ortamdan kok hiicrelerine dogru tasindigi bildirilmektedir (Seregin ve
Kozhevnikova, 2008).

Calismamizda da mevcut sonuglar, kursun ile kontamine edilen misir
tohumlarinda kursunun toksik seviyelere ulastigi ve kursun birikerek misirn gelismesini
engelledigini gostermektedir. Embriyoya niifuz eden kursun imbibisyonun son
asamasinda ¢imlenmesini geciktirmektedir (Wierzbicka ve Obidzinska, 1998). Yapilan
bir baska c¢alismada da kursun yiiksek konsantrasyonlari piring fidelerinin ¢imlenme
basarisinda bir diisiise neden oldugu ve gelismesini azalttigi gosterilmistir (Mesmar ve
Jaber, 1991). Yine yapilan ¢alismalarda benzer sekilde kursun konsantrasyonuna bagli
olarak olusan kursun stresine cevaben biyokiitlede onemli bir azalmanin meydana

geldigi rapor edilmistir (Saradhi, 1991; Mesmar ve Jaber, 1991; Rabey ve Zayed, 2005).

Misir koklerin uzamasi kursun varlig: etkisine karsi ¢ok hassas oldugu belirlendi.
Bu parametre, kok hiicrelerinin kursun ile dogrudan temas halinde bulunmasindan
dolay1 koleoptil uzunlugu daha duyarli bir parametre olmaktadir. Lamhamdi vd. (2011)
calismasinda da, calismamiza benzer sekilde 1,5 mM kursun varlifinda koleptil
uzunlugu % 60’dan fazla azaldigi bildirilmektedir. Bazi c¢alismacilar kok gelisimi
engellendigi, hiicresel membranlarin istikrarsizlagtirmanin varligini, mikrotiibiil hasarini
ve kok uglarinda hiicre boliinmelerinde mitotik anormalliklerin varligini bildirmektedir

(Seregin ve Kozhevnikova, 2008).

Jiang vd. (2008), Burkholderia sp. J62 susu ile ii¢ bitkide (hint hardali, misir ve
domates) yaptiklari bir ¢alismada hint hardalinin gelisimini bir miktar engelledigini,
misir ve domates bitkisinin gelisimini tegvik ettigini bildirmislerdir. Kursun bakteri

birlikteliginde ise hint hardalinda kok gelisimini arttiriken gévde gelisimini azalttigi,
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ancak misir ve domateste tiim parametreleri arttirdigi belirlenmistir. Bu verilere
bakildiginda MP7B’nin de misir bitkisinde bakteri varliginda gelisimi azaltmis olmasina
ragmen baska bir bitki kullanildiginda artirabilecegini gostermektedir. Dolayisiyla

bakterinin konak 6zgiinliigiinii se¢iyor oldugu sonucuna varilmaktadir.

Nithya vd. (2011), sedimentten izole ettikleri 46 sustan 24’1, kursun dahil olmak
tizere bir dizi agir metale direngli olduklarini bildirmislerdir. Bacillus pumilus (S8-10)
giiclii metal adsorbsiyon yetenegine sahip oldugu ve kursun adsorbsiyonu % 96,20
olarak bildirmis olup toksik metallerin biyoremidasyonu i¢in o6nerilmektedir. Bakteriler,
antibiyotik ya da antibiyotik benzeri maddeler iireterek toprakta dolayli olarak
patojenleri engelleyerek (i) ve dogrudan besin ve su alimini arttirarak (ii) bitkilerin
gelisimini tegvik ettikleri ve boylece bitki biyokiitlesini arttirdigi bildirilmektedir
(Belimov vd., 2004).

Bakteriler, siderofor, bazi 6zel enzimler ve ¢o6ziinebilir fosfor igeren organik
asitler iireterek ve de atmosferik azotu fikse ederek, metal toksisitesine karsi bitkileri
dayanma yeteneklerine yardimer olabildikleri bildirilmektedir (Kloepper, 2003).
Borgmann (2000), Kluyvera ascorbata SUD165 susunun ACC deaminaz enzim {iretimi
yoluyla Brassica juncea ve Brassica campestris bitkilerini Ni, Pb ve Zn toksisitelerine
kars1 korunabildikleri bildirilmistir. Bitki gelisimini tesvik eden rizoid bakteriler, IAA
sentezini uyararak Brassica kok uzamasini arttirdigini bildirmistir (Sheng ve Xia,
2006).

Asilanmig veya asilanmamis olsun, bitki kok sistemlerinde metallerin birikiminin
stirgiinlerden daha yiiksek olarak bulunmustur. Bu oncelikle agir metallerin koklerden

slirglinlere translokasyonlarinin zayif olmasindan dolayidir (Rajkumar vd., 2006).

Calismada uygulanan varyans analizine gore yaprak veri gruplar1 arasinda
p<0,05 (sig.0,036) diizeyinde anlamli bir fark oldugu gozlendi. Yaprakta en yiiksek
kursun absorbsiyonunun 200 mg kursun varliginda oldugu, en diisiik absorbsiyon ise
bakteri grubunda belirlendigi ve bakteri varliginda kontrolden daha az kursun igerdigi
gozlendi. Yapraktaki kursun miktarinin kontrol gruplarinda konsantrasyon artigina

paralel olarak arttig1, bakteri ile kursun beraber verildiginde ise % 50’ye yakin bir
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azalma oldugu gozlendi (Tablo 20, Sekil 37). Bakteri varliginda yaprakta kursun
birikiminin genel olarak azaldig1 gozlendi. Bu sonu¢ MP7B susunun musir bitkisinde

kursun alimini azalttig1 veya kursunu kendi i¢inde absorbe ettigini diisiindiirmektedir.

Bu durum bitkide kursun konsantrasyonu arttik¢ca yaprakta birikimde artmakta
oldugunu bakteri varliginda ise birikimin yar1 yariya azaldigini gostermektedir. Bu
azalmanin sebebi biiylik olasilikla, MP7B bakterisinin varliginda kursun bakteri
tarafindan tutulmakta olup yapraga iletimini engellemekte ve yapraklarin saglikli bir

sekilde gelismesi saglamaktadir.

Kursunun 100 mg verildigi gruba bakildiginda yaprakta kursun igerigi arttigi,
200 mg kursun ortaminda ise yapraktaki kursun miktarinin daha da yiikseldigi gozlendi.
Bakteri varliginda ise bu durum tersi yonde iligski gostermis olup kursun absorbsiyonunu

arttirdigi gézlendi (Tablo 20, Sekil 37).

Calismada kullanilan kursunlu ve kursunsuz besiyeri ortamlarinda MP7B
susunun kiiltiirii yapildiginda; kontrol grupda besiyerinin i¢inde bulunan minimal
miktarda kursun varlifindan dolayr hem sivi hem de pellette kursun miktar1 diisiik
olarak gozlenmistir. Bacillus thuringiensis MP7B susunun besi ortamindaki kursunu
kullanmak amaciyla biinyesine almis olacagindan dolay1 pellette dogal olarak kursun

miktar1 daha yiiksek olarak belirlenmistir (Tablo 23, Sekil 40).

Besiyeri ortamina 3 mM kursun ilave edildiginde sivi ortamindaki kursun miktari
ile pelletin kursun miktar1 arasinda dogru orantili olarak kursun artisi gozlenmektedir.
Bu sonug bakterinin ortamdaki kursun konsantrasyonunun artmasiyla Pb baglama ya da
absorblama kapasitesinin de 6nemli Slgiide arttigini gostermektedir (Tablo 24, Sekil
40).

Siv1 kiiltiirde kalan kursun miktar1 incelendiginde ise Tukey testine gore bakteri
Pb’siz pH 7.0 grubu ile biitiin gruplar arasinda kendi i¢inde anlaml bir farklilik
olusturdugu gozlendi (p<0,01). Besiyerinde ki Pb miktar1 bakteri varliginda pH 6.0 ve
7.0’de kontrollerine gore azalttigi, bu azalan miktarin bakteri pelletinde kaldigi

gozlenmistir (Tablo 24, Sekil 41). Bakterinin kat1 ortamda metali absorblama deneyine
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bakildiginda varyans analizine gore tlim gruplar arasinda p<0,001 (sig.0,000) diizeyinde

anlamlz bir farklilik gézlendi.

Braud vd. (2006), gore Pseudomonas aeruginosa ve Pseudomonas fluorescens
asilamasi, topragin degisebilir fraksiyonundaki Pb igeriginin % 113 artis ile
sonuclandigint bildirmistir. Bununla birlikte, Pb konsantrasyonu, serbest Mn oksitler,
organik madde ve artik fraksiyonunda sabit kalmis rezidiilere baghdir. Bir cok yazarlar
tarafindan bildirildigi tizere, bir topraktaki kullanilabilir metal igerigi, toplamdaki total
metal igeriginin % 1’den az bir kismidir (Whiting vd., 2001; Braud vd., 2006).

Bitki tarafindan elementlerin emilim derecesi, bitki dogasi, kirleticinin kimyasalin
yapisi, topragin pH’s1 ve elementlerinin konsantrasyonuna ve de diger metaller ile
etkilesimine baglidir (Zurera Cosano vd., 1989). Toprakta, ¢cevrede ve suda biriken,
giibre, kanalizasyon orjinli kirleticiler ile toksik metaller canlilar i¢in ciddi endise
kaynagidir. Agir metaller norotoksik, teratojenik, mutajen ve hatta cok diisiik
konsantrasyonlarda kanserojen etkilere sahip oldugu bir ¢ok c¢aligmalarda bildirilmistir
(Waalkes vd., 1994; Al Saleh vd., 1996).

Mikroplar ve bitki kokleri (rizosfer) arasindaki ara yiiz, hem besin alinimi artigi
hem de metal toksisitesinin azalmasi iizerine biiyiik bir etkinlige sahip olabilecekleri
bildirilmektedir (Smith, 1994). Mikroorganizmalar tarafindan bitkilerde agir metal
toksisitesinin iyilestirilmesinde me olabilir bitkiler tarafindan metal aliminin azaltilmasi
(Vivas vd., 2006) ya da alimi {izerine herhangi bir etkisi olmaksizin agir metallerin

neden oldugu zarar verici etilen stres miktarimin azaltilmasi yoluyla olabildigi

bildirilmektedir (Burd vd., 1998; Rajkumar vd., 2006).

Yapmis oldugumuz calisma sonucuna Ozetle bakildiginda, toprakta bulunan
birgok mikroorganizmanin toprak yapisinin gelisimine katki sagladigi, metalleri
absorbladig1 veya daha az toksik forma soktugu, bitki gelisimini destekledigi sonucunu
bir kez daha dogrulamistir. Incelenen suslarin her birinin belli bash &zelliklere sahip
olduklari, ihtiya¢ duyuldugunda bu o6zelliklerin kullanilabilecegi ve ¢evre dostu

biyopreparatlar1 olusturabilecegi gézlenmistir.
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Incelenen suslardan MP7B’nin test edilen parametrelerden pek ¢ogunda olumlu
sonu¢ alinmis olup, potansiyel biyopreparat ajani oldugu, diger suslarinda buna yakin
Ozellikleri tasidigr sonucuna varilmistir. Bu suslarin 6zellikle kendi ekosistemlerinde
biyopreparat olarak kullanimlar1 ekolojik agidan da ayri bir 6nem tasimaktadir. Ulke
ekonomisi agisindan ise diger bir 6nem arz eden husus olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Ozellikle son 5 yildir Dogu Karadeniz’de ¢ay tariminin organik iiretime doniistiirme
cabalarina bir nebze katki saglayacagi, biyolojik preparat olusturma calismalarina

destek olusturacag diisiintilmektedir.
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5. ONERILER

Calismada 34 adet rizoid bakteri arastirilmis, geleneksel yontemlerle fiziksel ve
biyokimyasal ozellikleri belirlenmistir. Bu suglarda calisilmasi gereken daha fazla
sayida aktivite (antibiyotiklere duyarliligi, direng genleri, plazmitleri, antimikrobiyal
madde, bakteriyosin ve bakteriyofaj igerikleri ve bir dizi enzim aktiviteleri gibi) var ve

bunlarin yapilacak yeni ¢alismaklarda incelenmesi gerekmektedir.

Bakterilerin bitki gelisimini tesvik eden Ozellikleri metal yoklugunda arastirildi.
Bu deneylerin farkli metallerin varliginda siderofor, IAA, fosfat ¢oziliniirliigli, amonyum

tiretimi ve ACC deaminaz aktivitelerinin varligi ve siddeti arastirilmalidir.

Calismada bitki gelisimini tesvik eden sadece 5 6zellik incelendi. Ancak bagka
faktorlerin de oldugu ve bu faktorlerin de hem metal varliginda hem de yoklugunda

calisilmasinin yararli olacagi kanisindayiz.

Calismada yanlizca 5 agir metal test edildi. Oysaki insan ve diger canlilar igin
toksik olan ¢ok sayida agir metal bulunmaktadir. Bu metallere kars: etkinlikleri de test

edilmelidir.

Bitki ¢imlenmesi lizerine yapilan ¢alismalarda sadece misir bitkisi test edilmistir.
Bu ¢alismalarin farkl tiir bitkiler lizerinde de hatta hibrit ya da genetigi degistirilmis
bitkilerde de test edilmelidir.

Misir ¢imlenmesine ve gelisimine olan etkinligi sadece kursun varliginda test
edilmis olup diger agir metallerin de varliginda bu ¢aligmalarin laboratuvar sartlarinda

test edilmesi gerekmektedir.

Bakterilerden sadece MP7B susu kursun varliginda misir gelisimine olan etkinligi
test edilmigstir. Oysaki 6n calismalarda bu sus kada hatta daha iyi olan suslarin
bulundugu ve bu suslarin da aym testlere tabi tutulup etkinliklerinin belirlenmesi

gerekmektedir.
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Bitki bakteri ve kursun birlikteligi ¢alilmalar1 laboratuar sartlarinda test edilmistir.
Bilindigi iizere in Vvitro ve in vivo ¢alismalarin sonuglari her zaman her susta paralel
olmayabilir. Bu nedenle bu suslarin sera vedaha sonra arazi sartlarinda da etkinlikleri

test edilmelidir.

Tiim bu sonuglar dogrultusunda uygun bulunan suslarin; genis ¢evre (farkli pH,
sicaklik ve tuz varliginda) kosullarinda rahatga iireyebilen, bitki gelisimini tesvik eden
rizoit bakteri (PGPR), agir metalleri zararsiz forma doniistiiren biyoremidant veya

biyoabsorbant 6zelliklere sahip suslar olarak karakterize edilmesi gerkmektedir.

Boylece bu suslarin yerli sus ve ticatri preparat olarak biyogiibre iiretiminde

kullanilmasi saglanmis olacaktir.
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EKLER

EK-1: MP 6A

CGAAGCGAATGGATTGAGAGCTTGCTTTTAAGAAAGTTAGCGGCGGACGGG
AGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACGG
GCTAATACCGGATAACATTTTGAACTGCATGGTTCGAAATTGAAAGGGGGA
TGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTACGGCTCACCAAGGCAAC
GATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACG
GCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAA
AGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAAC
TCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCTAGTAGCTGGCACCTTGACGGTACCT
AACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGG
TGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTC
TTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAAC
TGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGA
AATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCT
GTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATAC
CCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCG
CCCTTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCC
GCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAG
CATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCC
TCTGAAAACCCTAGAGATAGGGCTTCTCCTTCGGGAGCAGAGTGACAGGTG
GTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAA
CGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAAGGT
GACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATG
CCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAAAGAGCT
GCAAGACCGCGAGGTGGAGCTAATCTCATAAAACCGTTCTCAGTTCGGATT
GTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATC
AGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACA
CCACGAGAGTTTGTACACCCGAAGTCGGTGGGGTACCTTTT
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EK-2: MP 7B

CGAGCGAATGGATTGAGAGCTTGCTCCTCAAGAAGTTAGCGGCGGACGGGT
GAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACC
GGGGCTAATACCGGATAATATTTTGAACTGCATGGTTCGAAATTGAAAGGC
GGCTTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGTGA
GGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCG
GCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAG
GGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGA
GAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGAAGAACAAGTGCTAGTT
GAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTAC
GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATT
GGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACG
GCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGG
AAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACA
CCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAG
CGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGAT
GAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTTAACGCATT
AAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTG
ACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCG
AAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGAAAACCCTAGAGATAGGGCTT
CTCCTTCGGGAGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTC
GTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGC
CATCATTAAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAA
GGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACG
TGCTACAATGGACGGTACAAAGAGCTGCAAGACCGCGAGGTGGAGCTAATC
TCATAAAACCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAG
CTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCG
GGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGT
CGGTGGGGTAACCTTTTG
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