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ONSOZ

Bu calisma Recep Tayyip Erdogan Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji
Bolimii  Mikrobiyoloji Arastirma Laboratuar’larinda 2013-2015 yillar1 arasinda
yapilmistir. Calismada Ovit yaylasinda orkide topragindan izole edilen toplam 20 adet
susun geleneksel metodlarla tanimlanmasi, bazi enzim aktivitelerinin belirlenmesi, bitki
gelisimini tesvik eden Ozelliklerinin belirlenmesi ve 5 farkli agir metale Kkarsi

toleranslarinin arastirilmist planlandi.

Test sonuglarina gore en iyi 6zelliklere sahip olan suslarin biyoremidasyonda ve
bitki gelisimini tesvik eden Ozellikler acisindan iyi olan suslarin misir bitkisinin
cimlenmesine ve gelisimine olan etkinligi test edildi. Bu ¢alismada bana destek veren
basta danisman hocam sayin Prof. Dr. Sengiil ALPAY KARAOGLU’ na, katkilarin
esirgemeyen degerli jiiri iiyelerim Dog. Dr. Turan YUKSEK, Dog. Dr. Neslihan
SARUHAN GULER, béliim baskanimiz Prof. Dr. Vagif ATAMOV, degerli hocam Dog
Dr. Serdar ULKER e, yiiksek lisans arkadaslarim Emel UZUNALIOGLU, Gokhan AK,
Arif BOZDEVECI, Suzan KUNDAKCI, annem Fatma, babam Hiiseyin, kardeslerim
Yasemin Gokge ve Ahmet UREYEN’e tesekkiirleri bir borg bilirim.
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OZET

TOPRAK KOKENLIi BACILLUS’LARIN BiYOREMIDANT OZELLIKLERININ
BELIRLENMESIi ve BAKIR VARLIGINDA ZEA MAYS’IN GELiSiMINE ETKiSi

Ulkii Zeynep UREYEN

Recep Tayyip Erdogan Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Ana Bilim Dal
Yiiksek Lisans Tezi
Danismani: Prof. Dr. Sengiil ALPAY KARAOGLU

Caligmada Ovit yaylasi orkide kok topragindan izole edilen 20 izolatin tanimlanmasi, bitki
gelisimini tegvik eden 6zelliklerinin belirlenmesi, metal toleranslari (Fe, Cu, Pb, Ag, Zn), bakir
varliginda musir bitkisinin ¢imlenmesine ve gelismesine olan katkisinin arastirilmasi planlandi.
Izolatlarin tiimii Gram pozitif sporlu (Bacillus sp) bakteriolduklari, tiimiiniin genis sicaklik ile
pH araliginda, %85’inin %10 tuz varliginda iyi tireyebildikleri, 3’niin amilaz, 11 nin nitrat ve
gliclii lesitinaz aktiviteye sahip olduklari belirlendi. Bitki gelisimini tesvik eden ozellikleri
incelendiginde 7’sinde giiglii siderofor iiretimi, 6’sinda fosfat ¢oziiniirliigli, 6’sinda ACC
deaminaz ve ¢ogunda iyi diizeyde indol asetik asit aktivitesi gozlendi. Agir metallerin yiiksek
(10 mM) konsantrasyonlarindaiireme yetenekleri incelendiginde tiimiin demir, 7’sinin giimiis,
9’unun bakir ve 15’inin kursun varliginda tireyebildigi belirlendi. Tiim 6zellikler agisindan en
iyi olan 6 susun, bakir MIC ve MBC degerlerisirasiyla 12,5-25 ile 50-100 mM
araligindabelirlendi. Bakir varliginda genis pH araliginda iireyebildikleri ancak logaritmik
stirenin uzadig gozlendi. Suslarin bakir varliginda misir ¢imlenme basarisina etkisi aragtirildi
ve en iyi olarak belirlenen 505Y11 susu geleneksel molekiiler yontemlerle Bacillus sp. olarak
tanimlandi. SO5Y11 susunun Bakir varliginda ve yoklugunda musir bitkisinin gelisimine olan
etkinligi incelendi. Cu’m biyoremidasyonu/absorbsiyonu Atomik Absorbsiyon analizi ile
arastirtldi. 505Y11 nolu susun birgok O6zellikleri agisindan degerlendirildiginde potansiyel
biyoremidant/absorbant sus oldugu belirlendi.

2015, 151 sayfa

Anahtar Kelimeler: Bacillus, Bakir, Misir gelisimi, Biyoremidasyon/Absorbsiyon



ABSTRACT

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

Ulkii Zeynep UREYEN

Recep Tayyip Erdogan University
Science Institute
Department of Biology
Master Thesis
Supervisor: Prof. Dr. Sengiil ALPAY KARAOGLU

In this study it was planned to investigate the identification of the 20 isolated strains that
isolated from Ovit Plateau, orchid root soil, determination of the features that promotes the
growth of plants, metal tolerances (Fe, Cu, Pb, Ag, Zn), contribution to the germination and
growth of corn plants in the presence of copper. 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, 3 of them had amylase, 11of them had
nitrate and strong lecithinase activity.When the features that promote the growth of plants were
analized, strong siderophore production at 7 of them, phosphate solubility at 6 of them, ACC
deminase at 6 of them and good level of indole asetic acid were observed at most of them.When
analised the ability of breeding in the high concentrate of heavy metals(10mm), it was
determined that all of them could breed in the presence of iron, 7 of them could breed in the
presence of silver, 9 of them could breed in the presence of copper and 15 of them could breed
in the presence of lead.For all features, the most appropriate 6 strains were defined as copper
MIC and MBC respectively valued between 12.15- 25 and 50-100. It is observed that in the
presence of copper 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 copper was
investigated and the most suitable strain was choosen as 505y11.By the traditional and
moleculer methods, it was defined as Bacillus sp. The effectiveness of the presence and absence
of copper to the growth of corn plant and the features of bioremidant absorption was
investigated by Atomic Absorbsion analysis. When 505Y11 strain evaluated many features

were identified as potential biyoremidant/ absorbant strains.

2015, 151 page

Keywords: Bacillus, Copper, Development of corn, Bioremediation / Adsorption

v



ICINDEKILER

ONSOZ . |

TEZ ETIK BEYANNAMESI.....cootiiiiiiiniiiiinisesesie s I

OZE T I
ABSTRACT . ettt sttt et e bt bt e e e beenree s v
ICINDEKILER ..ottt ettt sttt ettt sttt en sttt en et \Y,
SEKILLER DIZINT ..ottt ettt VIl
TABLOLAR DIZINT....ooiiiivieceeeeeeeeee ettt Xl
SEMBOLLER ve KISALTMALAR DIZINI.......cccooeiiieeeeeceeee e XIl
1. GENEL BILGILER ..ottt 1
1.1. [ 51 4 PRSP 1
1.1.1.  Bacillus’larm Genel Ozellikleri ve sistematikteki Yeri.........ccoeeverrvririvererinnnnne, 2
1.2. Bacillus’larin Antimikrobial OZelliKIEr........ccueveveeeeeeeeereieeeeee e, 3
1.3. Toprak MiKroflorast ........cccovveiiiiiiiiiiiiiic e 4
1.3.1. Toprak Reaksiyonu ve MIKIoflora ........ccccooviiieiiiiiiii e 5
1.4. Bitki Gelisimini Tegvik Eden Bazi Mikroorganizmalar (PGPR) ............cc........ 6
1.4.1. Biyogiibrelerin Tarimda Kullanimi ... 7
1.5. SIARIOTOIIAN ... 8
1.6. Bazi Agir Metaller ve Bitki Metabolizmasi Uzerine Etkileri...............cccvvveen. 8
1.6.1.  CINKO woeeiiiiiee et 8
1.6.2.  GUIMIIS ..uueeiteeeiitre e eeiee e st e e st e e st e e st e e e st e e st e e e sab e e e sab e e e saeeeesseeeesaeeeaneeeenseeeenneeannes 9
1.6.3.  DBIMIM ot 9
164, BaKIT i b e 10
1.6.5.  KUISUN coociiiii e e e et e e e s e e e e e nre e e e e anaeeeeans 11
1.7. Agir Metalin Mikroorganizmaya EtKiSi ......ccccocoviiiiiiiiiiiiiii e 15
1.8. Toprakta agir metalin 6nemi ve bitki gelisimi tizerine etkisi .........ccccverinennne. 18
1.8.1. Bitkilerin Agir Metal Toksisitesine Tolerans Mekanizmalart.............ccc.eceee.. 21
1.9. BIYOrEMIGASYON ... 22
1.9.1. Biyoremediasyonun Avantajlarti .......cccccvciiriieiniiie i 24
1.9.2. Biyoremediasyonun Dezavantajlari..........ccccoocveiiiiiiiiin e 25
1.10.  Literatiit CaliSmalari.........ccooiiriiiiiieiiieiie e 25



2.1.

2.1.1.
2.2.

2.2.1.
2.2.2.
2.2.3.
2.2.4.
2.2.5.
2.2.6.
2.3.

2.3.1.
2.3.2.
2.3.3.
2.34.
2.3.5.
2.3.6.
2.3.7.
2.3.8.
2.3.9.

2.3.10.
2.3.11.

2.3.12.

2.3.13.
2.3.14.
2.3.15.
2.3.16.
2.3.17.
2.3.18.
2.3.19.
2.3.20.

YAPILAN CALISMALAR ..ottt e 28
IMIBEEIYAL ... 28
Kullanilan Arag, Gereg ve Sarf Malzemeleri .........c.cccvvveeviiieeeciiiiiec e 28
Kullanilan Besiyerlerinin Hazirlanisi.........ccccvveiiiiiiiiiniiiic e 29
Miiller Hinton Agar (MHA) ve Miiller Hinton Broth (MHB) Besiyerleri ....... 29
Brain Heart infusion Agar (BHIA) ve S1vi Besiyeri (BHIB).........cccccooevennenen. 29
HArEKEt BESIYEIT ...ocvvevieii ettt 29
NACT TS ..o s 29
BiyoKimyasal TeSIEr ..o 30
Cimlenme Deneyi DUZENETI.........cooviviiiiiiiiiiieiicseese e 36
D €03 1173 RO TP PR PRSP 39
OrneKIerin EKIM .....c.cucvivvceiueieieiicececee ettt 39
[zolasyon ve 1dentifikasyon..........cccccuecuevireisicveiieeeece e 40
HAIEKET TOSTE....cuveviiiieecer s 40
OKSIAAZ TS ... 41
KAtBlAZ TESH ...vvcviieiiisice e 41
SICAKITK TSI ..ttt sr e sneeneesneenrees 41
NACT TOIEIANS TESH....cuviviireieiiiiiree s 41
PH TESTE .ttt 42
BiyoKimyasal TeSHIEr .........c.ooviiiic e 42
Bakterilerin Metal Toleranslarinin Belirlenmesi............cccoooeiiiiiciiicicine, 47

Bakterilerde Bakir Minimum Inhibisyon (MIC) ve Minimum Bakterisit

(MBC) Konsantrasyon Degerlerinin Belirlenmesi: ..............ccocooiininiiininn, 48
Bakterilerin Farkli Ortamlarda(Cu’li ve Cu’siz MHB ile BHI besiyerinde)

Ureme EZIIIETT ....oouvviiiieieece e 49
Bakir Spektrofotometrik Yontemlerle belirlenmesi ..........cceevvveiiiiiiiiieiniinenn, 50
Izolatlarin Molekiiler Tanimlanmasi ............c.cccuevevriirerererensenccrsesseeeseessns 50
Misir Tohumlarinin Cu ve Bakteri Varliginda Cimlenme Deneyi: .................. 53
Bacillus sp. 505Y11 Susunun Metal Absorbsiyonun Belirlenmesi................. 54
YaKMA DUZENEG: ..ottt ettt 55
SAKST DBNEY ...ttt 55
Saks1 Topragina Bakteri ve Metal Uygulamast;..........ccooovviiiiiiiiiciiciiicinn 56
Cu Analizi Igin Misir Yakma DUZeNegi.........cccovvevveriveriiersiereiseeseeseesennns 57
BULGULAR . . 59



3.1. Bakterilerin Geleneksel Yontemlere Gore Tanimlanmasi.........c.ccevveeerieennene. 59
3.2. Bitki Gelisimini Tesvik Eden Ozelliklerin Belirlenmesi...........cc.ccccovevurvennnne. 64
3.3. Bakterilerin Metal Toleranslarinin Belirlenmesi.........cccccoocvviiniiniinnininnnn, 67
3.4. 505Y 11 Susunun Bakir1 AbsorbsiyonY eteneginin Belirlenmesi .................... 76
3.5. Bakir ve Bakteri Varliginda Misir Tohumunun Cimlenme Basarist................ 79
3.6. Bakir Varliginda Misir Bitkisi Gelisimi ve Atomik Absorbsiyon Analizi...... 84
3.6.1. Bakir Varliginda Misir Gelisimi DENEYI .....cccccvevviieiieiiiiiiie e 84
3.7. Misir ve Bakteri Iceriklerinde bakirMiktarinim Analiz............cccceeevvvvveeernnnne, 94
3.8. Bakteri Deneyinde Bakirin Atomik Absorbsiyon Analizi Sonuglari ............... 99
4. TARTISMA Ve SONUCLAR ....oooiiiiiiieiieese e 101
4.1. Bakterilerin Tanimlanmast .........cceveeererenenesesiesesee e e 101
4.2. Bitki Gelisimini Tesvik Eden OzelliKIEr .........cocoovvveveveeieeeeececeeeeeeeeees 104
4. 3. Bakterilerin Metal Toleranslarinin Belirlenmesi..........ccccccooovevviiniicivininn, 107
4.4, Bakir ve Bakteri Varliginda Misir Tohumunun Cimlenme Basarisi............ 111
4.5. Bakir Varliginda Misir Gelisimi(Saks1 deneyi) ve Atomik Absorbsiyon

ANALIZE oo 116
45.1. Bakir Varliginda Misir Gelisimi Deneyi Sonuglart.........ccocovviiiiiiiiiinennnnn, 116
45.2. Misir Gelisimi Deneyinde Bakirin Atomik Absorbsiyonla Belirlenmesi...... 119
45.3. 505Y11 Susunun Siv1 Besiyerinde (BHIB) Bakir Absorbsiyonu. .............121
5. ONERILER ... ... oot e 123
KAYNAKLAR. e e 124
ERLER .o e 140
OZGECMIS. .. 141

Vil



Sekil 1.
Sekil 2.
Sekil 3.
Sekil 4.
Sekil 5.
Sekil 6.
Sekil 7.

Sekil 8.

Sekil 9.

Sekil 10.
Sekil 11.
Sekil 12.
Sekil 13.
Sekil 14.
Sekil 15.

Sekil 16.
Sekil 17.

Sekil 18.

Sekil 19.

Sekil 20.
Sekil 21.

Sekil 22.

Sekil 23.

Sekil 24.
Sekil 25.
Sekil 26.

SEKILLER DiZiNi

Bazi izolatlarin makroskonik ve mikroskobik goriiniimleri ve sporlari. ....... 60
Demir igeren besiyerinde siderofor {iretiminin belirlenmesi............ccccceeueee. 65
Fosfat iceren besiyerinde fosfataz varligimin tespiti. .......cccoceevvrieiieiiiiennn, 65
Amonyum siilfat ¢oziiniirliigii aktivitesinin belirlenmesi. ..........c.ccccevvvveennen. 65
Bakterilerde ACC Deaminaz Aktivetisinin belirlenmesi............ccccoceevvennne. 66
Indol asetik asit (IAA) aktivitesinin belirlenmesi. ...........ccceceveverrierereinennnne, 67

Farkli konsantrasyonlarda giimiis nitrat, bakir siilfat, ¢inko kloriir ve kursun
IR 18 0 11 (<) 0 LTSRS . 68

Bakir iceren MHA besi ortaminda kiiltiir edilen suslarin kolonileri oda 1s1snda

bekletildiginde renk dOnUSiMIETI. .......coccvviiiriiiiiier e 69
Agar kuyucuk diffiizyon yonteminde Cu’nun inhibisyon zon ¢aplart. .......... 69
Eliza plakasinda bakir MIC deneyi . .......cccoovviviiiiiniiiicice, 70

112021’nin Cu’l1 ve Cu’siz, farkli pH’li BHIB besiyerinde iireme grafigi. ... 71
501 susunun Cu’li ve Cu’siz, farkli pH’l1 BHIB besiyerinde iireme grafigi. 72
505Y1’nin Cu’li ve Cu’siz, farkli pH’l1 BHIB besiyerinde lireme grafigi. .. 73
508 susunun Cu’li ve Cu’siz, farkli pH’l1 BHIB besiyerinde tireme grafigi. 74

5009 suslunun Cu’li ve Cu’siz, farkli pH’I1 BHIB besiyerinde tireme
EEATITE. oot 75

505Y 11 nin Cu’li ve Cu’siz, farkli pH’I1 BHIB besiyerinde tireme grafigi. 76
Bakirin MHB ile BHIB besiyerleri ve su ortamindaki standart ile absorbans
EETTIETL. Loviiiiiiii e 77
505Y11’in Cu’siz BHIB ortaminda ve farkli pH’larda 2. ve 11. giin
INKTDASYON ...t 78
505Y11’in 3 mM Cu varliginda, farkli pH’lardaki kiiltiirlerin 2., 4., 7. ve
11.giinlerde alinan adsorbs sektrum grafikleri. ..........cccooeviiiiiiiiiicicnn, 79

Cimlenme deneyinin bakir varliginda ve yoklugunda sagaklanma sonuglar1.81

Misirin ¢gimlenme deneyinin 5. gliniinde bakteri (505Y11) ve bakir (1,5
mM)varliginda gOrinimIeri. ..........ccccurveiiriiiriniiireseee e, 82

Misirin bakteri ve bakir varliginda ¢imlenme deneyinin son (7.) giinii
GOTUNTIMTL .evviiiiiie sttt et e st e e be e e s nbe e e anteas 83

Bakterilerin, Cu varliginda ve yoklugunda misir kok ve gévde uzunluklarina
BEKIST. ettt 83

Cu varliginda ve yoklugunda suslart misir bitkisinin kok-govde agirliklari.. 84
Saks1 deneyinin 7. giinlerinden gorinimleri............coevvveeiiiieiiiie e 85
Saksi1 deneyinin 20. glinlerinden gorinimleri..........ccoccovveiiiiiienieniieneeee, 86

VIl



Sekil 27.
Sekil 28.

Sekil 29.

Sekil 30.
Sekil 31.
Sekil 32.

Misir - Bakteri (505Y11) kontrol gruplarinin hasat sonrasi gortintimleri ..... 89

Yukaridan asagiya dogru Cu50 kontrol, Cu50+Bakteri, Cul00 kontrol ve

Cul00-Bakteri gruplarinin hasat sonrasi gorinimleri ..........cccoveeeiieenernnenne 90
Misir bitkisinin bakir varliginda ve yoklugunda gelisiminin toplam veri

analizine gore olusturulan grafik...........c.cciiiiiii 93
Misir koklerindeki bakir miktart konsantrasyon degerlendirmesi. ................ 96
Misir yapraklarinda bakir miktar1 konsantrasyon degerlendirmesi................ 98
Bakteri kiiltiirlerinde bakir miktarlarinin 6l¢iim degerlendirmesi................ 100



TABLOLAR DiZiNi

Tablo 1. Bacillus’larin sintflandirilmast. .........cccoveeveiiieniniiieieeeeee e 3
Tablo 2. ACC igeren bitki gelisimini tesvik edici bakteri asilamalarinin bitkilerde
BEKIIBIT. oo 10
Tablo 3. Biyoremediasyonu etkileyen faktorler. ..........cccovveriiiniieiiiniescceen 24
Tablo 4. Metal analizi i¢in numunelerin mikrodalga firinda (Microwave Digestion)
yakma Programlart ........cveiiuieiiiie i 58
Tablo 5.Calismada kullanilan izolatlar ve numaralari. ...........ccccoeviveiiieeiieiiiee e 59
Tablo 6. Mikroorganizmalarin makroskobik, mikroskobik ve bazi1 biyokimyasal
OZEIIKICTI. ... 61
Tablo 7. Mikroorganizmalarin bazi biyokimyasal aktivite test sonuglart. ................... 62
Tablo 8. Mikroorganizmalarin bazi fiziksel 6zelliklerinin belirlenmesi. ..................... 63
Tablo 9. Izolatlarm geleneksel yontemlerle yapilan tiir tanimlanmast (N=20)............. 63
Tablo 10.1zole edilen bakterilerin tiir dagilimi (N=20). .........ccceceerrrrererrrereririeeeererennne 64
Tablo 11. Mikroorganizmalarin bitki gelisimini tesvik eden baz1 6zellikleri. ............... 64
Tablo 12. Mikroorganizmalarin indol asetik asit (IAA) aktiviteleri. .......cc.ccovvvervrnennnn 66
Tablo 13. Bakterilerin kat1 agar ortaminda giimiis, demir, bakir, kursun ve ¢inko
varliginda lireyebilme yetenekIeri. .........ccooverieiiiiieniiiiic e 67
Tablo 14. Bacillus sp. suslarinin bakir toleranslarinin agar kuyucuk diliisyon, MIC ve
MBC yontemleriyle belirlenmesi. .........ccccoverieiiiieniiine e 70
Tablo 15. Misir ¢imlenmesi tizerine bakir (1.5 mM) etkinliginin belirlenmesi. ............ 80
Tablo 16. Misir sakst deney dUZeNEGi. .......cvrververiririiiieisisieeesie s 85
Tablo 17. Toprak nemi ve misir kokii yas ve kuru agirliklart. .........ccocoevveiiiiiicicnnn, 87
Tablo 18. Misir kontrol grubunun yaprak goévde ile ana kok uzunluklari (cm) ve
sacaklanma sayis1 (n) ortalama degerleri. .......cccoooveriiiiiniinii e 88
Tablo 19. Misir-Bakteri (505Y11) kontrol grubunun yaprak govde ile ana kok
uzunluklar1 (cm) ve sacaklanma sayis1 (n) ortalama degerleri. ...................... 88
Tablo 20. Misir- Cu50 mg kontrol grubunun yaprak gévde ile ana kok uzunluklar
(cm).ve sagcaklanma sayisi (n) ortalama degerleri........ccccooveeviiiiiiiiiniiennnn. 89
Tablo 21. Misir-Bakteri- Cu50 mg deney grubunun yaprak govde ile ana kok
uzunluklar1 (cm) ve sacaklanma sayis1 (n) ortalama degerleri........................ 89
Tablo 22. Misir-Bakteri-Cul00 mg deney grubunun yaprak gévde ile ana kok
uzunluklar1 (cm) ve sacaklanma sayis1 (n) ortalama degerleri....................... 91
Tablo 23. Bakir yoniinden kontrol grubu ile diger faktorler arasindaki korelasyon
THSKIST. 1ottt bbb 92
Tablo 24. Topraktaki bakir miktari KONnSantraSyonu. ..........c.ceeeereereerienenesesinsesieennenns 95

X



Tablo 25. Misir koklerindeki bakir miktar ortalamalar1 ve standart sapma degerleri. ... 96
Tablo 26. Misir yapraklarinda bakir miktar1 konsantrasyon degerleri. ...........ccceovenee. 97

Tablo 27.505Y11 nolu susun sivi ortamda bakir baglama/indirgeme kapasitesi ve
atomik absorbsiyon Ol¢iim degerleri. ......oocvvviiiiiiiiiiiiiie 99

Xl



SEMBOLLER ve KISALTMALAR DiZiNi

BHIA Brain heart infusion agar

BHIB Brain heart infusion broth

MHA Miiller Hinton Agar

MHB Miiller Hilton Broth

EMB Eosine Metilen Blue

IMVIC Indol, Metil Red, Voges proskaver ve Sitrat
ul Mikrolitre

ml Mililitre

L Litre

vd Arkadaslari

g Gram

g/L Gram /Litre

kg Kilogram

PGPR Plant Growth Promoting Bacteria
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ISR Sistemik uyarilmis dayaniklilik
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Mg Magnezyum
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Dk Dakika

C Santigrat

Atm Atmosfer basing birimi
TE Tris edda

Rpm Dakikadaki devir sayis1
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1. GENEL BiLGILER

1.1. Giris

Bakteriler biiyiikliikleri tiire gére degismekle birlikte 1-3 mikronu gegmeyen, tek
hiicreliprokaryotik canlilardir. Bazi tiirleri insan ve hayvanlarda onemli hastaliklara
neden olmaktadir. Yaklasik 100 tiirii ise bitkilerde hastalik olusturmaktadir (Tiinger vd,
2005). Bitki patojeni bakterilerin biiyiik ¢ogunlugu hiicre duvarina sahip gercek
bakteriler olarak adlandirilan proteabacteriagrubunun farkli alt smiflarinda yer alan
gram negatif bakterilerdir. Onemli bitki patojenleri arasinda Xanthomonas, Erwinia
Xylella, Agrobacterium cinsleri soylenebilir. Bitkinin kokiinde ve ylizeyinde yasayan
yararlt bakteriler, bitkinin gelisimini direk etkilemekte ve bitki patojenlerine karsi
kontrolde etkin rol oynamaktadirlar. Bu isleme sahip oldugu bilinen bakteriler;
Rhizobium, Bacillus ve Azospirillum cisleri olup ticari olarak kullanimlari mevcuttur.
Bazi Bacillus cinsine ait tiirler bitkide yumrularin olusmasina, tohum ve fide
clirimesine, bugdayda beyaz serit olusmasina neden olurlar. Ayrica Bacillus larin bazi
tirleri meyvelerde Erwinia, Pseudomanas ve Clostridium cinslerine ait tiirlerle ile

birlikte yumusak ciirliimeye neden oldugu bildirimektedir.

Bu caligmada bolge topraklarindanyadayetisen bitkisel iiriinlerinden izole edilen
mikroorganizmalarin ~ biyogiibre  iretiminde yararlanilabilme  potansiyellerinin
arastirilmas1 hedeflenmistir. Gerek insandan gerekse dogal kaynaklardan kdken alan
kirleticiler topraktaki canli popiilasyonlarin tiimiinii direk ya da dolayli olarak
etkileyebilmektedir. Bu kirleticilerin en 6nemlisi agir metallerdir. Besin zinciri boyunca
insan gidasima kadar ulasan ve ciddi saglik problemlerine neden olan agir metallerin,
flora ve faunada etkisini azaltabilmek i¢in mikroorganizmalarin kullanimi son 20 yildan
beri Oonem kazanmis olup bu alanda c¢ok sayida ¢alismalar mevcuttur. Bu
mikroorganizmalarin temizleyici ajan olarak kullanimlarinda dikkat edilmesi gereken
hususlardan  biri  kendi alindiklar1  florada  kullanimlar1  ve  ekosistemi

degistirmemeleridir.

Bu amagla 6nemli biyoremidant ve biyoabsorbsiyon ¢aligmalar1 her iilke ve hatta

her bolge icin ayr1 ayr1 ¢alisilmasi gerekmektedir.



Caligmamizda bolge topraklarmin ekolojisini bozmadan, daha verimli ve daha
saglikli tarimsal alanlarin olusturulmasma katki saglamak amciyla potansiyel
biyoremidant/biyoabsorbant bitki gelisimini destekleyici suslarin karakterize edeilmesi

hedeflenmistir.

Bu amagla bolge topraklarindan izole edilen 20 adet mikroorganizmanin
geleneksel ve molekiiler metodlarla tanimlanmasi, fiziksel ve biyokimyasal
ozelliklerinin, bitki gelisimini tesvik edici yeteneklerinin belirlenmesi hedeflendi. Bir
dizi agir metale (Fe, Zn, Cu, Pb ve Ag) olan toleranslari incelenip metal direngli suslarin
belirlenerek biyoabsorbsiyon yetenegi olanlarin se¢ilmesi hedeflendi. Tiim incelenen
ozellikleri iyi olan suslarin misir bitkisinin ¢imlenmesine ve ve gelisimine olan
etkinliklerinin arastirilmasi planlandi. Arastirilan 6zellikler yaninda iyi olan suslarin,
bolge topraklarinin biyoremide edilmesinde ve tarimsal verimin ekosisteme zarar

vermeden arttirilmasinda giiclii potansiyele sahip olacagi varsayilmaktadir.

1.1.1. Bacillus’larin Genel Ozellikleri ve Sistematikteki Yeri

Endospor olusturan Bacillacea ailesi, gram pozitif, vejetatif formlart ¢ubuk
seklinde diiz, diize yakin, birbirine paralel, ucu yuvarlak 0.5X1.2 um ile 2.5X10 pm
capinda hiicrelerdir. Tek, tek veya uzun c¢izgiler seklinde goriiniirler. Cogu kotii sartlara
direngli kiire, elips veya silindir seklinde spor olusturan aerobik (Cogunda oksijen
terminal elektron alicisidir) bakterilerdir. Endosporlart silindirik, oval, yuvarlak veya
bobrek seklinde olup, tilirlere gore santral, terminal veya subterminal konumda
bulunurlar. Tiire gore hareketli (flagellalal1) ya da hareketsiz formlar ihtiva eden bakteri
grubudur. Bacillus genusunun koloni morfolojisi ¢esitlilik gosterir. Geneli beyaz veya
krem renkli kolonilere sahiptir. Bazi tiirlerinde sar1, pembe, portakal ve siyah renklerde
pigmentli kolonilere de rastlanir. B. mycoides 'in kolonileri ise rizoid sekilde agarli

besiortami {izerine yayilir (Buchanan ve Gibbons, 1974).

Bacillus tiirleri ¢ogunlukla saprofittir, dogada yaygin olarak toprakta, bitkide,
havada asili partikiilde, suda, insan ve diger tiim canlilarin florasinda (sindirim kanali
ve ylizeylerinde) yaygin olarak bulunurlar. Basillus’larin sistematigi Tablo 1°de

verilmistir.



Tablo 1. Bacillus’larin smiflandirilmas.

Ust Alem Bacteria

Alem Eubacteria

Sube Firmicutes

Siif Bacilli

Takim Bacillales

Familya Bacillaceae

Cins Bacillus ve Clostridium
Bazi tiirleri Bacillus cereus

Bacillus circulans
Bacillus polymxa
Bacillus megaterium
Bacillus coagulans
Bacillus mycoides

Bacillus'larin termofilik, mezofilik ve psikrofilik tiirleri bulunur. Isiya, 1518a,
dezenfektanlara direngli sporlari var ve ortam sartlarina ¢ok direnglidirler. Bacillus
antracis disindaki tiirlerin insan ve hayvanlarda genellikle hastalik olusturmadiklar
bilinmektedir. Cogunda katalaz testi pozitiftir ve asit iiretirler ama sekerlerde gaz
olusturmazlar. Biiyiikk ¢ogunlugu Nutrient Agar, Trypticase Soy Agar, Brain Heart
Infusion ve Kanli Agar gibi genel iiretim besiyerlerinde oldukga iyi irerler. Karbon
kaynag olarak organik asit, seker ve alkol iceren; azot kaynagi olarak da amonyum

bulunduran sentetik ortamlarda ¢ok iyi gelisirler (Taubman, 1992).

Bazi tiirleri uygun sartlarda (biyokarbonath ve CO?li ortamlarda) Bacillus
anthracis, Bacillus subtilus, Bacillus lincheniformis ve Bacillus megaterium poly ¥-D
glutamik asit yapisinda kapsiil gelistirirler. Bu kapsiiller metilen mavisi ile

boyandiginda goriilebilir hale gelir.

Fizyolojik karakterlerinin sinirlart  genistir. Mezofilik cinsler g¢ogunlugu
olustururken, zorunlu termofil, halofil cinslerde bulunmaktadir. Bu cinslerin hepsi
yasamlarint zor cevre sartlarinda spor formda siirdiirebilirler. Turnbell ve Kramer

(1991)’in yaptiklar1 bir arastirmaya gore Bacillus tiirlerinin teshisi ve tiirler arasindaki



farkliliklarin tespiti i¢in spor ve sporangiyum morfolojileri temel alinmigtir. Buna gore

de Bacillus’lar 3 grupta toplanmuistir.

1.Sporlar elips veya silindirik sekilli, sentral veya terminal konumlu olanlar; Gram
pozitiftirler. Bu gruba 6rnek olarak B. megaterium ve B. cereus, B. licheniformis, B.

subtilis, B. pumilus, B. firmus ve B. coagulans verilebilir.

2. Sporanjium sismis, sporlar elipsoide, merkezi veya terminal konumlu olanlar;
Gram boyama 6zelligi degiskendir. Bu grupta yer alan Bacillus tiirlerine 6rnek olarak B.
polymyxa, B. macerans, B. circulans, B. stearothermophilus, B. alvei, B. laterosporus

ve B. brevis verilebilir.

3. Sporanjium sismis, sporlar yuvarlak, subterminal veya terminal olanlar; gram

degiskendir. B. sphaericus bu gruba 6rnek olarak verilebilir.

1.1.1.1. Bacillus thuringiensis

Toprak ve gida kokenli bakteriler olup gram pozitif fakiiltatif yapida ve gubuk
seklinde spora sahiptirler. Sporlanma sirasinda, bircok Bacillus thuringiensis susunun 8-
endotoksinleri denilen kristal proteinleri (proteinli inkliizyonlar) iireterek bocekleri
oldiirdiigli goriilmiis bu da bocek oldiiriicii maddeler olarak kullanimina yol agmustir.
Birgok kristal {ireten “Bt” susu olsa da hepsinin bocek oldiiriicti 6zellikleri yoktur. Bu

yiizden genellikle biyolojik pestisit olarak kullanilirlar (URLT).

1.1.1.2. Bacillus mycoides

Toprak kokenli bakteri grubu olan Bacillus mycoides’ler gram pozitif gubuk
seklinde goriiniime sahiptirler. Hiicreleri genellikle 3 mikrometreden daha biiyiiktiir.
Glukoz agar tizerinde {retilen hiicreler yogun miktarda depolama maddesi
irettiklerinden kolonilerinde bosluklu veya kopiiksi bir goriiniim sergilerler. Elipsodial,
santral, parasentral, subterminal sekillerde bulunabilen sporlari sigkin degildir. Kapsiil
mevecut degildir. Siklikla basiller zincir seklini olustururlar. Koloni goriiniimleri

genellikle krem beyaz veya opaktir. Fakiiltatif anaeropturlar. Maksimum 35-40 °C
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minimum 10-15 °C’ler arasinda tireme gosterirler. Niitrient agar ve broth’ta tiretilebilir,
% 7 NaCl ortaminda degisken iireme gosterir. Genel olarak pH 5,7’de iyi iireme (6 ve 7
icin degisken oldugu) gosterirler. Katalaz, kazain, eskulin, jelatin hidrolizi, voges-
proskaur gibi biyokimyasal testler i¢in pozitif sonug verirler (Gordon vd., 1973). B.
cereus’la benzerlik gosterir. Fakat agardaki rhizoid koloniler hareketsiz ve ayirt edici

formdadir.

1.1.1.3. Basillus insolitus

Toprak kokenli bir bakteri olup gram pozitif olarak boyanir. Hareketli veya
kokoid ¢ubuklar ve hareketsiz koklar halinde bulunabilirler. Bir polar ve bir suppolar
kamgilart vardir. Terminal konumlu, elipsoidal yadasilindirik sporlarivar ve spor siskin
degildir. 0 °C’de sporlanma ve ¢imlenme gosterirler. Koloniler nutrient agar’da kiiciik,
yumusak, diizensiz ve kirik beyaz renkli koloniler seklinde goriiliirler. Optimum 25
°C’de tirerlerken minumum 0 °C’de treyebilirler. Aerobik kosullarda % 2 NaCl ve pH
7 ortamlarinda iyi ireme gosterirler. Tuz ve iire biiylimesi i¢in gerekli degildir (Gordon,

1973).

1.1.1.4. Bacillus licheniformis

Toprak kokenli mezofilik bir bakteridir. Optimum iyi iireme ve enzim
salgilanmasi i¢in optimum 30-37 °C’de sicakliklari tercih etmektedir. Olumsuz sartlart
spor formlarinda gegirir. Ozellikle serce gibi karasal kuslar ile 6rdek gibi su ortaminda

yasayan kanatlilarin gogiis ve sirt tiiylerinde bulundugu bildirilmektedir.

1.1.1.5. Bacillus macerans

Bitki numunelerinden ya da gidalardan izole edilen ve katalaz pozitif olan
bakterilerdir. Fakiiltatif anaerobik olup yliksek sicakliklarda ilireme gosterdikleri fakat
tuz konsantrasyonunda toleranslar diisiiktiir. Sporanjium sismis, sporlar elipsoide olup

merkezi veya terminal konumludur.



1.1.1.6. Basillus globisporus

Toprak ve sudan kdken alan gram pozitif bakterilerdir.

1.1.1.7. Basillus laterosporus

Toprak ve sudan koken alan gram pozitif bakterilerdir. Fakiiltatif aneorop olup
nitrat’1 nitrit’e ¢evirebilen bakterilerdir. Yiiksek sicakliklarda iireyebilen bakterilerdir.

Sporanjium sismis, sporlar elipsoide olup merkezi veya terminal konumludur.

1.2. Bacillus’larin Antimikrobial Ozellikleri

Bazi Bacillus suslari sekonder metabolit olarak ¢esitli maddeler (antibiyotikler,
bakteriyosinler, biki gelisimini tesvik eden maddeler vb.) iiretirler ve bu maddeleri
farklt mikroorganizmalar tizerinde inhibitor aktivitesi gosterirler. B. megaterium'dan
elde edilen megacinler bu mikroorganizma ile iliskide olan diger mikroorganizmalari
inhibe eder. B. subtilis'ten izole edilen botrycidin AJ 1316 ve alirin B - 1 antifungal
aktiviteye sahiptir. Yine B. subtilis'ten elde edilen subtilin ve subtilosin A gram pozitif
bakterilerin ¢ogu susulari {izerinde inhibitor etkinlige sahiptir. B. licheniformis’ten elde
edilen M-4 den M-4 amoebicidal maddenin bakteri ve mantarlara kars1 etkili oldugu
tespit edilmistir (Zheng ve Slavik, 1999). B. brevis gramisidin antibiyotigi tretir. B.
polymyxa 'dan polymyxin antibiyotigi elde edilir (Logan, 1988).

1.3. Toprak Mikroflorasi

Toprak sadece kum, silt ve kil gibi mineral parcaciklarindan ve c¢esitli ayrilma
fazindaki organik maddelerden olusmaz. Topraklarda hem mikroskobik hem de
makroskobik boyutlarda karmagik bir canlilar diinyast bulunmaktadir. Cok sayida
bakteri, mantar, alg, viriis, protozoa gibi organizmalarla birlikte mikroskobik boyutlarda
omurgasizlardan omurgalilara kadar degisen toprak canlilar1 karmagsik bir etkilesim
icindedirler. Toprak bu canlilar i¢in bir yasam ortamidir. Barindirdigi bu canlilar,
topragin gelismesinde, fiziksel-kimyasal Ozelliklerinin sekillenmesinde ve verimliligi

tizerine biiylik rol oynarlar. Bunlar olmadan topragin olusumu ve islevlerini yerine



getirmesi miimkiin degildir. Mikroorganizmalar, toprak faunasmin isbirligi ile cesitli
hayvan ve bitki kalintilarin1 ayrigtirarak igerdikleri mineral maddelerin agiga ¢ikmasini
saglarlar. Bu esnada olusturduklart metabolitler ve ana fiiriinler ile topraga yogun bir
biyokimyasal 6zellik kazandirirlar. Bu aktiviteler sonucu olusan son iiriinlerden ¢esitli
varliklar Oncelikle de bitkiler yararlanirlar. Boylece dogal yasam siirecleri islevini

surdurr.

Toprak mikroorganizmalar1 ve diger bazi makroskobik canlilar, topragin
verimliligini arttirarak dogal ekosistemlerde vejetasyonun gelismesini saglar, topragi
rlizgar ve su erozyonuna karsi korurlar. Toprak mikroflorasinin toprak verimliligini
arttirmas1 yani sira bazen bitki, hayvan ve hatta insanlar i¢in hastalik etkeni
olabilmektedirler. Ayrica toprakta bulunan bazi mikroorganizmalar diger canlilarin
gelismesini olusturduklari antibiyotik, bakteriosin, alkol ve organik asitler gibi cesitli
metabolitler ~ iireterek  diger  toprak = mikroorganizmalarinin  iiremelerini
engelleyebilmektedirler (URL-2). Mikroorganizmalarin bitki ve toprak ile Iliskileri
asagidaki sekilde 6zetlenebilir;

1. Bitki ve hayvan artiklarinin dekompozisyonu

2. Mineral maddelerin bitki i¢in yararli hale getirilmesi

3. Azot fiksasyonu, humusun teskili ve dontisiimii

4. Bitki 6ziimsemesi i¢in gerekli karbondioksitin meydana getirilmesi

5. Suda eriyebilen bitki besin maddelerinin depo edilmesi ve mineral halde
hiimtise transferi

6. Sudan eriyebilen maddelerin hiimiisten bitkiye transferi

7. Bitki gelisimini tesvik eden vitamin ve hormonlarin meydana getirilmesi

8. Toprak erigindeki besin iyonlarimin konsantrasyonlarmni sabit tutan
tampon maddelerin meydana getirilmesi

9. Topragin su tutma Kkapasitesini arttirma ve koklerin daha 1iyi
havalanmasini saglama

10. Agrigatlarla ilgili maddeleri yaparak topragin erozyona karst direncinin
artirilmasi (Sahinkaya, 1967).



1.3.1. Toprak Reaksiyonu ve Mikroflora

Toprak pH’s1 besin iyonlarinin topraktaki davranislar (¢ozilniirliik, yarayishlik,
toksisite vd.) topraktaki enzimatik ve mikrobiyal reaksiyonlarin yoniinii etkilemesi
acisindan en onemli toprak ozelligidir. Mikrobiyal sitoplazmanin pH diizeyi yaklasik
olarak nétraldir. Bu nedenle toprak mikroorganizmalari en iyi pH 7.0 civarinda gelisme
gosterirler. Ancak istisnai durumlarda mevcuttur. Genel olarak toprak bakteri ve
aktinomisetleri asit kosullara karsi mantarlardan az t6leranshidir. Mantarlarin pekgok
tiirii podzal (kiil renkli, Fe ve Al diisiik yikanmis toprak) topraklar gibi asit kosullarda
(pH 3) gelisebilir ve dominant floray olusturabilir (URL-2).

1.4. Bitki Gelisimini Tesvik Eden Baz1 Mikroorganizmalar (PGPR)

Toprakta bulunan mikroorganizmalar dogal ekosistemlerin devamliliginm
saglamada Onemli bir yere sahiptir. Mikroorganizmalar, 6zellesmis molekiiller ve
sinyaller ile bitki ve topraktaki fiziksel, kimyasal ve biyolojik degisimlerde yer
almaktadirlar. Toprakta, bitki saglig1 agisindan zararli mikroorganizmalar kadar bitki
sagligina dogrudan ya da dolayli olarak etki eden mikroorganizmalar bulunmaktadir.
Yararli mikroorganizmalarin, bitki patojenlerine karsi etkilerinin yaninda birbirleri ile

olan etkilesimleri tarimsal acidan birlikte kullanimlar1 6nemlidir (Karapire ve Ozgonen,

2013).

PGPR toprakta serbest yasayan bakterilerdir (Kloepper vd., 1989) ve bazilari canli
bitkilerin dokularini istila ederek, belirtisiz enfeksiyonlara neden olurlar (Sturz ve
Nowak, 2000). PGPR’ler dogrudan ve dolayli yollardan bitki gelisimini tesvik
edebilirler (Beauchamp, 1993; Kloepper, 1993; Kapulnik, 1996; Lazarovits ve Nowak,
1997). Dogrudan uyar1t mekanizmalari; uyaric1 bakteriyel ugucular ve fitohormonlarin
tiretimi, bitkide etilen seviyesinin azalmasi, bitki besin elementlerinin alinmasi
(¢cozlinmeyen kaynaklardan fosfat ve mikro besin maddelerinin agiga ¢ikarilmasi;
simbiyotik olmayan azot baglanmasi) ve hastaliklara dayaniklilik mekanizmalarinin
uyarilmasimi kapsar. Dolayli etkileri ise PGPR’larin farkli mekanizmalar ile bitki

hastaliklarint ~ azaltmalaridir. Bu mekanizmalar, diger yararli simbiyozlarin



poplilasyonunda artis veya azalmalarda uyarict etkiler, bulastirllmig topraklarda

ksenobiyotiklerin indirgenmesi yoluyla bitkileri koruma seklindedir (Jacobsen, 1997).

Bitki kok sisteminde bulunan biiyiimeyi tesvik edici bakteriler olarak adlandirilan
(PGPR) mikroorganizmalar; fitohormon iireterek, inorganik fosforu c¢oziindiirerek,
demir-selat sideroforlari tiretip demir alimini arttirarak, auxin, sitokinin, giberellin gibi
bitki hormonlar1 lireterek ya da bakteri tarafindan fiiretilen veya c¢evrede var olan
besinlerin alimini kolaylastirarak, bitki gelisimini tesvik ederler.PGPR’nin ¢imlenme
orani, kok biliylimesi, verim, yaprak alani, klorofil icerigi, Mg, N igerigi, protein,
hidrolik aktivite, kuraga dayanim, siirgiin ve kok agirliklari ve yaprakta absisyon
tabakasinin olusumunun gecikmesi suretiyle bitki biiylimesine fayda sagladig
belirlenmistir (Lucy vd., 2004). PGPR uygulamalar1 laboratuvar, sera ve tarla
kosullarinda yiiriitiilmekte, ancak tarla denemelerinde beklenmeyen kosullar bazen
uygun sonuclarin alinmasini zorlasgtirmaktadir. Topraktaki pH degisimleri, yliksek
sicaklik, diisiik yagis, nem ve besin noksanligi gibi uygun olmayan kosullarin ortaya
¢ikmas1 mikroorganizma kolonizasyonunu azaltmaktadir (Dobbelaere vd., 2001; Sahin

vd., 2004).

Tarimda biyogiibre veya kontrol ajani olarak biyopreparat tarimda kullanilmasi
1990’1 yillardan sonra yayginlasmistir. Son yillarda biyolojik giibrelemenin kapsami
genislemis serbest yasayan, bitkisel gelisimi tesvik eden, biyolojik savas ajani veya
biyogilibre olarak kullanilan bitki biiyliimesini tesvik eden rizobakteriler (PGPR)
kullanilmaya baglanmigtir. S6z konusu bakteriler Serratia, Pseudomonas, Burkholderia,
Agrobacterium, Erwinia, Xanthomonas, Azospirillum, Bacillus, Enterobacter,
Rhizobium, Alcanigenes, Arthrobacter, Acetobacter, Acinetobacter, Achromobacter,
Aerobacter, Artrobacter, Azotobacter, Clostridium, Klebsiellla, Micrococcus,
Rhodobacter, Rhodospirrilum ve Flavobacterium cinslerindeki irklar1 igermektedir.
Aspergillus ve Penicillium funguslarinin biyiolojik giibre olarak kullanildigini bildiren
aragtirmalar mevcuttur (Rodriguez and Fraga, 1999; Sturz and Nowag, 2000; Bloenberg
ve Luktenberg, 2001; Esitken vd., 2003; Cakmakg1 ve Erdogan, 2005).

PGPR’ler genellikle kok sisteminde kolonize olarak bitki gelisimini diizenlemekte

ve zararli rizosfer mikroorganizmalarini baski altinda tutmaktadirlar. PGPR’ler tohum



cimlenmesi, kok gelisimi ve bitkinin sudan yararlanmasina da c¢ok Onemli katkilar

saglamaktadir. Bu rhizobakteriler biliyime hormonlarmi ireterek ve faydali

mikrorganizmalar lehine rizosferde mikrobiyal dengeyi degistirerek dogrudan

yadamineral madde oranmi diizenleyerek dolayli olarak bitki gelisimini

etkileyebilmektedir. Bakteriyel, fungal ve nematod hastaliklarini genis Olciide
baskilamakta, ayrica viral hastaliklara karsi koruma saglamaktadirlar. Bitki biiylimesini
tesvik eden rhizobakteriler toprak ve bitki rizosferinde bulunurlar. Bu
mikroorganizmalar siirdiiriilebilir tarim igin potansiyel araglardir. Kok gelisimini
arttirmakta ve sik sik bitki patojenlerini kontrol altinda tutmaktadirlar. Son birkac yil
icinde bu alanda belirgin gelismeler olmustur. Bitki hastaliklarinin PGPR ile
biyokontrolii, bitki gelisimini tesvik etmedeki rolleri, biyogiibreleme ve bitki

hormonlarinin tiretimi gibi konular ilgi alanina girmektedir (Antoun ve Prevost, 2006).

Toprak mikroorganizmalari, organik ve inorganik besinlerin biyokimyasal
dongiisiinde 6nemli rol oynamaktadir. Bakteriler tarafindan bitki verim ve gelismesinin
artirilmast mekanizmalar1 bu giine kadar ¢ogu bitkide tamamen agiklanamamustir.
Bakteriler, aminosiklopropan karboksilat deaminaze (ACC) iiretebilme O6zellikleriyle
bitki koklerindeki etilen miktarini azaltarak kok uzama ve gelismesini tesvik etmektedir

(Penrose ve Glick, 2001).

Tablo 2. ACC igeren, bitki gelisimini tesvik edici bakteri asilamalarinin, bitkilerdeki

etkileri.
Bitki tiirii PGPR Etkiler Kaynak
Brassica Methylobacterium fujisawaense  Bakteri kok uzamasini Madhaiyan
campestris tesvik etmekte vd.,2006
Brassica B. circulans B. firmus ve B. Asgilama kok ve govde Ghosh vd.,2003
campestris globisporus gelisimini artirmig
Brassica Acinetobacter spp. Kok uzunlugunda %35-41  Indiragandhi
napus oraninda artis vd.,2008
Chamaecytisus Pseudomonas fluorescens Kok uzamasi ve nodiil Donate-Correa
proliferus sayisinda artig vd.,2004
Lycopersicon Pseudomonas putida Kok, kok-govde agirligi Gravel vd.,2007
esculentum Trichoderma atroviride ve meyvede artig
Pisum sativum  Rhizobium leguminosarum Nodiil gelisimi tesviki Ma vd.,2003
Zea mays Pseudomonas spp. K&k uzamasinda artis Shaharoona vd.,
Vigna radiata  Bradyrhizobiumspp. Nodiilasyonda artis 2006 a, b
Zea mays Enterobacter sakazakii Agronomik Babalola vd.,2003

Pseudomonas spp.
Klebsiella oxytoca

parametrelerde artig
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Bitki gelismesindeki artisin; bakteriyel ACC deaminaz aktivitesi gosteren
bakterilerin ACC’yi hidrolize edebilme o6zellikleri, sayesinde mevcut etilen miktarin
azaltmalar1 sonucu, etilenin gelismeyi engelleme 06zelliginin ortadan kalkmasindan
kaynaklandig1 yoniinde bulgular ortaya konulmustur. ACC deaminaze aktivitesine sahip
bakterilerin bitkisel gelismeyi tesvik edici olarak kullanilabilecegi ve bu 6zelligin etkin
bitki gelisimini tesvik edici bakteri se¢iminde énemli bir 6l¢iit olabilecegi bilinmektedir
(Tablo 2). Ancak ACC deaminaze aktivitesi gOsteren her bakteri bitki gelismesini
artirmamaktadir. Bitki gelisimini tegvik edici bakteri gelistirilmesinde tek basma ACC
deaminaz aktivitesinin yeterli kistas olmayacagi yoniinde arastirma bulgulart da

bulunmaktadir (Dey vd., 2004).

ACC deaminaze aktivitesi Enterobacter sp., Rhizobium sp., Pseudomonas sp.,
Variovorax sp., Alcaligenes sp. ve Bacillus sp. tiirlerinde yayginolmakla birlikte; farkli
gruplar tarafindan yiiriitiilenarastirmalarda, gram negatif bakteriler (Wang vd., 2000;
Babalola vd., 2003), gram pozitif bakteriler(Belimov vd., 2001; Ghosh vd., 2003),
endofitikbakteriler (Pandey vd., 2005; Sessitsch vd., 2005), Rhizobium’lar (Ma vd.
2003a; Uchiumi vd., 2004) ve mantarlar (Minami vd., 1998; Jia vd., 1999) gibibir ¢ok
mikrobiyal tirde ACC deaminaze aktivitesioldugu belirlenmistir. Ozellikle bitki
gelisimini uyaran kok bakterilerinin (PGPR) bazi irklar1 kullanilarak, bazi bitkilerde
bazi virlis hastaliklarina karsi sistemik uyarilmis dayaniklilik (ISR) saglanabilmektedir.
Kiiltiir bitkilerinde, PGPR olarak ¢ok sayida bakteri cinsi rapor edilmesine (Adesemoyel
vd., 2008; Podile ve Kishore, 2007) ragmen, genellikle bitki viriis hastaliklarina kars1
ISR saglayan PGPR 1rklari, 3 farkli bakteri cinsi (Pseudomonas, Bacillus ve Serratia)

icerisinde yer almaktadir.

1.4.1. Biyogiibrelerin Tarimda Kullanimi

Bitkisel iiretimde verimliligin artirilmasi, topraklarin fiziksel ve kimyasal
yapisinin iyilestirilmesi, insan sagligimin korunmasi ve ¢evre kirliliginin 6nlenmesini
amaglayan organik giibrelerin kullaniminin gerekli oldugu bilinmektedir. Organik
giibreler icerisinde son zamanlarda iizerinde yogun arastirmalar yapilan biyolojik
giibreler olduk¢a 6nemli bir yer tutmaktadir. Topraklarin dogal yapilarinda bulunan ve

toprakta yetisen bitki tiirleri ile simbiyotik ve nonsimbiyotik yasayarak havanin serbest
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azotunu konukc¢u oldugu bitkinin hizmetine sunan Rhizobium sp. bakterileri ile
azotobakteriler gibi bakterilerin yaninda toprak fosforunu elverigli hale getiren fosfat
¢Oziicii bakteriler ve mavi-yesil algler vb. mikroorganizmalarin hepsi biyogiibre olarak
adlandirilmaktadirlar. Biyogiibre olarak kullanilan bu mikroorganizmalar bitki
gelismesi icin gerekli olan besin elementlerinin dongtisiinde gorev aldiklart i¢in toprak
verimliliginin 6nemli unsurlaridirlar. Gerek organik tarim gerekse konvansiyonel
tarimda kullanilan organik ve mineral gilibrelerin bitki tarafindan etkin bir sekilde

alinmasin1 saglayarak, optimum {riiniin eldesi i¢in olduk¢a 6nemlidir (Sudhakar vd.,

2000).

Gilinlimiizde biyogiibreleme tiim diinyada bitkilere yapilan azot desteginin
yaklasik % 65’ini olusturdugu tahmin edilmektedir. En etkili azot fiske eden bakteri
wrklar1 Rhizobium, Sinorhizobium, Mesorhizobium, Bradyrhizobium, Azorhizobium ve
Allorhizobium cinslerinde mevcuttur. Bu bakterilerin hepsi baklagil bitkileriyle birlikte
simbiyoz olusturmaktadirlar (Bloenberg ve Luktenberg, 2001). Biyogiibrelerin
yapraktan uygulanmasi, azot fiksasyonunun asimilasyon bdlgesine yakin meydana
gelmesi ve uygun dozlarda kullanimi sonucu pek ¢ok bitki patojenlerine antagonist etki
olusturarak avantaj saglamaktadir (Sudhakar vd., 2000).Yapilan bir¢cok arastirmada;
inorganik veya organik fosfat ¢ozebilen bakterilerin topraga veya bitki tohumlarina
inokiilasyonu ile bitki bilylimesinin tesvik edildigi rapor edilmistir (Gaur ve Ostwal,

1972; Subba, 1982; Kloepper vd., 1988; Kucey vd., 1989).

1.5. Sideroforlar

Kimyasal anlamda, siderofor (Yunanca demir tasiyici) demirin yetersiz bulundugu
ortamda Okaryotik, prokaryotik ve yiliksek organizmalar tarafindan salinan diisiik
molekiil agirhikli metal selat bilesiklerdir (Miethke ve Marahiel, 2007). Onceki
literatiirlerde siderofor; siderokrom, sideramin, sideromisin ve ionofor olarak
kullanilmaktadir. Ancak, artik bu terimler Yunanca’da sideros; demir ve phores; tastyici

anlamina gelen siderofor terimi ile yer degistirmistir (Thomashow ve Weller, 1995).

Sideroforlar; dogadan baska yerde bulunmayan, pek c¢ok degisik amino asitleri

yapisinda bulunduran, 400-1500 Da molekiil agirhigindaki demir baglayan
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proteinlerdendir. Sideroforlarin yapisi tiirler arasinda oldukc¢a biiyiik degisiklikler
gostermektedir. Simdiye kadar yaklagik 500 siderofor degisik mikroorganizmalardan
izole edilmistir (Boukhalfa ve Crumbliss, 2002). Sideroforlarin ¢ok ¢esitli uygulama
alanlar1 vardir ve yapilan caligmalarda sideroforlarin biyoteknoloji diinyasinda énemli
oldugu bildirilmistir (Diaz de Villegas, 2007). Bu nedenle sideroforlar; 6zelikle saglik,
tarim, kozmetik gibi biyoteknolojik alanlarda kullanilmaktadirlar (Winkelmann, 2002).
Ozellikle kanser ve malaria gibi hastaliklarin tedavisinde demir tasiyicis1 ve antibiyotik

olarak kullanildiklan bildirilmektedir.

1.6. Bazi Agir Metaller Ve Bitki Metabolizmas1 Uzerine Etkileri

1.6.1. Cinko

Cinko, insan ve hayvanlarda oldugu gibi bitkilerde de cok cesitli ve Onemli
metabolik islevlere sahiptir. Protein ve karbonhidrat sentezine katilmasinin yani sira,
enzim aktivasyonu, fotosentez, solunum ve biyolojik membran stabilitesi {izerine
etkileri nedeniyle tretilen iiriin miktar1 ve kalitesini direkt olarak etkilemektedir (Rout
ve Das, 2003). Cinko, yogun endiistri alanlarindan birakilan atik sularla,
kanalizasyonsulariyla ve asit yagmurlari araciligiyla topraga ulagsmaktadir (Vaillant vd.,
2005). Cinko toksisitesinde bitkilerin kok ve siirglin biiyiimesi azalir, kokler incelir,
geng yapraklar kivrilir ve kloroz goriiliir, hiicre biiyiimesi ve uzamasi engellenir, hiicre
organelleri pargalanir ve klorofil sentezi azalir (Rout ve Das, 2003). Cinkonun kok
meristem hiicrelerinde boliinecek olan hiicrelerde birikerek profazin sonundaki olaylar
engelleyerek mitoz boliinmeyi engelledigi ayrica hiicrelerin ligninlesmesini saglayarak
hem kok hem de govde biiyliimesini engelledigi bildirilmistir (EI-Ghamery vd., 2003).
Yiiksek dozlardaki ¢inkonun klorofil sentezini etkilemesinin nedeni olarak yeterli demir
bulunmasi halinde bile bitkinin bundan yararlanmasini engellemesi ve klorofilin
merkezinde bulunan magnezyumun yerine gecmesi gosterilmektedir (Van Assche ve

Clijsters, 1990).
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1.6.2. Giimiis

Altin ve bakirdan daha sonra kesfedilen giimiis eskiden diinyanin bir¢ok farkli
bolgesinde mevcut olan az sayida ki kaynaklardan elde edilmekteydi. Dogal glimiis; saf
veya daha ¢ok altin, bakir, civa ve diger metallerle alagimlar halinde bulunuyordu.
Glmiis, 15181 ¢ok iyi yansitan, doviilebilen, esnek bir metaldir. Bitkiler i¢in gerekli
olmayan ve dogada yaygin bulunmayan bir metaldir. Son zamanlarda nanopartikiil
caligmalar1 ile islenilebilirligi yeni bir boyut kazanmis buda arastirmalar1 yer alti

kaynaklarina yoneltmistir.

1.6.3. Demir

Demir diinyada en bol bulunan kimyasal elementtir ve mikroorganizmalar
bliylimeleri i¢in bu elemente ihtiya¢ duyarlar. Bu nedenle organizmalarda bir¢ok
hiicresel ve metabolik islemler icin diizenleyici gorevleri vardir. Demirin; fotosentez,
oksijen salimimi, solunum, TCA (trikarboksilik asit) dongiisii, gen regiilasyonu, nitrat
sentezi, azot fiksasyonu, ATP sentezi ve DNA sentezi gibi metabolik reaksiyonlarda ve
diger biyolojik olaylarda birgok mikroorganizma igin onemli bir element oldugu
bildirilmektedir (Ratledge ve Dover, 2000; Skaar, 2010; Hammer ve Skaar, 2011).
Okaryotik organizmalarmn demiri ¢dzmesi ¢ok zor olmasina ragmen, bakteriler kendileri
icin gerekli olan demiri kullanmak i¢in farkl: stratejiler gelistirmislerdir. Demirin Fe-111
seklindeki ¢Ozlniirliigi c¢ok diisiiktiir ve dolayisiyla organizmalar tarafindan

kullanilamazlar (Erdem, 2013).

1.6.4. Bakir

Bakir bitki bilinyesinde enzim aktivasyonu, karbonhidrat ve lipid
metabolizmasinda yer almasi nedeniyle 6nemli bir elementtir (Kacar ve Katkat, 2006).
Bakir kirliligi insan aktivitesi sonucu olusan emisyon ve atmosferik depositler, pestisid
kullanimi, kanalizasyon atiklarinin giibre olarak degerlendirilmesi, komiir ve maden
yataklarindan kaynaklanmaktadir. Toprakta 100 mg/kg, bitki kuru maddesinde ise 15-30
mg/kg’dan fazla bakir toksik etkilidir. Bakir toksisitesi genellikle bitki kok

sistemlerinde aciga ¢ikar ve bitki biinyesinde protein sentezi, fotosentez, solunum, iyon
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alim1 ve hiicre membran stabilitesi gibi baz1 fizyolojik olaylarin bozulmasina neden olur

(Sossé vd., 2004).

Topraktan artan diizeylerde yapilan bakir uygulamalarinin (kontrol, 1000 ve 2000
ppm CuSO4.(H20)s toprak pH’st ve bitki besin maddesi alimi {izerine etkilerini
belirlemek amaciyla yapilan bir c¢aligmada artan bakir dozlarmin toprak pH’si,
degisebilir magnezyum ve bitkiye yarayish demirin azalmasina, toplam N, alinabilir P,
degisebilir. K, bitkiye yarayisli Zn ve Cu igeriklerinin artmasina neden oldugu

belirtilmistir (S6nmez vd., 2006 ).

1.6.5. Kursun

Kursun endiistriyel ve tarimsal faaliyetlerde yaygin olarak kullanilmasi nedeniyle
cevrede sik rastlanilan bir elementtir. Otomobil endiistrisi, batarya ve benzin katkisi
olarak tetraetil ve tetrametil olarak kullanilmasinin yani sira kursun iceren pestisidlerin
kullanilmasiyla da topraklara ulasabilmektedir. Kursun elementi bitkiler i¢cin mutlak
gerekli olmayip, toprakta 15-40 ppm dozunda bulunur, topraktaki kursun
konsantrasyonu 150 ppm’i asmadigi silirece insan ve bitki sagligir acisindan tehlike
olusturmaz. Ancak 300 ppm’i astiginda potansiyel olarak insan sagligi acisindan
tehlikelidir (Diirtist vd., 2004). Kursun elementi, hiicre turgoru ve hiicre duvari
stabilitesini olumsuz etkilemesi, stroma 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 alimini etkilemektedir (Sharma ve Dubey, 2005).

1.7. Agir Metalin Mikroorganizmaya Etkisi

Agir metaller, metabolik reaksiyonlar1 yavaglatir ve canli organizmalar i¢in asir1
derecede zehir etkisi yapar. Diinyada, endiistriyel gelismeye bagl olarak zehirli agir
metaller ve boyar maddelerle ¢evre kirlenmesi artmaktadir. Olii veya canli hiicrelerin
metal alabilme kapasiteleri karsilastirildiginda, ¢ogu kez 6lii mikroorganizmalarin daha
yiiksek giderme kapasitesine sahip oldugu gozlenmistir. Olii mikroorganizmalarla

yapilan giderme islemine biyosorpsiyon adi verilir. Biyosorpsiyon ydntemi, agir metal
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giderimi i¢in en uygun alternatiftir. Biyosorpsiyon; biyolojik materyallerin, sulu
cozeltilerdeki atik maddeleri hiicre yiizeyi veya igine alarak gidermesidir. Bu biyolojik

materyaller; mantarlar, bakteriler, algler gibi canlilardir (URL-3).

Hemen biitiin organizmalarin yiizeyi negatif yiiklii oldugundan pozitif yiiklii metal
iyonlari (bakir (Cu*?), kursun (Pb*?), ¢inko (Zn*%), mangan(Mn*?), kadmiyum (Cd*?),
nikel (Ni*?), civa (Hg™), krom (Cr*?), demir (Fe*?), vs.) adsorbe etme yetenegine
sahiptirler. Bazi canli organizmalar metal iyonlarin1 hiicre i¢ine alarak vakullerde
biriktirirler. Biyosorpsiyon ile metallerin ayrilmasi hiicre duvari ile metal arasinda
etkilesimin sonucudur. Metal iyonlar1 hiicre yilizeyindeki negatif (-2) yiikli reaksiyon
alanlar1 ile kompleks yaparak adsorplanabilecekleri gibi bazi mikroorganizmalar
hiicrelerin dis zarlarindan uzanan polimerler sentezleyerek ¢ozeltiden metal iyonlarini
baglayabilirler. Ayrica hiicre duvarindaki proteinler, iyonlar1 baglamak i¢in fonksiyonel
gruplar1 ve peptid baglarini da tercih edebilirler. Agir metal iyonlarinin mikroorganizma
yilizeyine tutunmasi adsorpsiyon izotermleri ile gosterilebilen tersinir bir tasinim
olayidir. Agir metallerin mikroorganizmalara biyosorpsiyonunu bircok faktor
etkilemektedir. Bu faktorler mikroorganizmanin yiizey 6zellikleri, film difiizyonu, film
kalinlig1, cozeltinin sicakligi, pH, baslangic metal iyon derisimi, karigtirma hizi,
mikroorganizma derisimi gibi parametreleri igerir. Biyosorpsiyon olayinda 6zellikle pH

kritik bir parametredir (URL-4).

Metaller, mikroorganizmalarin hiicre zarini, sitoplazmasini, metabolizmasini ve
yapisal islevlerini bozmak suretiyle olumsuz yonde etkilemektedirler. Metabolizma
tizerindeki etkileri ise transkripsiyonun inhibisyonu, hiicre membranimin bozulmasi,
translasyonun inhibisyonu, DNA tahribi, hiicre boliinmesinin inhibisyonu ve protein
denatiirasyonudur. Ancak mikroorganizmalar biinyelerine ¢esitli yollarla giren
metallerin toksisitesinden korunmak i¢in baz1 savunma mekanizmalar1 gelistirmistir. Bu
savunma mekanizmalar arasinda; pozitif yiikli iyonlarin negatif yiiklii hiicre yiizeyine
(dis zar ya da hiicre membranina) baglanmasi, bu metalleri hiicrenin EPS
(ekzopolisakkarit) olarakda bilinen hiicre dist polimerik maddelere baglamasi,
volatilizasyonu, hiicre ic¢inde indirgemesi, molekiilerpompalanmasi, hiicre iginde
alikoyulmasi, sitoplazmada metallotiyonein gibi proteinlerin iiretimi, sitoplazmada

metal tuzlarimipresipite etme gibi olaylar yer almaktadir.
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Biyosorpsiyon mekanizmalart mikroorganizma yapilarinin kompleks olmasi
nedeni ile ¢esitlilik gostermektedir. Bu mekanizmalar 2 ana baglik altinda
Ozetlenmektedir. Birincisi hiicre metabolizmasina dayali biyosorpsiyon; ki bu
metabolizmaya bagli ve bagli olmayan seklinde gerceklesmektedir. Ikincisi; Metalin
uzaklastirildigi bolgeye dayali biyosorpsiyon; olup ekstraselliiler akiimiilasyon /
presipitasyon, hiicre ylizeyi sorbsiyonu ve intraselliiler (hiicre i¢i) akiimiilasyon

olaylarin1 kapsamaktadir.

Metal ve hiicre yiizeyindeki fonksiyonel gruplar arasindaki, fizikokimyasal
etkilesim sirasinda fiziksel adsorpsiyon, iyon degisimi ve kompleks olusumu gerceklesir
ve buna hiicre yiizeyinde sorpsiyon denir ve metabolizmadan bagimsizdir. Mikrobiyal
biyokiitlenin hiicre duvari, biiyiik oranda polisakkarit, protein ve yaglari igerir, ¢ok
sayida metal baglama fonksiyonel gruplarina sahiptirler. Bu gruplar; karboksilik,
hidroksil, siilfat, fosfat ve amino gruplaridir. Bu fizikokimyasal metal biyosorpsiyonu,
metabolizmadan bagimsizdir ve nispeten hizhidir; alglerde 5-10 dakika icerisinde

gerceklesir ve metaller geri kazanilabilir.

Metal baglama siireci iki basamakta gergeklesmektedir. Birinci basamak, hiicre
duvarinda metal ve reaktif kimyasal gruplar arasinda sitokiometrik etkilesimdir, ikincisi
ise artan metal miktarlarinin inorganik birikimidir. Bakteri hiicre duvari, metal iyonlar
ile temasta bulunan ilk bilesendir. Olii veya inaktif hiicre ile metal sorpsiyonunun tipi
ekstraselliiler oldugu i¢in hiicre duvarinin kimyasal fonksiyonel gruplan
biyosorpsiyonda onemli rol oynamaktadir. Bakteri hiicre duvarinda bulunan fonksiyonel

gruplar karboksil, fosfonat, amin ve hidroksil gruplaridir.

Bakteri hiicre duvarlarinin yapisinda sadece bu yapilar metal baglama gorevi
yapmazlar, bundan baska Gram pozitiflerde teikoik asit ve teikronik asitte metal
baglamada 6nemli rol oynamaktadir. E. coli dig zarinda bulunan fosfolipid ve LPS’nin
sahip oldugu fosforil gruplar1 da metal katyonlarinin baglanabilecegi muhtemel bolgeler
arasinda yer almaktadirlar. Streptomyces pilosusun karboksil gruplarinin bakir
baglamadan sorumlu oldugu, bundan baska amin gruplarinin da metal uzaklastirmada

etkili oldugu, katyonik metal iyonlarimi selatlamakla kalmayip ayni1 zamanda hidrojen
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bagladigi ya da elektrostatik etkilesim sonucu anyonik metal tiirlerini ve boyalari

adsorblayabildikleri rapor edilmistir.

Biyosorbent olarak 6dnemli bir yere sahip olan mikrofungus ve mayalar da tercih
edilmektedir. Mikrofungal biyomaslar, ¢ok iyi metal baglama 6zelligi gosteren hiicre
duvar1 yapisina sahip olduklarindan biyosorpsiyonda avantajli mikroorganizmalardir.
Ozellikle Rhizopus, Aspergillus, Streptoverticillum ve Saccharomyces biyosorpsiyonda
oldukga etkili fungal cinslerdir (URL-5).

1.8. Toprakta Agir Metalin Onemi ve Bitki Gelisimi Uzerine Etkisi

Agir metal tanimi fiziksel 6zellik acisindan yogunlugu 5 g/cmg’ten daha yiiksek
olan metaller i¢in kullanilir. Bu gruba; kursun, kadmiyum, krom, demir, kobalt, bakir,
nikel, civa ve ¢inko olmak iizere 60’tan fazla metal dahildir. Bu elementler dogalari
geregi yer kiirede genellikle karbonat, oksit, silikat ve siilfiir halinde stabil bilesik olarak
veya silikatlar iginde hapis olarak bulunurlar (Giir vd., 2004).

Bircok agir metal, d orbitallerinin tamamen dolu olmasi nedeniyle gegis
elementleri olarak bilinir. Bu d orbitalleri agir metal katyonlarina redoks tepkimelerine
girebilen veya giremeyen herhangi bir bilesik ile karmagik yap1 olusturmasini
saglamaktadir. Bu nedenle, agir metaller birer iz element olarak bir¢ok karmagik
biyokimyasal reaksiyonda énemli rol oynamaktadir. Ornegin kalsiyum Ca(II), kobalt
Co(l1), krom Cr(VI), Cu(ll), Fe(ll), K(I), Mg(ll), Mn(l1), Na(l), Ni(ll) ve Zn(ll) gibi
metaller mikroorganizmalar i¢in esansiyel metaller olup besiyerlerine eklenmeleri
gerekmektedir. Bu metaller, mikrobesin olarak redoks tepkimelerinde, molekiillerin
elektrostatik etkilesimlerini kararli tutmak ve ozmotik basinci kontrol etmek ig¢in
enzimlerin bilesenleri seklinde kullanilirlar. Fakat giimiis Ag(I), aliminyum Al(T), altin
Au(Il), Cd(I), Pb(Il) ve Hg(Il) gibi agir metallerin biyolojik bir dnemi yoktur ve bu
metaller esansiyel degillerdir. Ayn1 zamanda besinsel degeri de yoktur. Bununla
birlikte, mikroorganizmalara oldukga yiiksek toksik etkileri bulunmaktadir. Bu toksik
metaller O6nemli hiicresel bilesenlerle kovalent ve iyonik baglarla etkilesime
girmektedir. Yiiksek konsantrasyonlarda esansiyel olan ve olmayan biitiin metaller

hiicre zar1 hasarma yol ac¢ip, enzim spesifikligini degistirebilir, hiicresel fonksiyonlar
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bozabilir ve DNA’nin yapisina zarar verebilirler. Bu nedenle metallerin biitiin canl
hiicrelerin metabolizmalarinin dengede tutulmasinda 6nemli bir yerleri bulunmaktadir
(Kilig ve Donmez, 2008). Bitki gelisimi i¢in mutlak gerekli element olsun veya olmasin
agir metallerin doku ve organlardaki asir1 birikimi bitkilerin vejetatif ve generatif

organlarinin gelisimini olumsuz yonde etkilemektedir (Giir vd., 2004).

Agir metaller bu toksik etkileri nedeniyle bitkilerde transpirasyon, stoma
hareketleri, su alimi, fotosentez, enzim aktivitesi, ¢cimlenme, protein sentezi, membran
stabilitesi, hormonal denge gibi bir¢cok fizyolojik olaymn bozulmasina neden
olmaktadirlar (Kennedy ve Gonsalves, 1987). Toksisite, metalden metale degisebildigi
gibi, organizmadan organizmaya da degisebilmektedir. Olumlu veya olumsuz (toksik)
etkiler yalnizca elementin tipi ve konsantrasyonuna bagli olmayip degisik tiirlerin

genetik esasli fizyolojik davranislart ile de ilgilidir (Haktanir ve Arcak, 1998).

Topraklara karisan ve buralarda biriken agir metaller, toprak verimliligi ve
mikrobiyal aktiviteyi, biyolojik ¢esitliligi, ¢cevre faktorlerini ve en alt kademeden en tist
kademeye kadar tiim canlilar1 etkilemektedir. Agir metallerin yol agtig1 cevresel
kirlenme diinya genelinde ciddi bir sorun olmakla birlikte, giinlimiiz sanayi
toplumlarinda bu kirlenmeyi onlemek pek fazla miimkiin olamamaktadir. Tibbi ve
aromatik bitkiler, diger gida irlinlerine nazaran az miktarlarda tiiketilmekle birlikte,
yiiksek oranda agir metal igermeleri durumunda, siirekli kullanimlarda saglik iizerine
olumsuz etki gosterebilmektedir. Bu durum bitkinin tiirline, maruz kaldig1 stres
faktoriine, strese maruz kalma siiresine ve strese maruz kalan doku veya organin
yapisina gore biiyiik degisiklikler gdstermektedir. Bitkilerin bu kirleticilere kars1 hangi
tepkiler verdigini ve hangi adaptif mekanizmalar gelistirdigini belirlemek oldukca

onemlidir (Yaldiz ve Sekeroglu, 2013).

Tekstil, deri, boya, metal ve kagit endiistrilerinden kaynaklanan atik sular fazla
miktarda agir metal icermektedir. Bu tip atik sularin aritilmadan kontrolsiiz bir sekilde
cevreye bosaltilmalar1 o c¢evredeki canlilara toksik ve mutajenik etki yapmaktadir.
Cesitli metaller baz1 organizmalarda canliligin devam ettirilmesi i¢in ¢ok az miktarlarda
kullanilsalar da ytliksek konsantrasyonlar: hiicrede zararl etkilere yol agmaktadir. Ag,

Al, Au, Cd, Pb ve Hg gibi toksik metallerin ise biyolojik 6nemi bulunmamakla birlikte
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hiicrede diisiik konsantrasyonda bile bulunmalar1 tehlikeli olmaktadir (Bruins vd. 2000;

Nies, 2003).

Yapilan bir¢ok ¢alismada, agir metallerin ¢esitli mikroorganizmalarla endiistriyel
atik sulardan uzaklastirildig1 gosterilmistir. Mikroorganizmalarin toksik kanserojen ve
mutajen olabilen agir metal iyonlarina tolerans gosterip bu Kkirleticeleri ortamdan
uzaklagtirabilmesi agir metallere direng gelistirmeleri ile gerceklesmektedir.
Mikroorganizmalarca agir metalin igine alinmamasi, hiicre i¢inde veya disinda
tutulmasi, kirleticinin daha az toksik forma c¢evrilmesi, metalin hiicre digina aktif
taginmas1 ve mikroorganizmanin metale karsi daha duyarsiz hale gelmesi gibi direng
mekanizmalar1 bugiine kadar tanimlanabilmis sistemlerdir (Bruins, 2000; Malik, 2004;

Sultan ve Hasnain, 2006; Egler vd., 2005).

Agir metallere direngli mikroorganizmalar, bahsedilen bu direng sistemlerinden
birini veya birkagini bir arada kullanarak toksik etkiden korunmaya ve canliligim
stirdiirmeye ¢aligmaktadir. Stres kosuluna yanit niteliginde sentezi artan bazi proteinler
mikrobiyal direncte anahtar rol oynamaktadir. Agir metal stresindeki bir
mikroorganizma bu strese adapte olabilmek ve dayaniklilik saglamak igin bazi
proteinlerin sentezini arttirma yoluna gidebilmektedir. Bu proteinler hem hiicre iginde
sentezlenen sitozol proteinlerini, hem de zar proteinleriyle birlikte hiicre dist
bilesenlerini icerebilmektedir. Bu tip proteinlerin, tanimlanmarak stres kosullarina
mikrobiyel yanitin belirlenmesi, proteom g¢aligmalar: ile miimkiin olmaktadir (Kilig ve

Donmez, 2008).

Tarimsal tiretimde yiliksek verim elde etmek icin giibre uygulamalar1 zorunluluk
olarak goriilmektedir. Ancak uygulanan giibrelerin miktarlari, ¢esitleri ve uygulama
zamanlarinin farklhilik gostermesi ve bu alandaki bilgi yetersizligi nedeniyle canli saghigi
ve cevre olumsuz olarak etkilenmektedir. Yapilan yanlis giibre uygulamalariyla
topraklarda tuzlanma, agir metal birikimi, besin maddesi dengesizligi, mikroorganizma
etkinliginin bozulmasi, sularda trofikasyon ve nitrat birikimi, havaya azot ve kiikiirt

igeren gazlarin verilmesi, sera etkisi vb. sorunlar olusturmaktadir (Sénmez vd., 2006).
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Glinlimiizde toprakta agir metal kirliligi 6nemli ¢evresel problemlerden birisidir.
Agir metallerin toprakta birikmesinin sadece toprak verimliligi ve ekosistem
fonksiyonlar1 iizerinde degil ayn1 zamanda besin zinciri yoluyla havyan ve insan sagligi
lizerine de Onemli etkileri vardir. Bitki bilinyesine ulasan agir metaller bitkilerin
fizyolojik aktivitelerini engellemekte, verimliliklerini azaltmakta ve dliimlerine neden
olmaktadir. Dolayisiyla iirlin kalite ve miktarinin azalmasina yol ag¢maktadirlar.
Bitkilerin agir metal toksisitesine karsi toleranslar1 bitki tliriine, element tiirline, strese
maruz kalma siiresine ve strese maruz kalan doku veya organin yapisina bagl olarak
degismektedir. Bu nedenle agir metalin tlir ve miktari, yarayisliligi, zararin siddeti ve
tiirii ayrica zarar olusum siirecinin bilinmesi bitkilerin gelisimi ve canlilig1 agisindan

oldukga 6nemlidir (S6nmez vd., 2008).

1.8.1. Bitkilerin Agir Metal Toksisitesine Tolerans Mekanizmalari

Giibreleme, pestisid kullanimi, endiistriyel atik ve gazlar aracilifiyla topraga
bulasan agir metallerin bitkiler aracilifiyla topraktan uzaklastirilmasi fitoremedasyon
olarak adlandirilmaktadir. Fitoremidayon’nun basarili olarak yiiriitiilebilmesi ig¢in
bulasmanin oldugu alanlarda biyokiitle olustururken 6nemli miktarda metal biriktiren
hiperakiimiilator bitki tiirlerinin  kullanilmas1  gerekmektedir. Hiperakiimiilator
bitkilerinin agir metal icerikleri ve gereksinimleri biriktirici olmayan tiirlere gére 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. Bu bitkilerin tolerans mekanizmalar1 6zetlenecek olursa;

Hiicre duvarlarina metal baglanmasi: Pb-karbonat olarak tutulur.

Hiicre membranlarina dogru tasimmin azalmasi: Agir metallerin bitki koklerinde
tutulup, gdvde ve siirgiinlere tasinmasinin engellenmesi ile taginma azaltilmaktadir.
Vakuollerde depolama: Zn elementi Zn fitat, malat ve oksalat gibi diisiik molekiil
agirlikli organik bilesikler halinde, Cd thiol gruplarina ve Ni histidin ile baglanmasi
sonucunda vakuollerde depolanir.

Selatlama: Cd’un, thiol gruplarina, Pb glutathione ve aminoasitlere baglanarak

fitoselatlar olusturmaktadir. Bunun yani sira organik asitlerden sitrat, malat ve malonate
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ile birleserek fitoselatlar1 olusturmaktadirlar. Metallothioneinler bir¢ok hayvan ve
bitkide bulunan proteinlerdir. Agir metaller ile baglanarak protein bilesiklerini

olustururlar (Aksu ve Yildiz, 2004).

Sonug¢ olarak giiniimiizde, endiistriyel faaliyetler, motorlu tasitlarin egzozlari,
maden yataklar ve isletmeleri, kentsel atiklarin giibre olarak kullanimi, kimyasal giibre
ve pestisit uygulamalari, atik su ile yapilan sulamalar ve aritma ¢amuru uygulamalari ile
onemli miktarda agir metal topraga ulasmaktadir. Agir metallerin toprakta birikmesi,
sadece toprak verimliligi ve ekosistem faaliyetleri {izerine etkili olmayip, bitki
biinyesindeki fotosentez, solunum, biiylime ve gelisme gibi birgok metabolik olaylari
etkilemeleri nedeniyle bitki sagligini ve bozulan besin zinciri nedeniyle de hayvan ve

insan sagligini 6nemli diizeyde etkilemektedir (Sonmez vd., 2008).

1.9. Biyoremedasyon

Biyoremedasyon, mikroorganizmalar kullanilarak zararli maddeleri toksik
olmayan bilesiklere doniistiiren bir proses olup, kimyasal sivilarin ve tehlikeli atiklarin
aritilmasi i¢in kullanilan imit verici tekniklerden biridir (Ceyhan ve Esmeray, 2012).
Bakteriler zararl atiklari, zararsiz yan lriinlere doniistiirdiikten sonra ya oliirler ya da
sayilar1 normal popiilasyon diizeyine ulasarak ekolojik dengeyi bozmadan ortami
tyilestirirler. Ayrica, toprakta bulunan mikroorganizmalarin belirlenmesi ile toprak
rehabilitasyonu i¢in en uygun kompozisyon olusturulabilmeleri miimkiin olmaktadir

(Ceyhan ve Esmeray, 2012).

Biyoremedasyon dogal olarak meydana gelen bir prosestir; mikroorganizmalarin
cevresel kirlilikleri sabitleyerek ya da donilistime ugratarak nihai/son iirin haline
getirmeleri siirecidir (Dindar vd., 2010). Biyoremedasyonun etkili olabilmesi i¢in,
mikroorganizmalarin kirliliklere enzimatik atakta bulunarak onlar1 zararsiz {irlinlere
doniistiirmeleri gerekir. Bu yontem sadece g¢evresel sartlarin mikrobiyal biiylime ve
aktiviteye izin verdigi durumlarda etkili olabilir. Kirleticiyi parcalayan
mikroorganizmalar, kirleticiler ile yakin iliskide ve dogru yerde olmalidirlar. Eger
mikroorganizma populasyonu mevcut degilse, mikroorganizmalar1 kirleticilerle temas

ettirmek i¢in bazi mithendislik mekanizmalar1 gelistirilmelidir (Singh ve Ward, 2004).
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Bunlardan bazilari, ¢evresel kosullar1 kontrol edilmelisi, mikroorganizmalarin
metabolik aktivitelerinin veya biiylimelerinin optimize edilmesi sartlarin iyilestirilmesi

gibi mekanizmalar olabilmektedir (Dindar vd., 2010).

Biyoremedasyon i¢in ¢evrenin optimizasyonunda; sicaklik, nutrientler (basta azot
ve fosfor), elektron alicilar, (oksijen, nitrat, siilfat) ve pH gibi c¢evresel
faktorlerindiizenlenmesi gelmektedir (Baker ve Herson, 1994). Saglik ve ekolojik
yonden genis alana yayilmis olan petrol ve petrol tiirevleri, gazolin, klorlu alifatikler
(PCE), tetrakloretilen (TCE) ve klorlu aromatik hidrokarbonlar mikroorganizmalar
tarafindan  kolayca detoksifikasyona wugratilirlar. Metaller biyolojik olarak
par¢alanamasalar da mikroorganizmalar tarafindan daha az zararli hale

dontistiirebildikleri i¢in biyoremedasyon dahilinde degerlendirilirler (Vidali, 2001).

Biyoremedasyon teknikleri tipik olarak yakma gibi diger geleneksel metotlardan
daha ekonomiktir. ABD Cevre Koruma Kurumunun (EPA) programina gore, zararl
maddelerle kirlenmis bolgelerde, geleneksel yontemlere gore 10 kat daha ucuza mal
oldugundan biyoremediasyon kullanimi uygun goriilmiistiir (Russell vd., 1992). Dogal
azaltma proseslerine dayali bir yontem oldugu i¢in toplum tarafindan diger teknolojilere
gore daha kabul edilebilir olarak g6z Oniinde tutulmaktadir. (Dindar vd., 2010).

Biyoremedasyonda rol oynayan mikroorganizmalar funguslar, mayalar ve bakterilerdir.

Biyoremedasyon olayinda kontaminant maddeleri parcgalayabilen ve onlar toksik
olmayan yan friinlere doniistiiren mikroorganizmalarin biiyiimeleri tesvik edilerek
onlarin dogal proseslerinden yararlanilir (Tablo 3). Yani biyoremediasyon uygulamasi
atiklarin dokiildigii bolgeye besin aktarimi yapilarak, topragin bakteri kompozisyonuna
gore, dogal olarak toprakta bulunan bakterilerin etkin duruma gegirilmesi ya da topraga
yeni bakteriler aktarilmasi seklinde olabilir. Mikroorganizmalar kontaminantlara maruz
kaldiginda artan bir yetenek ile bu maddeleri degrede etme yoniinde bir gelisme
gosterirler. Genellikle bu toksik maddeyi pargalayarak enerji elde eden mikroorganizma

suslar1 6n plana ¢ikmaktadir (Alexander, 1999).

Biyoremedasyonda tehlikeli atiklar1 bertaraf etmek i¢in genetik olarak

diizenlenmis mikroorganizmalarin kullanimi ABD Cevre Koruma Kurumu (EPA)
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tarafindan yasaklanmigtir. Boyle mikroorganizmalarin dogada rekabet giicleri zayiftir.
Bununla beraber, insan sagligi ve g¢evre acisindan da ne gibi riskler tasidigi pek
bilinmemektedir. Bu nedenle bu tip mikroorganizmalar ancak laboratuar ¢alismalarinda

kullanilir (Alexander, 1999).

Tablo 3. Biyoremediasyonu etkileyen faktorler.
Uygun kimyasal biyolojik faktorler Uygun hidrojeolojik faktorler

Az sayida organik kirlilik Graniiler bosluk alan

Asirt toksik olmayan kirleticiler Yiiksek permeabilite(10™ cm/s)
Mikroorganizmalarin ¢esitliligi Uniform mineroloji
Oksidasyon i¢in uygun elektron alict Homojen alan

Uygun pH aralig1 Doyurulmusg tabaka

Uygun olmayan kimyasal biyolojik Uygun olmayan hidrojeolojik faktorler
faktorler

Birgok organik ve inorganik Kirik kayalar

kirleticilerin karigimi1

Toksik kirleticiler Diisiik permeabilite

Diisiik Mikrobiyal popiilasyon Kompleks mineraloji
Oksidasyon i¢in elektron alicisi yoklugu Heterojen alan

Uygun olmayan pH aralig1 Doyurulmamis tabaka

1.9.1. Biyoremedasyonun Avantajlari

1. Biyoremedasyon ekolojik olarak giivenli dogal bir prosestir.

2. Kontaminantlarin bir besin kaynagi olarak mevcut olmasi durumunda var olan
mikroorganizmalarin artmasi, kontaminantlarin azalmasi durumunda da populasyon
kendiliginden azalmasi iglevidir.

3. Biyolojik parcalanmadan ¢ikan atiklar genellikle karbondioksit, su, yag asitleri gibi
zararsiz bilesiklerdir. Orijinal kirleticiden daha toksik bir iiriin olusturma olasilig1 ¢ok
azdir.

4. Biyoremedasyonda kontaminantlar c¢evresel bir ortamdan bir digerine transfer
edilmeden hedef kimyasal maddeler tamamen ortadan kaldirilmaktadir.

5. Biyoremedasyon tehlikeli atiklarin bertaraf edilmesi icin siklikla kullanilan
teknolojilere gdre daha ucuzdur. Ornegin, biyoremediasyon ile bir bdlgenin
temizlenmesi maliyeti 45-50 milyon $ iken atiklarin ortadan kaldirilmasi igin bir firmn
inga etme maliyeti 140 milyon $’a kadar ¢ikmaktadir. Ayrica atiklarin taginmasi da
farkli alanlarin kirlenmesine neden olabilecegi igin pek tercih edilmez (Alexander,

1999).
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1.9.2. Biyoremedasyonun Dezavantajlari

1. Sahip oldugu bazi sinirlamalar biyoremedasyonun bir temizleme teknolojisi olarak
yaygin kullanimini engeller.

2. Biyoremedasyona baglamadan 6nce ¢ok iyi bir aragtirma yapilmasi gerekmektedir ve
kompleks kontaminant karigimi ve bdlgeler i¢in uygun biyoremedasyon teknolojisi
mithendisine gerek duyulmaktadir. Topraktan mikroorganizmalarin izolasyonu igin
mikrobiyologlara, parcalanma yol izinin belirlenmesi i¢in ise biyokimyacilara gerek
duyulmaktadir.

3. Biyoremedasyonla yapilan temizleme islemi yakma veya topragin kazilip atilmasi ile
karsilastirildiginda uzun bir zaman almaktadir.

4. Bazi toksik yan drlinlerin olusumuna karst onceden tedbir almak gereklidir

(Alexander, 1999).

1.10. Literatiir Calismalari

Karmasik ¢evre kosullarindan kaynaklanan ¢ok sayida faktorler; drnegin; parlak
151k, UV, ¢ok yiiksek ve diisiik sicakliklar, donma, kuraklik, tuzluluk, agir metaller ve
hipoksi diinya c¢apinda O6nemli mahsul kayiplarina yol agmaktadir (Boyer,1982;
Mahojan and Tuteja, 2005; Mittler, 2006). Genel olarak mikroorganizmalarda sekonder
metabolitlerin iiretimi logaritmik fazin sonunda, sporulasyondan Once meydana
gelmektedir. Karbon kaynagi olarak glikozun ortamda kullanimi ve gelismenin sonraki

asamalar1 sirasinda azalan pH ile basitrasin tiretimi artmistir (Azevedo vd., 1993).

Bitki virlis hastaliklarina karsi biyokontrol ajani olarak genellikle yogun bir
sekilde PGPR olarak Pseudomonas fluorescens suslari kullanilmistir. Bu irklarin
viriislere karsi basarili bir sekilde dayaniklilik saglayabilecegi bir¢ok arastiric
tarafindan rapor edilmistir (Maurhofer vd., 1994; Raupach vd., 1996; Ryu vd., 2007,
Bharathi vd., 2004; Kandan vd., 2002; Kandan vd., 2005; DeMeyer vd., 1999; Kavino,
vd., 2007; Resca, vd., 2001; Karthikeyan vd., 2009; Kavino vd., 2008). Uyarilmis
dayaniklilik mekanizmasi salisilik asit (SA) ve patojenle iliskili protein (PR) genlerinin

sistemik olarak birikmesi ile ilgili oldugu belirtilmistir (Maurhofer vd., 1998).
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PGPR wrklar1 Serattia marcescens 90-166 ve B. pumilus SE34 uygulanan
Arabidopsis thaliana bitkilerinde CMV' nin enfeksiyon oraninin azaldigi belirlenmistir.
Ozellikle burada 90-166 1rki tarafindan olusturulan dayanikliligin SA ile baglantili
oldugu belirtilmistir (Ryu vd., 2004). Aym sekilde bu irkin (S. marcescens 90-166)
salatalik bitkisinde CMV'ye karst dayaniklilik sagladigi daha onceki caligmalarda
belirtilmistir (Raupach vd.,1996).

Toprakta agir metallerin varlig1 besin zincirine girme potansiyellerinden dolay1
onemli bir ¢evre sorunu haline gelmistir. Bazi kullanilabilir yerinde toprak iyilestirme
teknolojileri; kazi, tasima, kirlenmis topraklarin depolanmasi, asit sizdirmasi, kimyasal
stabilizasyon ve elektro manyetik iyilestirme gibi yliksek maliyet diisiik verimlilik
iceren islevler ekonomik zorluga ve zarara yol agmaktadir (Lasat, 2002; Kumar ve
Nagendran, 2009). Cesitli mikroorganizmalar agir metaller i¢in yiiksek bir ilgiye
sahiptir. Toksik metaller toprakta kalsa da mikroorganizmalarla bir kez
baglanmalarindan sonra bitki veya toprakta yasayan hayvanlar tarafindan alinmasi daha
az olmaktadir. Bu sekilde bioaugmentasyon ve biostimulasyon varligi,
microbiyoremidasyon stratejileriyle topraktan agir metal gideriminin ya da metal
iyonlarmin biyolojik mevcudiyetinin azaltilmasini icermektedir (Das ve Chandran,
2011).

Congeevaram vd. (2007) yaptiklar1 ¢alismada, endiistriyel atik topraklarinda izole
ettikleri bakteri ve fungus tiirlerinin farkli metalleri bulunduklar1 ortamdan toplayabilme
ozelliklerini arastirmiglardir. Bakteriler i¢in optimum pH’in 7.0 funguslar i¢in 5-5,2
arasmda oldugunu bildirmislerdir. Ozellikle funguslardan birinin Cr toksisitesini 10.000
mg/L’ ye kadar tolere edebildigi ve sonuglarda Cr ve Ni bulunan atiklar i¢in Aspergillus

ve Micrococcus unuygulanabilirligini bildirmislerdir.

Kaliteli bir toprak yapisi gelistirmek ve onu muhafaza etmek siirdiiriilebilir
tarimin amaglar1 arasindadir. Siirdiiriilebilir tarima duyulan ilgiden dolayi, topragin
fiziksel, kimyasal ve biyolojik 6zelliklerini tesvik etmek i¢in, organik atiklarin ilavesi
gibi tarimsal uygulamalara ivme kazandirilmistir (Sonnleitner vd., 2003). Topragin
fiziksel oOzelliklerinin iyilestirilmesi, toprak neminin artmasini, toprak striiktiiriiniin

diizenlenmesine ve erozyona karst dayanikliligima katki saglar. Toprak yapisim
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giiclendirmek icin, 6zellikle son yillarda baz1 organik substratlarin yogun kullanimina
ilgi gosterilmeye baslanmistir (Lynch ve Bragg, 1985; Tisdall vd., 1997; Sonnleitner
vd., 2003b).
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2. YAPILAN CALISMALAR

2.1.Materyal

2.1.1.Kullamlan Arag, Gereg¢ ve Sarf Malzemeleri

Orneklerin  incelenmesi igin  kullanilan laboratuar  geregleri; Uv-Vis
spektrofotometre (Spectramax M5), AVANTA, GBC(Atomik absorbsiyon), sogutmali
santrifiij (Sigma,2-16PK), pH metre (HannaHI3220), calkalayic1 (GFL-3005),1s1ticiblok
(NoshengMS100), inkiibator (Memmert600), jel goriintiileme sistemi (UVP-Digi-Doc
It), iklimlendirme kabini (Daihan-WGC), distile su cihaz1 (GFL-2108), giivenlik
kabineti (Niive-MN-20), 1s1tk mikroskobu (Nikon-E100), gii¢ kaynagi (OWL-OSP-500),
koloni mikroskobu, pastor firini1 (Niive-FN-500), otoklav (Niive-OT-40L), hassas terazi
(Denver-PL-214), vorteks (Heidolph-Reax top), derin dondurucu, etiiv, buzdolabi, UV-
transiliiminator, arastirma mikroskobu (Olympos Bx51 ve BSPROP 200,goriintii isleme
ve analiz sistemi ile birlikte), magnetik karistirict ve bar, cesitli cam malzeme(mavi
kapakli siseler, vida kapakli (5, 10 ve 20 mL’lik) tiipler, erlenmayer, beher, lam, lamel,
meziir, pastor pipeti, baget) ve plastik malzemeler (5-10’luk plastik pipetler, pipet
(beyaz, sar1 ve mavi) uglari, pipet kutulari,petri (6, 12 mm ¢apli)kaplari, falkom (15 ve
50 mL’lik) tiipleri, ependorf (0,5, 1,5 ve 2,0 mL’lik) tiipleri, piset), bek alevi,
mikropipet seti, pens, Oze, ekiivyon c¢ubuklari, filtre kagidi, sporlar, raglar,

kullanilmistir.

Caligmada kullanilan besiyerleri ve kimyasal maddeler; monosodyum fosfat,
bromo phenol blue, 2-ethanesulfonik asit (PIPES), 1-5 diphenyl carbazide
hexadieyltrimethylammonium (HDTMA), sodium dodesil siilfat (SDS), potasyum fosfat
dibazik (K2HPO04), glukonik asid sodyum tuz, TagDNA polimeraz (10 X buffer ve
dNTP 250UN mix), potasyum fosfat, demir siilfat, sodium kloriir, kalsiyum fosfat,
amonyum siilfat, ¢inko kloriir, magnezyum kloriir, demir klorid, amonyum kloriir,
kobalt klorid, bakir siilfat, agaroz, asetik asit, molibden trioksid, Phenol: kloroform:
izoamil alkol (25:24:1), sodium arsenat (SIGMA), mueller hilton agar ve broth, eozin
metilen blue (EMB), luria bertani (LB) broth, brain heart infusion broth, patoto dekstroz
agar, yeast ekstrakt powder, meat ekstrat, malt ekstrat agar, NaOH, glukoz (MERCK),
agar agar, pepton (FLUKA), sodyum asetat, % 96’lik etil alkol (KIMETSAN).
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2.2. Kullanilan Besiyerlerinin Hazirlanisi

2.2.1. Miiller Hinton Agar (MHA) ve Miiller Hinton Broth (MHB) Besiyerleri

Ticari olarak temin edilen besiyeri, firmanin 6nerisi dogrultusunda tartilarak bir
litre (2 g beef ekstrat, 17,5 g asit kazein 1,5 g nisasta ve 15 agar) distile suda ¢ozildii.
Otoklavlavda 121 °C’de 1.1 Atm. basing altinda 15-20 dk. steril edildikten sonra steril
sartlarda 9 cm’lik steril petri kaplarina dagitildi. Sivi besiyeri (MHB) ticari firmanin
Onerisi dogrultusunda ayni besiyerinin agar icermeyen formu kullanildi. Besiyerleri

genel tiiretim amaciyla kullanilmis olup, kullanilacagi siireye kadar buzdolabinda

bekletildi.

2.2.2. Brain Heart Infusion Agar (BHIA) ve siv1 Besiyeri (BHIB)

Ticari olarak temin edilen besiyeri, firmanin 6nerisi dogrultusunda tartilarak bir
litre distile suda ¢6ziildii. Otoklavlavda 121 °C’de 1.1 Atm. basing altinda 15-20 dk.
steril edildikten sonra steril sartlarda 9 cm’lik steril petri kaplarina dagitildi. Sivi
besiyeri (MHB) ticari firmanin onerisi dogrultusunda ayni besiyerinin agar icermeyen
formu kullanililarak mavi kapakli siselerde hazirlandi. Besiyerleri genel iiretim ve bazi
fiziksel ve kimyasal testlerin yapilmasi amaciyla kullanilmis olup, kullanilacag: siireye

kadar buzdolabinda bekletildi.

2.2.3. Hareket Besiyeri

Besiyeri hazirlamak i¢in MHB besiyeri kullanildi. Ticari firmanin Onerisi
dogrultusunda tartildi1 ve % 0.6 g agar ilave edilerek karistirici yardimiyla distile suda
agar eriyene kadar 1sitilarak ¢iiziildii. Sicakken tiiplere 5 mL dagitilip 121 °C’de 15 dk.
otoklavda steril edildi. Kullanilacag: silireye kadar oda 1sisinda bekletildi (Bilgehan,
2004; Coneman, 1997).

2.2.4. NaCl Testi

Ticari olarak temin edilen firmanin onerisi dogrultusunda 250 mL’lik mavi

kapakli 3 ayr1 sisede 100 mL MH siv1 besiyerine hazirlanandi. Besiyerlerine sirasi ile
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her birine % 5 (5.48 g), % 10’luk (10,96 g) ve % 15 (16,42 g) NaCl ilave edilerek
karistirict yardimiyla ¢oziildi. Her birinin pH’s1 6.6-7.4’e ayarlandiktan sonra 121
°C’de 15 dk. otoklavda steril edildi. Kullanilacag: stireye kadar oda 1sisinda bekletildi
(Bilgehan, 2004; Coneman, 1997).

2.2.5. Biyokimyasal Testler

2.2.5.1. indol Besiyeri

Indol s1v1 besiyeri icin 1,5 g peptone ve 0,5 g NaCl,100 ml distile suda ¢oziildii.
Vida kapaklitiiplerin her birine 3 mL olacak sekilde dagitildiktan sonra 121 °C’de 1.1
atm basing altinda 15-20 dk. otoklav edildi. Kullanilacag: siireye kadar oda 1sisinda
bekletildi (Bilgehan, 2004; Coneman, 1997).

2.2.5.2. Metil Kirmuzis1 (Red) Besiyeri

Bu besiyeri i¢in 7 g peptone, 5 g Glukoz, 5 g K, HPO, tartilarak 1 L distile su da
(pH 6.9) ¢oziildii. Vida kapaklitiiplerin her birine 3 mL olacak sekilde dagitildiktan
sonra 121 °C’de 1.1 atm basing altinda 15-20 dk. otoklav edildi. Kullanilacag: siireye
kadar oda 1s1sinda bekletildi (Bilgehan, 2004; Coneman, 1997).

2.2.5.3.Sitrat Besiyeri

Uretici firmamin (MERCK, Almanya) onerilen dogrultusunda 225 g graniil
halinde ki besiyeri tartilip 1000 ml distile su i¢inde ¢oziildii ve tiiplerin her biri 5 mL
olacak sekilde dagitildi. 121 °C’de 1.1 atm basing altinda 15-20 dk. otoklav edildi.
Yatik olarak donduruldu ve kullanilacag siireye kadar oda 1sisinda bekletildi (Bilgehan,
2004; Coneman, 1997).

2.2.5.4. iki Seker (Kligkler iron) Agar Besiyeri

Kligger Agar besiyeri, ticari olarak temin edilen besiyerinden 55 g tartilip 1 L
distile su igerisinde ¢oziilerek hazirlandi. Vida kapakli tiiplerin herbirine 6 mL olacak

sekilde dagitildi. 1.1 atm basingta 121 °C’de 15 dk. sterilizasyon islemine tabi
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tutulduktan sonra yatik sekilde sogutuldu ve sland agar hazirlandi. Tiipler donduktan
sonra kullanilacag siireye kadar buzdolabinda +4°C’de kapal1 bir kap i¢cinde muhafaza

edildi (Bilgehan, 2004; Coneman, 1997).

2.2.5.5. Nitrat Besiyeri

Ticari olarak temin edilen beef ekstraktan 3 g, peptondan 5 g ve potasyum
nitrattan (KNO3) 1 g tartilarak 1 L distile suda karistirici yardimi ile ¢oziildi. Vida
kapakli tiiplere 3 mL miktarinda dagitildi ve 1,1 atm basingta 121 °C’de 15 dk.
otoklavda steril edildi. Besiyeri kullanilacag: siireye kadar oda sicakliginda muhafaza
edildi (Bilgehan, 2004; Coneman, 1997).

2.2.5.6. Ureaz Besiyeri

Ticari olarak temin edilen iire agar base’den 2,9 g tartilip 100 mL distile su da
¢oziildii, % 1.5 agar ilave edildi ve 1.1 atm basingta 121 °C’de 15 dk. otoklav edildikten
sonra 50 °C’de su banyosunda bekletildi. Filtre ile steril edilen % 1 {ire soliisyonundan 5
mL ilave edildikten sonra steril plaklara 10-15 mL kadar dokiildii. Kullanilacagr siireye
kadar buzdolabinda +4 °C’de kapali bir kap i¢inde muhafaza edildi (Bilgehan, 2004;
Coneman, 1997).

2.2.5.7. Amilaz Besiyeri

Ticari olarak temin edilen beeft extrattan 0,9 g,nisastadan 3 g ve agardan 3,6 g
tartilarak 300 mL distile suda karistirict yardimiyla ¢oziindiikten sonra 1,1 atm basing
altinda 121 °C’de 15 dk. otoklavda steril edildi. Steril petri kaplarina 4 mm kalinliginda
tevzi edildi. Plaklar kullanilacag: siireye kadar buzdolabinda +4 °C’de kapali bir kap
icinde muhafaza edildi (Bilgehan, 2004; Coneman, 1997).

2.2.5.8. Lesitinaz Besiyeri

Ticari firmanin 6nerdigi Olclilerde 500 mL BHIA besiyeri hazirland1 ve 1,1 atm
basingta 121 °C’de 15 dk. otoklav edildikten sonra 50 °C’de su banyosunda bekletildi.
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Iki yumurta yikandi ve yiizeyi (% 70’lik) alkolde 3’dk. bekletilerek steril edildi.
Yumurtalarin sar1 kismi steril sartlarda falkom tiiplerine alindi ve vorteks yardimiyla
tyicene ¢irpildi. Hazirlanmis ve su banyosunda bekletilen besiyeri igine steril sartlarda
ilave edildikten sonra homojen karistirilip steril petri plaklarina dokiildi. Kullanilacagi

stireye kadar buzdolabinda +4°C’de bekletildi (Bilgehan, 2004; Coneman, vd., 1997).

2.2.5.9. Jelatin hidrolizasyon Besiyeri

Nutrien sivi besiyerine % 10 jelatin ilave edilerek kaynar suda eritilir. Vida
kapakli tiiplere 2 mL seklinde dagitilir ve otoklavda 121 °C’de 15 dk. steril edilir.
Kullanilacagi siireye kadar oda 1sinda bekletilir (Bilgehan, 2004).

2.2.5.10. Siderofor Besiyeri

Hazirliktan 6nce tiim cam siseler 6 mM’lik HCI ile temizlenerek eser elementler
uzaklagtirilildi ve cam siseler iki distile su ile li¢ kez yikandi. Bu test ii¢ farkli hazirlik

asamasindan olusmaktadir (Dworken ve Foster, 1958). Bunlar;

a) Boya Soliisyonu;

Soliisyon 1:Chrome azurol-S (CAS)’in 0,06 g 50 mL ddH,O’da ¢oziildii.
Soliisyon 2: FeCl3.6 H,O’1n 0,0027 10 mL HCI’de ¢o6ziildii.

Soliisyon 3: HDTMA’1n 0,073 40 mL ddH,0O’da ¢6ziildii.

Soliisyonlarin karisimi; soliisyon 1’in igine 9 mL soliisyon 2’den ilave edildiktan
sonra soliisyon 3’iin tiimi karigtirildi. Soliisyon mavi renge doniistiikten sonra cam
sisede otoklavlanip kullanilacag: siireye kadar (1 hafta i¢inde kullanilir) buzdolabinda

saklandi.

b) Minimal media 9 (MM9); Bunun i¢in 15 g KH,PO,, 25 g NaCl ve 50 g NH,CI
tartilip 500 mL dd H,O’ya tamamland.

% 20 Glukoz Stok Soliisyonu; 20 g glukoz 100 mL dd H,0O’da ¢6ziildii ve otoklavda

steril edildi. Kullanilacag siireye kadar oda 1sinda bekletildi.
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Stok NaOH; 25 g NaOH 150 mL dd H,0’da (yaklasik olarak pH 12 dir) ¢6ziildii ve

besiyerinin pH ayar1 i¢in kullanildi.

¢) CAS Agar Hazirlamisi; MM 9’dan 100 mL alindi ve 750 ml double distile suda
¢oziildii. PIPES (2-ethanesulfonik asit)’in 32,24 g ilk soliisyona ilave edildi. Bu
islemden sonra soliisyon pH 5.0’in altina diiser. NaOH ile pH 6.0-6.8 araligma (6,8’
gecerse rengi yesile doniismekte) ayarlandi. Daha sonra 15 g agar ilave edilip
otoklavlandi ve sogumasi i¢in 50 °C’ye ayarli su banyosundabekletildi. Sogutulan
agarm igine 10 mL % 20’lik steril glukoz soliisyonundan ilave edildi. Uzerine yavasca
100 mL boya soliisyonu ilave edilip yavasga karistirildi ve steril petri plaklarina

dokiildii. Kullanilacagi siireye kadar buzdolabinda bekletildi.

2.2.5.11. Fosfat Coziiniirliigii (Kati ve Sivi) Besiyeri

Besiyeri igin 10 g glukoz, 5 g Ca3(PO,),, 5 g MgCl,.6H,0, 0,25 g MgSO,.7H,0,
0,1 g KCI, 0,1 g (NH4).SO, ve % 1,3 agar tartilip hazirlandiktan 500 mL distile suda
karistiricr yardimiyla ¢dziildii ve pH 7.0’ye ayarlandi. indikatér olarak 0,025 g brom
fenol mavisi (BPB) ilave edilip vel.l atm basingta 121°C’de 15 dk. otoklav edilir. Steril
sartlarda steril petrilere dokiildii ve kullanilacag: siireye kadar buzdolabinda bekletildi
(Aydogan vd., 2013).

2.2.5.12. Amonyum Uretimi Besiyeri

Ticari olarak temin edilen peptondan 10 g ve NaCl’den 5 g tartilip 1 L distile suda
¢oziildi ve mavi kapakl siselede otoklavda steril edildi. Kullanilacag: siireye kadar oda
1s1sinda bekletildi. Calisma esnasinda steril sartlarda 2 mL’lik steril ependorf tiiplere 1,5
mL miktarinda dagitilarak kullanildi (Bakker, 1987).

2.2.5.13. Nessler Reagent

0.09 mol/L potassium tetraiodomerkurat (I1) (K2[Hgls]) ile 2.5 mol/L potasyum
hidroksit (KOH) distile suda ¢o6ziilerek taze hazirlanip kullanildi (Bakker, 1987).
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2.2.5.14. 1-Aminosiklopropan-1-Karboksilat (ACC Deaminaz) Besiyeri

Manuel olarak hazirlanan besiyerine i¢in 4 g KH,PO,, 6 g NaHPO,, 0,2 g
MgSQO,.7H,0, 0,1 g FeSO,.7H,0, 10 pg H,BO3, 10 ng MnSO,, 70 pg ZnSO,, 50 pg
CuSQ,, 10 pg MoOs, 2 g glukoz, 2 g glukonik asit, 2 g sitrik asit ve 12 g agar tartilip
hazirlandiktan sonra 1 litre distile suda karistirict yardimiyla ¢oziildi. Litreye 2 gr
amonyum siilfat ilave edilerek otoklavda steril edildi. Steril sartlarda steril petrilere
dokiildii ve kullanilacagi siireye kadar buzdolabinda muhafaza edildi (Dworken ve
Foster, 1958).

2.2.5.15. AgNO; Besiyeri

Ticari olarak temin edilen MHA besiyeri, firmanin Onerisi dogrultusunda
hazirlandi. Distile suda AgNO3; 1 (Applichem) 100 mM’lik stok soliisyon hazirlandi.
Besiyerinin i¢ine 1, 2,5, 5 ve 10 mM/L olacak sekilde AgNO3solusyonu ilave edildikten
sonral.l atm basing altinda 121 °C’de 15 dk. otoklavda steril edildi. Kullanilacagi

zamana kadar buzdolabinda +4 °C’de saklandi.

2.2.5.16. CuSOQy4 Besiyeri

Ticari olarak temin edilen MHA besiyeri, firmanin Onerisi dogrultusunda
hazirlandi. Stok soliisyon 2,496 g CuSO4.5H,0, 100 mL distile suda ¢oziilerek 100
mM’lik hazirlandi. MHA besiyeri i¢ine 1, 2,5, 5 ve 10 mM/L olacak sekilde
CuS04.5H,0 ilave edilerek magnetik karigtirict yardimiyla ¢oziildii. 1.1 atm basing
altinda 121 °C’de 15 dk. otoklavda steril edildi ve steril sartlarda, steril petrilere

dokiildii. Kullanilacagi zamana kadar buzdolabinda +4 °C’de saklandi.
2.2.5.17. Pb(NQO3), Besiyeri
Ticari olarak temin edilen MHA besiyeri, firmanin Onerisi dogrultusunda

hazirlandi. Stok soliisyon i¢in 3,3121 g Pb(NOs),, 100 mL distile suda magnetik
karistirict yardimiyla ¢oziildii. MHA besiyeri i¢ine 1, 2,5, 5 ve 10 mM/L olacak sekilde
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Pb(NO3), ilave edilerek otoklavda steril edildive steril sartlarda petrilere dokiildii.

Kullanilacag1 zamana kadar buzdolabinda +4 °C’de saklandi.

2.2.5.18. ZnCl, Besiyeri

Ticari olarak temin edilen MHA besiyeri, firmanin Onerisi dogrultusunda
hazirlandi. Stok soliisyon i¢in 1,3635 g ZnCI, 100 mL distile suda magnetik karistiric
yardimiyla ¢oziildii. MHA besiyeri i¢ine 1, 2,5, 5 ve 10 mM/L olacak sekilde ZnCI,
ilave edilerek 1,1 atm basing altinda 121 °C’de 15 dk. otoklavda steril edildi. Daha
sonra steril sartlarda petrilere dokiildii ve kullanilacagi zamana kadar buzdolabinda

saklamaya alindi.

2.2.5.19. FeCl3.6H,0 Besiyeri

Ticari olarak temin edilen MHA besiyeri, firmanin Onerisi dogrultusunda
hazirlandi. Stok soliisyon icin 2,703 g FeCl;.6H,O, 100 mL distile suda magnetik
karistirict yardimiyla ¢oziildi. MHA besiyeri igine 1, 2,5, 5 ve 10 mM/L olacak sekilde
FeCl3.6H,0 ilave edilerek 1,1 atm basing altinda 121 °C’de 15 dk. otoklavda steril
edildi. Steril plaklara dokiildiikten sonra kullanilacagi zamana kadar buzdolabinda

saklandi.

2.2.5.20. Farkh pH Arahginda Cu’luve Cu’suz BHIB ve MHB’lerin Hazirlanisi

Ticari firmanin onerisi dogrultusunda (MHB) ve (BHIB) tartildi ve distile suda
coziilerek ¢ift konsatre hazirlandi. Mavi kapakli siselere bir kismi alinarak NaOH ve
HCL yardimiyla pH 5.0, 5.5, 6.0, 6.5, 7.0 ve 7.5’e ayarlandiktan sonra distile su ilave
edilerek tek konsantre hale getirildi.

Ayni sekilde hazirlanan MHB ve BHIB besi ortamlarina CuSO4.5H,0 stok
sollisyondan ilave edilerek 1,5, 2,0, 2,5 ve 3,0 mM olacak sekilde konsantrasyonlar
hazirlandi. Hazirlanan CuSO4’li BHIB 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 (en fazla 1 ay) kadar saklandi.
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Besiyerleri bakterilerin sivi ortamda farkli pH’da, optimum bakir konsantrasyonlarinda
tireyebilme yeteneklerinin belirlenmesinde, tireme egrilerinin belirlenmesinde ve biiyiik

hacimde bakteri tiretimlerinde kullanildi.

2.2.5.21. Spektrofotometrik Ol¢iimler

Calismada sivi ortamlarda bakir varligimmin olgiilmesinde spektrofotometrik
yontem kullanildi. Bu amagla olglimler (Spectramax MS5) marka ve model
spektrofotometre ile yapildi. Her &rnekten 100 veya 200 mL almarak diiztabanli ELISA
plakalarina konuldu. Veriler Excel programina (SPSS 21) aktarilarak grafikleri ¢izildi.

2.2.6.Cimlenme Deneyi Diizenegi

Misir tohumlarinin Cu ve bakteri varliginda ¢cimlenme deneyi diizenegi verilerinin
timi istatistiksel analizlerle degerlendirildi. Deney yapilacak petri plaklarina iki kat
filtre kagidi kesilip (120 cm) yerlestirildi ve otoklavda steril edilip kurutuldu,
kullanilirken numaralandi. Gum arabik’in % 10’luk soliisyonu distile suda hazirlanip
otoklavda steril edildi. Bakir stok soliisyonu 100 mM olarak distile suda hazirland1 ve

deney esnasinda 1,5 mM steril distile suda sulandirilarak kullanildi.
2.2.7.Ayiraglar
2.2.7.1. Oksidaz Testi Ayiraci
Bu amagla 10 mL saf suda 0,1 g p-aminodimetilalanin okzalat eritilir. Ependorf
tiiplere 1 mL dagitilarak aliminyum folyo ile kapatildi ve kullanilacag siireye kadar -20

°C’de sakland1 (Bilgehan vd., 2004; Coneman vd., 1997).

2.2.7.2. Katalaz Testi
Test i¢in % 30’luk H,O, stokundan % 3’liik sollisyon hazirlanarak karanlik sisede
stokland1. Kullanilacagi siireye kadar buzdolabinda bekletildi (Bilgehan vd., 2004;

Coneman vd., 1997).
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2.2.7.3. Kovaks Ayiraci

Bu amagla 10 g p-(dimettilamino benzaldehit), 150 mL izoamil alkolde ¢6ziildii
ve 50 mL HCl’e ilave edildi. Isik ge¢irmeyen karanlik siseye doldurulduktan sonra
kullanilacag siireye kadar +4 °C’de muhafaza edildi (Bilgehan vd., 2004; Coneman vd.,
1997).

2.2.7.4. Metilred Ayiraci

Bu amagla 0,05 g metil kirmizisi tartildi ve 150 mL etil alkol (% 95) iginde
havanda etil alkolle doviilerek ¢o6ziildii. Daha sonra 100 mL distile su ilave edilerek
homojen ¢oziinmesi saglandi. Isik gecirmeyen siseye aktarilarak kullanilacag: siireye
kadar +4 °C’de muhafaza edildi (Bilgehan vd., 2004; Coneman vd., 1997).
2.2.7.5. Voges Proskauer Ayiraci

A aymract; 5 g a-naftol tartildi ve 100 mL etil alkol (% 95) ile ¢o6ziildii.

B ayiract: 10 g Potasyum hidroksit 100 mL distile suda ¢oziildii.

Iki ayirag ayr1 ayr1 hazirlandi ve 151k gegirmeyen siseye aktarilarak kullanilacagi

stireye kadar +4 °C’de muhafaza edildi (Bilgehan vd., 2004; Coneman vd., 1997).

2.2.7.6. Nitrat Ayiraci

A ayiracy; 0,5 g a-Naphthylamine tartilip 100 mL % 30’luk acetic asit i¢erisinde
¢oziildi. B ayiraci; 0,8 g siilfanik asit tartilip 100 mL % 30’luk acetic asit igerisinde
¢oziildii. C ayiraci; ¢inko tozu. Ayiraglar ayr1 ayr1 hazirlandiktan sonra karanlik siselere
aktarilip, kullanilacag: siireye kadar +4 °C’de muhafaza edildi (Bilgehan vd., 2004;
Coneman vd., 1997).
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2.2.7.7. Lugol Soliisyonu

Solusyon i¢in 1 g iyot ve 2 g potasyum iyodiir tartildi, havanda birlikte ezilerek
300 mL distile su ile homojenize edildi. Karanlik siseye aktarilarak oda 1sisinda

bekletildi (Bilgehan vd., 2004; Coneman vd., 1997).
2.2.7.8. Kongo Kirmizisi

Ticari olarak temin edilen Kongo red boyasindan 0,1 g tartilip 100 mL saf suda
¢ozildi. Kullanilacagi siireye kadar oda 1sisinda bekletildi (Bilgehan vd., 2004;
Coneman vd., 1997).
2.2.7.9. 1 N’lik NaClI Caozeltisi

Cozelti icin 58,8 g NaCl tartilip 1000 mL distile suda ¢oziilerek hazirlandi.
Otoklavda steril edildikten sonra oda 1sisnda bekletildi (Bilgehan vd., 2004; Coneman
vd., 1997).
2.2.7.10. Kristal Viyole Boyasi

A soliisyonu; 1 g kristal viyole tartilip 10 mL % 96’lik etanolde ¢oziilerek 90 mL
distile suyla tamamlandi. B Soliisyonu; 4 g amonyum oksalat 400 mL distile su
igerisinde ¢oziilerek hazirlandi. Her iki soliisyon hazirlandiktan sonra karistirilarak oda
1isisinda bekletildi (Bilgehan vd., 2004; Coneman vd., 1997).
2.2.7.11. Safranin Boyasi

Boya soliisyonu i¢in 0,25 g safranin, 10 mL etil alkolde (%95) ¢oziildii. Uzerine

90 mL distile su ilave edilerek hazirlandiktan sonra oda isisinda bekletildi (Bilgehan
vd., 2004; Coneman vd., 1997).
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2.2.7.12. Aseton Alkol

Gram boyamada dekolorizasyon igin 1:1 oraninda % 96’lik etil alkol ve aseton ile
hazirland1 (Bilgehan vd., 2004; Coneman vd., 1997).

2.2.8. Metal Stok Solusyonu hazirlamisi

Pb stok soliisyonu; 3,793 g Kursun (Pb(NOs),) tartilip, 100 mL distile suda
¢oOziiliir. Cu stok soliisyonu hazirlanisi; 2,4968 g Bakir siilfat (CuS0O,4.5H,0) tartilip,
100 mL distile suda ¢oziiliir. Fe stok soliisyonu hazirlanist; 2,703 g FeCl3.6H,0 tartilip,
100 mL distile suda ¢oziiliir. Ag stok soliisyonu hazirlanisi; 1,6987 g Glimiis nitrat
(AgNO:,) tartilip, 100 mL distile suda ¢oziiliir. Zn stok soliisyonu hazirlanisi; 1,3635 g
ZnCl, tartilip, 100 mL distile suda ¢oziiliir.

Stok soliisyonlar hazirlandiktan sonra her birinden 1mM, 2,5 mM, 5 mM ve 10
mM’lik konsantrasyonlar hazirlandi. MHA besiyeri icine almip 100 mL dH,O’da
¢oziliip, pH ayarlandi ve otoklav edildi (Coneman vd., 1997)..

2.3. Yontem

2.3.1. Orneklerin Ekimi

Orkide 6rnekleri Rize ili yaylalarindan 2012-2013 yilinda ¢igeklenme doneminde
alindi. Orkide bitkisinin govdesi ayri, yumrusu ve 20 cm derinkliginde ki topragi
birlikte olacak sekilde steril plastik torbalara alindi. Teshis edildikten sonra tiim
ornekler calisilacag: siireye kadar derin dondorocuda (-20 °C) bekletildi. Laboratuarda
derin dondurucuda bekleyen orkide ornekleri islem yapilmadan 6nce musluk suyunda
iyice yikandiktan sonra par¢alanmadan biitiin olarak % 70’lik etil alkol ig¢inde 3 dk.
bekletildi. Daha sonra steril distile su ile 3 kez yikandi. Steril bisturi yardimiyla orkide
kok ve yumrularindan kiiciik parcalar kesilip MHA besiyerleri icine ekilerek 37 °C’de 2
giin boyunca inkiibe edildi.
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Toprak ornekleri ise 10 g kuru agirliga esdeger miktarda yas toprak tartildiktan
sonra 90 mL steril distile suda ¢iiziildii. Diliisyon yontemi kullanilarak MHA ve EMB
besiyerine 100 mikrolitre olacak sekilde yayma ekimleri yapildi ve 37 °C’de 2 giin
boyunca inkiibe edildi.

2.3.2. izolasyon ve identifikasyon

Besiyerlerinde (MHB, EMB) iireyen koloniler makroskopik ve mikroskobik
olarak incelendi. Farkli koloni morfolojileri gosteren bakteriler dnce gram boyama
yapildi. EMB agarda iiremeyen, MHA’da tlireyen gram pozitif sporlu/sporsuz basiller
tek koloni alinarak saf kiiltiir icin MHA besiyerine tek koloni diisiirme teknigiyle
ekimleri yapildi ve 37 °C’de 1-2 giin inkiibe edildi. Tek koloniler saf kiiltiir igin muller
hinton sivi (MHB) besiyerine pasaj yapilarak ayni sartlarda inkiibe edildi. Elde edilen
saf kiiltiirler steril ependorf tiiplerin i¢ine, MHB s1v1 besiyeri (800 uL ) ve % 20 gliserol
(200 uL) ilave edilerek, ikiser adet -80 ve -20 °C’de daha sonraki calismalarda
kullanilmak {izere saklamaya alindi. Petrilerde iireyen orneklerin; koloni sekilleri,
kapsiil varligi, pigment iiretimi gibi makroskopik o6zellikleri incelendi ve tani igin
kaydedildi. Daha sonra tan1 i¢in gerekli bir dizi biyokimyasal testleri yapildi. Calismada
bakteri izolatlarinin daha iyi liremeleri i¢in zengin besiyeri olan BHI agar ve sivi
besiyerleri kullanildi. Her bir izolat en iyi lireme gosteren ortamda {retilmesi

hedeflendi.

2.3.3. Hareket Testi

Bakterilerin flagella adi verilen hareket organellerinin varligini gostermek
amaciyla yapilan bir testtir, bakteriler besiyerinin her tarafinda trerler. Saf ve bir
gecelik kiiltiirlerden alinan bakteriler igne 6ze yardimiyla batirma teknigi kullanilarak
ekimleri yapilir, 18-24 saat 36 °C’de inkiibasyona birakilir. Hareketli bakterilerde ekim
¢izgisi boyunca yatay olarak bakterinin yayilmasi, hareket negatif olanlarda ise tek bir
¢izgi boyunca liremenin izlenmesiyle test degerlendirildi. Ayrica bakterilerin petri
plaklarinda yayilma seklinde tiremeleri ile hareket pozitifligi desteklenmistir (Bilgehan
vd., 2004; Coneman vd., 1997).
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2.3.4. Oksidaz Testi

Miiller Hinton agarda saf iiretilen kiiltiirlerden bir 6ze dolusu alindi. Petri kabina,
filtre kagidi kiigiik parcalar halinde kesilerek kondu ve iizerine oksidaz ayiraci ilave
edildi. Bakteriler 6ze yardimiyla ayirag damlatilmis filtre kagitlarina siiriildiikten sonra
30-60 saniye igerisinde koyu mavi rengin olusumu oksidaz pozitifligini, rengin

degismemesi negatifligini gosterdi (Bilgehan vd., 2004; Coneman vd., 1997).

2.3.5. Katalaz Testi

Katalaz enzimi lireten bakteriler hidrojen peroksiti su ve oksijene ayristirirlar..
Bakteri kolonileri 6ze yardimi ile almip bir lamin iizerine birakildi. Uzerine bir iki
damla H,O, damlatildi ve 0ze ile karistirildi. Katalaz olumlu olan bakteriler H,O,’i, H,O
ve Oy’¢ ayristirdigindan dolay1 gaz kabarciklarinin agiga ¢ikmasina sebeb olurlar. Gaz
kabarcigi olusturmayanlar negatif olarak degerlendirildi (Bilgehan vd., 2004; Coneman
vd., 1997).

2.3.6. Sicaklik Testi

Bakterilerin iireme sicakliklarini belirlemek amaciyla yapilmistir. Bu amagla MH
siv1 besiyeri kullanildi. Once hazirlanan bakterilerin bir gecelik taze kiiltiirden MHB
besiyerinde McFarland 0.5 bulaniklikta siispansiyonu hazirlandi. Sivi besiyeri steril
sartalarda 1.5 mL seklinde steril 2 mL’lik ependorf tiiplere dagitildi. Her bir 6rnekten
100 mikrolitre (uL) 3’er tekrarli ependorf tiiplere ekimleri yapildi ve tiipler 10, 20, 30,
40 ve 45 °C’lik etiivlerde inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan 24-48 saat sonra iireme

gerceklesen tiipler pozitif olarak kaydedildi (Bilgehan vd., 2004; Coneman vd., 1997).

2.3.7. NaCl ToleransTesti

Bu test icin MHB besiyeri kullanildi. Ticari firmanin Onerisi dogrultusunda
hazirlanan siv1 besiyerine % 10 ve % 15 olacak sekilde NaCl tartilarak ilave edildi.
Cozindikten sonra 1,1 atm basingta 121 °C’de 15 dk. otoklav edildi. Steril sartklarda

1,5 mL miktarda 2 mL’lik steril ependorf tiiplere dagitildi. Once hazirlanan bakterilerin
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taze kiiltirden MHB besiyerinde McFarland 0,5 bulaniklikta bakteri siispansiyonu
hazirlandi. Her bir bakteriden ticer adet % 10 ve % 15°lik NaCl igeren ependorflara 100
ul miktarinda ekimleri yapildi. Kiiltiirler 36 °C’de 24-48 saat inkiibe edildikten sonra
tireme olan kiiltiirler pozitif olarak kaydedildi (Bilgehan vd., 2004; Coneman vd., 1997).

2.3.8. pH Testi

Bakterilerin en iyi iireyebildigi pH araliklarinin belirlenmesi amaciyla yapildi. Bu
amacla MHB besiyerleri firmanin onerisi seklinde 4 farkli sisede 100’er mL igin
hazirlandi. Her biri glasiyel asetik asit ve HCI kullanilarak pH 4.5, 5.5, 6.5 ve 8.5
seklinde farkli pH’laraayarlandi ve 1,1 atm basingta 121 °C’de 15 dk. otoklav edildi.
Steril sartlarda 2 mL’lik steril ependorflara 1,5 mL seklinde dagitildi. Onceden
hazirlanan bakterilerin taze Kkiiltiirlerinden, MHB besiyerinde McFarland 0.5
bulaniklikta bakteri siispansiyonu hazirlandi ve her bir pH’dan 3 tekrarli olacak sekilde
100 pL miktarinda ekimleri yapildi. Onekler 36 °C’de 24-48 saat inkiibasyona birakild1.
Ureme olan &rekler pozitif olarak kaydedildi (Bilgehan vd., 2004; Coneman vd.,
1997).

2.3.9. Biyokimyasal Testler

2.3.9.1. indol Besiyeri ve Deneyi

Bu test bakterinin bulundurduklar triptofanaz enzimler ile triptofandan indol
olusturduklarmin arastirilmasi temeline dayanan bir testtir. Incelenecek bakterilerin taze
kiiltiirlerinden 6ze yardimiyla indol besiyerine ekimleri yapildi ve 18-24 saat 36 °C’de
enkiibe edildi. Ureme olan tiiplere kovaks ayiracindan 5-6 damla tiip kenarindan
akitilarak besiyerinin iizerine dokiildii. Birkac¢ saniye igerisinde besiyeri ile ayirag
arasinda parlak kirmizi bir halkanin olugmasi pozitif, sar1 halka olusmas1 negatif sonug

olarak kabul edildi (Bilgehan vd., 2004; Coneman vd., 1997).

2.3.9.2. Metil Kirmizis1 (Red) Testi

Metil kirmizis1 deneyi bakterilerin karbonhidratlar1 fermante etmeleri esnasinda

olusan laktik, asetik ve formik asit gibi {irlinlerden besiyerinin pH’sin1 metil kirmizisi
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ayiract ile saptanabilecek derecede diisiirmeleri temeline dayanir. Bu amag igin
tamponlanmamis glikozlu besiyeri ve metil kirmizisi ayiract kullanildi. Besiyere saf
kiltiirden ekim yapildi ve 36 °C’de 48-72 saat enkiibe edildikten sonra kiiltiir igerisine
5-6 damla metil red ayiracindan damlatildi. Rengin kirmizi olmasi testi olumlu, turuncu
ve sar1 renkler ise olumsuz olarak degerlendirildi (Bilgehan vd., 2004; Coneman vd.,
1997).

2.3.9.3. Sitrat Testi

Sitrat tek karbon kaynagi olarak kullanma yetenegindeki bakterilerin
belirlenmesinde kullanilan bir besiyerdir. Bir gecelik kiiltiirlerden igne 6ze yardimiyla
alinan bakteriler batirma kiiltiirii ile sitrat besiyerine ekimleri yapildi ve 36 °C’de 48
saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonucunda besiyeri renginin maviye doniismesi pozitif
sonug, degismemesi negatif sonug olarak degerlendirildi (Bilgehan vd., 2004; Coneman
vd., 1997).

2.3.9.4. iki Seker (Kligkler Iron)Testi

Bakterilerin glikoz laktoz ve siikroz tizerindeki etkilerini ve HS olusturup
olusturmadiklarin1 aragtirma temeline dayanir. Bir gecelik kiiltiirlerden igne 6ze
yardimiyla alinan bakteriler, batirma ve ylizeye yayma teknigiyle KIA besiyerine
ekimleri yapildi. Glikozu fermente edip laktoz ve siikrozu parcalayamayan 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 olusumu varsa besiyerinin i¢inde gaz kabarciklarinin olusmasina ya da
besiyerinin par¢alanmasina sebeb olur. Besiyerinin dip kisminin siyahlanmasi ise
bakterinin H,S olusturabilme yetenegini gostermektedir (Bilgehan vd., 2004; Coneman
vd., 1997).

2.3.9.5. Nitrat Deneyi

Bakterinin nitrat1 rediikleyip nitrit ve daha ileri iiriinlerinin ortaya ¢ikmasini

saglar. Saf kiiltiir halinde bulunan bakterinden 6ze yardimiyla ekim yapildi ve 36 °C’de
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24-48 saat enkiibe edildi. Bu siire sonunda kiiltiirlere siras1 ile once A sonra B
ayiracindan birer mililitre eklendi, 30 saniye igerisinde kirmiz1 bir renk olusmasi nitritin
varligini yani bakterilerin nitratlar1 rediikte etmis oldugunu gosterdi. Bu siire i¢inde renk
degisimi olmayan tiiplere ise ¢inko tozu ilave edildi ve 30 saniye igerisinde kirmizi renk
olusumu, besiyerindeki nitratlarin bakteriler tarafindan rediikte edilmemis oldugu,
eklenen ¢inko tarafindan rediikte edilmis oldugu anlasildi ve nitrat olumsuz olarak
degerlendirildi. Renk olugsmamasi ise bakterinin nitrat1 nitrite, nitriti ise azot gazina
kadar indirgedigini, dolayisiyla bu durumdada test olumlu olarak degerlendirildi

(Bilgehan vd., 2004; Coneman vd., 1997).

2.3.9.6. Ureaz Testi

Mikroorganizmalarin iireaz enzimi vasitasiyla, lireyi parcalayip, par¢alamadiginin
tespit amactyla fenol kirmizist (fenolfitalin ) ihtiva eden {ire besiyerinde test edilir. Bir
gecelik kiiltiirlerden 6ze yardimryla bakteri, tire besiyerine ekim yapildi ve 36 °C’de 24-
48 saat enkiibe edildi. Ure parcalandik¢a olusan amonyak alkali bir ortam yaratir ve

neticede fenol kirmizist koyu pembeye doniisiir. Bu sonug lireaz igin pozitif olarak

degerlendirildi (Bilgehan vd., 2004; Coneman vd., 1997).

2.3.9.7. Amilaz testi

Nisasta hidrolizi aktivitesi Olglilecek mikroorganizmalar nisastali agar {lizerine
cizgi yontemiyle yogun ekimler yapildi ve 36 °C’de 2-5 giin inkube edildi. Inkiibasyon
stiresinin sonunda bakteri alfa-amilase enzimi iiretiyorsa koloninin etrafindaki alanda
nisastay1 hidroliz eder ve iizerine lugol solusyonu ilave edildiginde koloni etrafinda
renksiz bir halka olusur. Bu durum pozitif reaksiyon olarak degerlendirildi. Negatif
durumlarda ise besi yeri mavi renkte goriliir. Koloni etrafindaki olusan pembe-esmer

bolge ise zayif olarak degerlendirildi. Reaksiyon 5 dakika iginde okundu (Aygan, 2008).

2.3.9.8. Lestinaz Testi

Bir gecelik taze bakteri kiiltiirlerinden yogun ¢izgi ekim teknigiyle Lesitin agar

plaklarina ekimleri yapildi ve 36 °C’de 2-5 giin inkube edildi. Bu test, yumurta sarisinda
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bulunan lipoprotein komplekslerinin, bakteriler tarafindan olusturulan lesitinaz ve
fosfolipaz enzimleri ile hidrolize edilebilme durumunu belirler. Koloniler etrafinda
lesitin  hidrolizasyonu sonu olusan agilmalar ve opaklasmalar pozitif olarak

degerlendirildi.

2.3.9.10. Jelatin Hidrolizasyon Testi

Bu test, mikroorganizmalarin, protein karakterinde bir madde olup kollagenin
hidrolizasyonundan elde edilen jelatini, hidroliz eden jelatinaz salgilamasinin
belirlenmesinde kullanilir. Bir gecelik taze bakteri kiiltiirlerinden 6ze yardimiyla jelatin
besiyerine ekimleri yapildiktan sonra tiipler 36 °C’de 24-48 saat inkiibasyona birakildu.
Bu siire sonunda kontrollerle birlikte buzdolabi sicakliginda 1-2 saat birakildi. Jelatinin
hidrolize edildigi durumlarda, buzdolabindan ¢ikarilinca, jelatinli ortamin sivi halinde
kalmasi pozitifligi, katilasmig olmasi negatifligi gosterdi (Bilgehan vd. 2004; Coneman
1997).

2.3.9.11. Siderofor Testi

Bakterilerin siderofor proteinlerini iiretip iretmediklerinin test edilmesi igin
kullanildi. Bu amacla bir gecelik taze bakteri kiiltiirlerinden McFarland 0,5
bulaniklilikta soliisyon hazirlandi. Bu solusyondan 5 pl alinarak siderofor besiyerlerine
nokta ekim yapildi. Plaklar 36 °C’de 24-72 saat inkiibe edildi. Arastirilan suslarin
kolonileri etrafinda sar1 renkte halelerin goriilmesi siderofor {liretimi yoniinden pozitif,
herhangi bir renk degisiminin olmamasi negatif olarak degerlendirildi (Alexander ve
Zuberer, 1991).

2.3.9.12. Fosfat Coziiniirliigii Testi

Bakterilerin fosfat1 ¢iizebilme yeteneklerinin varligin1 belirlemek amaciyla sivi ve
kat1 fosfat besiyerleri hazirlandi. Bir gecelik taze kiiltiirlerden 6ze yardimiyla fosfat agar
besiyerine yogun ¢izgi ekimleri yapildi ve plaklar 36 °C’de 2-7 giin inkiibe edildi.
Ureme ve kiiltiir etrafinda sar1 renk veya seffaf zon olusumu fosfat ¢oziiniirliigii pozitif

olarak degerlendirildi. Ureme olmayis1, az iiremesi ve renk degisiminin olmamasi testin
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negatif oldugunu gosterdi. Testin tekrar1 olarak sivi besiyerinde yapildi. Her iki ortamda
olumlu sonug¢ alinan bakterilerde test pozitif olarak degerlendirildi (Fiirnkranz vd.,

2009).

2.3.9.13. Amonyum Uretimi Testi

Bakterilerin amonyum iiretimini kolorimetrik yontemle &lgmek amaciyla
amonyum sivi besiyeri kullanildi. Bir gecelik bakteri kiltiirlerinden hazirlanan
McFarland 0,5 bulanikliliktaki kiiltiirlerden 30 pl ekilerek 36 °C’de 4 giin inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon sonucunda her bir drnege taze hazirlanmis Nessler ayiracindan 0,5
mL ilave edilerek 2-5 dk. beklendi. Amonyum {iretimi agik saridan kirmiziya dogru
artan renk degisimi ile pozitiflik belirlendi (Aydogan vd., 2013; Bakker, 1987).

2.3.9.14. 1-Aminosiklopropan-1-Karboksilat (ACC Deaminaz) Testi

Bakterilerin ACC deaminaz iiretme yeteneklerinin belirlenmesi i¢in bakteri
kiiltiirlerinden 6ze yardimiyla ACC deaminaz besiyerine yogun c¢izgi ekimleri yapildi.
Kiiltiirle 2-7 giin 36 °C’de inkiibasyonu sonucunda bakterilerin iiremesi testin pozitif,

tirememesi ise negatif olarak degerlendirildi (Dworken ve Foster, 1958).

2.3.9.15. indol Asetik Asit (IAA) Testi

Bu test izole edilen suslarin, bitki gelisimi i¢in 6nemli bir etken olan indol asetik
asit hormonunu iiretip iiretmedigini test etmek i¢in yapildi. Hazirlanan DF Salt Medium
5 mLolacak sekilde tiiplere dagitildi1 ve lizerine 20 pL bakteri inokiilasyonu yapildi.
Daha sonra iizerine L-triptofanin farkli konsantrasyonlar1 (0, 50, 100, 200 ve 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 karigtirildi. 37 °C’de 20-30 dk. inkiibasyona birakildiktan

sonra spektrofotometrede 535 nm’de dl¢timleri yapildi.
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2.3.10. Bakterilerin Metal Toleranslarinin Belirlenmesi
2.3.10.1. Bakterilerin AgNO; Toleransi

Bakterilerin AgNOs’in farkli konsantrasyonlarinda kati agar ortaminda iireme
yetenekleri arastirildi. Bu amagla bir gecelik taze kiiltiirlerden 6ze yardimiylaalinan
bakteriler 1, 2,5, 5 ve 10 mM/L AgNOs; igeren besiyerlerinin her birinen replika
yontemiyle yogun ¢izgi ekimleri yapildi. Plaklar 36 °C’de 2-5 giin inkiibe edildikten
sonra oda 1sisinda 2 ay saklandi. Plaklarda iireme olanlar belirlendi bekleme siiresince

olusan renk degisimleri ve berraklasma zon ¢aplar1 kaydedildi.

2.3.10.2. Bakterilerin CuSO4 Toleransi

Bakterilerin CuSO4’in farkli konsantrasyonlarinda kati agar ortaminda iireme
yetenekleri arastirildi. Bu amagcla bir gecelik taze kiiltiirlerden 6ze yardimiyla alinan
bakteriler 1, 2,5, 5 ve 10 mM/L CuSO, igeren besiyerlerinin her birine replika
yontemiyle yogun c¢izgi ekimleri yapildi. Plaklar 36 °C’de 2-5 giin inkiibe edildikten
sonra oda 1sisinda 2 ay saklandi. Plaklarda iireme olanlar belirlendi, bekleme siiresince
olusan renk degisimleri ve berraklasma zon ¢aplari kaydedildi. Bahvin V-Vis spektro’da
absorbansi 6lgiilebildigi, [Cu(H20)s]* nin UV-Visible alinirken renge gore dalga boylari
Olgtilmektedir. Kirmizi1 renk 630-700, portakal rengi 590-630, mor 400-450 nm dalga
boyunda absorbans olusurmaktadir. Bakir siilfat turkuaz rengi olup portakal rengi
1s18inda absorbans vermektedir. Zira portakal ve turkuaz renkleri birbirini tamamlayan
renklerdir. [Cu(H20)s]™ portakal rengi bslgesinde (590-630nm) [Cu(NH3)s (H20),] "™

ise sar1 bolgede (560-590 nm) absorbans vermektedir.

2.3.10.3. Bakterilerin Pb(NO3), Toleransi

Bakterilerin Pb(NOs),’1n farkli konsantrasyonlarinda kat1 agar ortaminda tireme
yetenekleri arastirildi. Bu amacla bir gecelik taze kiiltiirlerden 6ze yardimiyla alinan
bakteriler 1, 2.5, 5 ve 10 mM/L Pb(NOs), igeren besiyerlerinin her birinen replika
yontemiyle yogun ¢izgi ekimleri yapildi. Plaklar 36 °C’de 2-5 giin inkiibe edildikten
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sonra oda 1si1sinda 2 ay saklandi. Plaklarda tireme olanlar kaydedildi, bekleme siiresince

olusan renk degisimleri ve berraklasma zon ¢aplar1 belirlendi.

2.3.10.4. Bakterilerin ZnCl, Toleransi

Bakterilerin ZnCly’in farkli konsantrasyonlarinda kati agar ortaminda iireme
yetenekleri arastirildi. Bu amacla bir gecelik taze kiiltiirlerden 6ze yardimiyla alinan
bakteriler 1, 2,5, 5 ve 10 mM/L ZnCl, igeren besiyerlerinin her birinen replika
yontemiyle yogun ¢izgi ekimleri yapildi. Plaklar 36 °C’de 2-5 giin inkiibe edildikten
sonra oda 1si1sinda 2 ay saklandi. Plaklarda tireme olanlar kaydedildi, bekleme siiresince

olusan renk degisimleri ve berraklasma zon ¢aplar1 belirlendi.

2.3.10.5. Bakterilerin FeCl;.6H,0 Toleransi

Bakterilerin FeCls’in farkli konsantrasyonlarinda kati agar ortaminda iireme
yetenekleri arastirildi. Bu amagla bir gecelik taze kiiltlirlerden 6ze yardimiyla alinan
bakteriler 1, 2,5, 5 ve 10 mM/L FeCl; igeren besiyerlerinin her birinen replika
yontemiyle yogun c¢izgi ekimleri yapildi. Plaklar 36 °C’de 2-5 giin inkiibe edildikten
sonra oda 1si1sinda 2 ay saklandi. Plaklarda tireme olanlar kaydedildi, bekleme siiresince

olusan renk degisimleri ve berraklasma zon ¢aplar1 belirlendi.

2.3.11. Bakterilerde Bakir Minimum Inhibisyon (MIC) ve Minimum Bakterisit
(MBC) Konsantrasyon Degerlerinin Belirlenmesi

Bakir metalinin bakteri gelisimini engelleyen dozunun belirlenmesi i¢in minimum
inhibisyon (MIC) testi yapildi. Bu amagla once agar kuyucuk metodu kullanilarak
etkinligin varlig1 belirlendi. MHA besiyerine bir gecelik kiiltiirlerden McFarland 0.5
bulaniklikta bakteriler ekiiviyon ¢ubuguyla yayma ekim yapildi ve cam boru yardimiyla
0.6 mm kuyucuklar acildi. Bu kuyucuklara 100 mM bakirin ' seri diliisyonlarindan 100
pL’si damlatildi. Kiiltiirler 36 °C’de 24-48 saat sonra inkiibe edildikten sonra inhibisyon

zon caplar ol¢iildii.
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Bakirin MIC ve MBC degerlerinin belirlenmesi i¢in agar kuyucuk metodunda
oldugu gibi bakteri kiiltiirler hazirlandi. Mikrodiliisyon teknigiyle, MHB besi ortaminda
eliza plakalarinda 100 mM bakirin Y5 seri diliisyonlar1 yapildi. Uzerine bakteri
kiiltiirlerinden 20 pL ilave edildi ve 36 °C’de 24-48 saat inkiibe edildi. Uremenin
olmadigi ilk kuyucuktaki bakir miktar1 MIC olarak belirlendi.

Bakirin bakteriyi oldiiren dozunun (MBC) belirlenmesi icin, MIC testinde
tiremenin olmadig1 kuyucuklardaki besiyerinin tiimii (100 uL) steril pipetle alindi ve
MHA besiyerine yayma ekimleri yapildi. Plaklar 24-48 saat 36 °C’de inkiibe edildikten
sonra iiremenin olmadigi kuyucuklarn diliisyonlar1 MBC degeri olarak belirlendi.

Testler ti¢ tekrarl yapildi.

2.3.12. Bakterilerin Farkh Ortamlarda (Cu’lu ve Cu’suz MHB ile BHI
Besiyerinde) Ureme Egrileri

Bakterilerin Cu varliginda ve yoklugunda farkli pH araliklarinda ve iki farkli besi
ortaminda lireme Ozelliklerinin belirlenmesi amaciyla yapildi. Bu amagla BHI ve MH
stvi besiyerleri kullanildi. BHI agarda 3 mM Cu igeren ortama adapte olmus
kiiltiirlerden tek koloni alinarak Cu iceren MHB ve BHIB besiyerine pasaj yapildi ve 1
gece 36 °C’de Kkiiltiirleri yapildi. Bu kiiltiirlerdensteril distile suya McFarland 0,5

bulaniklikta siispansiyonlar1 hazirlandu.

Steril dansitemetre plagina 200 mL 3 mM Cu igerenfarkli pH’larda (pH 5.0, 5.5,
6.0, 6.5, 7.0, 7.5) BHIB ve MHB besiyerleri dagitildi. Kontrol i¢in Cu igermeyen farkli
pH’larda BHI ve MHB besiyerleri de dagitildiktan sonra 1 damla (20 pL) hazirlanan
kiiltiirden 1ilave edildi. Negatif kontrol kuyucuklarna bakteri ilave edilmedi. Her
deneme 3 tekrarli yapildi. Kiiltiirler Dansitometre cihazina yerlestirilerek 48 saat 36
°C’de her 30 dk.’da olglim alacak sekilde programlanarak inkiibasyona birakildi.
Spektrumlar 400-600 nm dalga boyunda her yarim saatte oOlgiilerek bilgisayara

kaydedildi ve Excel programinda grafikleri olusturuldu.

49



2.3.13. Bakar Spektrofotometrik Yontemlerle Belirlenmesi

Bakterilerin bakir1 absorbsiyonunu belirlemek amaciyla yapildi. Bakirin sulu
ortamlarda (distile su, BHI ve MHB besiyerleri) spektrofotometrik yontemlerle
belirlenmesi amaciyla 0,5, 1, 2, 4, 6, 8 ve 10 mM’lik soliisyonlar1 taze hazirlandi. Her
bir soliisyondan 100 pL miktarinda diiz tabanli eliza plakalarina dagitilarak 350-800 nm
dalga boyunda spektrumlar1 alindi. Bu spektrumlarla bakir standart egri grafigi
olusturuldu. Ayn1 ortamlarin 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 bakir1 zamana gore absorbans (baglama/indirgeme kapasitesi) 6zelligi 350-
800 nm dalga boyunda spektrumlari alinarak arastirildi ve grafikleri Ekzel’de ¢izildi
(Tunal1 vd., 2006)

Bakirin farkli (1, 2 ve 3 mM) konsantrasyonlarindaen iyi ilireme gosteren
bakterilerden biri secildi ve bakteri varliginda sivi ortamda bakir absorbsiyonu
Olciilmesi planlandi. Bu amagla 3 mM bakir iceren ve farkli pH’lara ayarlanan BHIB
hazirlandi. 250 mL’lik erlenmayerlerde 100 mL dagitildi ve bir gecelik kiiltiirlerden 3
mL ekim yapilarak 150 rpm’de 14 giin 36 °C’de calkalamali inkiibatérde bekletidli.
Kiiltirlerden her gin 2 mL Ornekler alinarak 13000 rpm’de santrifiij edildi.
Stipernatantlaristeril ependorflara aktarilarak spektrofotometrik oOl¢timleri alinacagi
siireye kadar -20 °C’de bekletildi. Tiim o6rnekler tamamlaninca 100 mL olarak diiz
tabanlieliza plakalarina 3 tekrarli dagitilarak 350-800 mm dalga boyunda spektrumlari

alindi. Veriler excele aktarilarak grafikleri elde edildi.

2.3.14. izolatlarin Molekiiler Tanimlanmasi

2.3.14.1. Genomik DNA izolasyonu:

Izolatlarin16-24 saatlik gece kiiltiirleri distile su icerisinde toplandi ve her bir

izolat ependorf tiipe aktarilarak asagidaki islemler sirasiyla yapildi (Sambrook, 1989).

Gece Kkiiltiirleri 13.000 rpm’de 3-4 dk. santrifiij edilerek ¢oktiiriildii. Pelletlerin
tizerine 500 pl tris-ETTA (TE) tamponu eklenerek (10 mM Tris, pH 8.0 mM EDTA pH
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8.0) ¢oziildi. Her bir tiipe 50 pl lizozim enzimi konularak vortekslendi. Tiipler 37 °C’de
1 saat bekletildi. Her bir tiipe 50 pl % 10°luk SDS eklenerek 5-6 defa alt iist edildi ve
37 °C’de 30 dk. bekletildi. Sonra her tiipe 3 M’lik 1/10 hacim sodyum asetat (Na-Ac pH
5.2) eklendi ve 65 °C’de 10-30 dk. beklenerek her 10 dk.’da bir alt {ist edildi. Her tiipe
500 pl fenol: kloroform: izoamilalkol (25:24:1) ilave edilerek, vortekslendi ve 5 dk.
13.000 rpm’de santrifiijlendi. Tiiplerin istiindeki sivi kisim steril ependorf tiiplerine
aktarildi. Tiiplere tekrar 500 pl kloroform ilave edildi ve tiipler alt iist edilerek 13.000
rpm’de 5 dk santrifiijlendi ve {istte olan s1v1 kisim steril tiiplere alindi. Tiiplere yeniden
500 pl kloroform ilave edildi. Tiipler alt {ist edilerek 13000 rpm’de 5 dk. santrifiijlendi
ve Ustte kalan s1vi kisim temiz tiiplere aktarildi. Boylece bu islem {i¢ defa tekrar edildi.
Bu tiiplere 1/10 hacimde sodyum asetat ve 2 hacim (yaklagik 900 pl) % 96’lik soguk
EtOH (etil alkol) ilave edilerek -20 °C’de 45 dk. beklendi. Daha sonra tiipler 13000
rpm’de 15 dk. santrifiijlendi ve iist kisimdaki sivilar atildi. Kalan pelletlerin tizerine 500
ul % 70°1ik soguk EtOH ilave edilerek tekrar 13.000 rpm’de 5 dk. santrifiij edildi.
Pelletler 37 °C’de kurutulduktan sonra 75 pl TE icerisinde ¢oziildii.

2.3.14.2. Genomik DNA’larin Agaroz Jelde Yiiriitiilmesi

Genomik DNA yiiriitiilmesi islemi i¢in % 8’lik agaroz mikrodalga firininda
¢oziildii. Jel tankinin pargalar1 birlestirilerek eriyik jelin dokiilecegi yer hazirlandi ve
kuyucuklarin olugmas igin jel taragi takildi. Eriyik jel firinindan ¢ikarildiktan sonra
50 °C’ye kadar sogutulunca igerisine 0,5 pL etidyum bromiir (0,5 pg/mL) konuldu ve
homojen sekilde ¢6ziildii. Soguyan eriyik jel, jel kalibina dokiildi ve 15-20 dakika
katilagsmasi i¢in bekletildi. Agaroz jel katilastiktan sonra jel tarag: dikkatlice ¢ikarildi.
Daha sonra agaroz jel elektroforez tankinin igerisine diizgilince yerlestirildi ve jelin
tizerini kaplayacak sekilde 1X TAE tamponu ilave edildi. Her bir izolatin DNA
soliisyonundan 7 pL alind1 ve 3 pl 10X yiiriitme boyasi ile karigtirilarak kuyucuklara
yiiklendi. 100 V’luk elektrik alanda 25 dk. yiiriitiildi. Yiiriitme sonucunda izolatlardan
elde edilen genomik DNA’lar UV 15181 altinda gériintiilendi. izolatlarm DNA bantlari
agaroz jel tizerinde goriildiikten sonra DNA soliisyonlar iizerine 3 uL. RNA az ilave
edildi ve 37 °C’de 1 saat bekletildi. Daha sonra DNA’lar sonraki calismalarda

kullanilmak tizere -20 °C’de saklandi.
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2.3.14.3. 16S rRNA Geninin PCR ile Arttirilmasi

16S rRNA genleri her bir izolattan elde edilen genomik DNA’dan 27F (5°-
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3) ileri ve 1492R (5°-
TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3") geri primerleri kullanilarak PCR yardimi ile
cogatildi. Primerler MACROGEN (Hollanda) firmasindan elde edildi. PCR reaksiyon
sartlart; 12 ng kalip DNA, 5 ul 10X PCR tamponu (100 mM Tris-HCI, pH 8.3; 500 mM
steril KCI), 1,5 mM MgCl,, 1U Tag DNA Polimeraz, 0,25 mM ileri primeri, 0,25 mM
geri primeri, 170 mM dATP, 170 mM dGTP ve 170 mM dTTP olacak sekilde
hazirland1 ve bu karisimi steril saf su ile 50 uL’ye tamamlandi. Cogaltma islemi 200

uL’lik tiplerde ve Thermocycler (Eppendorf)’de gerceklestirildi.

Reaksiyon sicakliklari ve siireleri sirasiyla; 5 dk. 94 °C’de, 45 sn. 94 °C’de, 1 dk.
50 °C’de, 1:30 dk. 72 °C’de ve 45 sn. 35 dongii 94 °C’de, 1:30 sn. 72 °C’de ve 4 °C
sonrada bekleme seklinde diizenlendi. Elde edilen PCR firiinlerinin 5 plL’si % 1,1’lik
agaroz jelde yiiriitiildii ve etidyum bromiir boyasi (0,5 pg/mL) ile boyandiktan sonra
UV 15181 altinda goriintiilendi. Elde edilen PCR firlinleri sekans edilmek {izere
MACROGEN (Hollanda) firmasina gonderildi. Sekanslama isleminde ise 518F (5°-
CCAGCAGCCGCGGTAATACG-3’) ve 800R (5’-TACCAGGGTATCTAATCC-3%)
primerleri kullanildi (MACROGEN).

2.3.14.4. Veri Analizi

Elde edilen biitiin 16S rRNA dizileri BioEdit (Hall, 1999, version 7,09) programi
ile diizenlendi ve NCBI GenBank’ta BLAST’lanarak GenBank’ta yer alan diger 16S
rRNA dizileri ile yiizde benzerlikleri belirlendi. Buradan elde edilen veriler izolatlarin
morfolojik tanimlamalarimi dogrulamak i¢in kullanildi. 16S rRNA dizilerinin Cluster
analizi ayn1 sekilde BioEdit programini kullanarak Clustal W programu ile yapildi ve
buradan elde edilen veriler MEGA (Tamura vd., 2011, version 5) filogenetik programi
yardimiyla neighbor-joining (NJ) analizinde kullanildi. Aligment bosluklar1 kayip veri
olarak degerlendirildi. Olusturulan dendrogramlarin giivenilirlii MEGA 5,0 programi
kullanarak se¢-bagla (bootstrap) analizi ile 1000 tekrarli olacak sekilde test edildi.
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2.3.15. Miisir Tohumlarinin Cu ve Bakteri Varhiginda Cimlenme Deneyi

Calismada misir tohumlarmin bakteri ve Cu varliginda ¢imlenme basarisi
dlgiilmesi amaglandi. Bu amagla musirlar 10’arli 3 grup seklinde (ilk grup: 22-23 g,
Ikinci grup: 24-25 g, Uciincii grup: 26-27 g) tartild1 ve erlene alindi. Her bir grup boyas1
gidene kadarmusluk suyunda (2-3 kez) yikandi. Etanolde (% 70 lik) 3 dk. bekletidikten
sonra % 3’likk camasir suyunda 3 dk. daha bekletildi ve steril distile su ile hudun i¢inde
camagir suyu kokusu gidene kadar yikandi. Misirlar her bir grup icin 10 adet olacak
sekilde erlenlere steril sartlarda dagitild.

Misirlarin bakteri ile inokiilasyonu i¢in secilen bakterilerin bir gecelik plak
kiiltiirleri hazirlandi. Bu kiiltiirlerden alinarak, 50 mL BHI s1v1 besiyerine 1/10 oraninda
inokiilasyon yapildi. Mavi kapakli siselerde yapilan kiiltiirler 30 °C’de 24-48 saat 150
rpm’de inkiibasyona tabi tutuldu. Daha sonra bu kiiltiirlerden steril distile suda

McFarland 2 bulaniklikta solusyon hazirlandi.

Bakteri uygulanacak misir tohumlar igeren erlene MacFarland 2 sulandirimli
bakteri solusyonundan 6nce 5 mL, daha sonra % 10’luk steril gumarabikten 5 mL ilave
edildi. Gumarabik tohuma bakterinin yapismasini saglamak amaciyla kullanildi.
Kontrol grubuna ayni miktarda su ilave edildi. Tim deney gruplart 30 °C’de, 150
rpm’de 2 saat ¢alkalamada bekletildi.

Bakteri ile yeterince muamele edilen misir tohumlar1 calkalamadan alindi.
Onceden hazirlanan ve otoklavda steril edilen petri kaplarina 10’ar adet olacak sekilde
yerlestirildi. Petri kaplarinda misirin nemini koruyabilmek i¢in petri i¢ dlglilerine gore
kesilmis filtre kagitlar1 bulunmaktaydi. Bu sekilde otoklavda steril edildiler ve misir
tohumlart iki filtre kagidinin arasinda olacak sekilde yerlestirildiler. Deney ve kontrol

gruplarina asagida verildigi sekilde islemler uygulandi.

Kontrol grublari;

1. Misir kontrol (bakirsiz ve bakterisiz); Ug adet petri de 10’ar tane musir
yerlestirildi. Steril 10 ml distile su ilave edildi.

2. Misir + Cu kontrol (bakterisiz); Ug adet petri de 10’ar tane musir yerlestirildi ve

tizerine 10 mL1.5 mM Cu’1n sudaki soliisyonu ilave edildi.

53



3. Misir + bakteri kontrol (bakirsiz);Uc adet petri de 10’ar tane musir yerlestirildi.
Steril distile sudan 10 mL ilave edildi.

Deney grubu;
Misir + Bakteri +1.5 mM Cu; Ug adet petri de 10’ar tane musir yerlestirildi. Steril

distile suda hazirlanan1.5 mM Cu soliisyonundan10 mL ilave edildi.

Tim plaklar 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.
Tohumlarin 3., 5. ve 7. gilinlerinde ¢imlenme basarisini belirlemek amaciyla,
inkiibatorden ¢ikarilip giivenlik kabinetinde steril sartlarda ¢imlenenleri sayildi. Tiim
ornekler 7. giiniin sonunda Slgiimler i¢in sonlandirildi. Olgiimlerde her bir tohumun ana
kok uzunlugu, sagak kok sayisi, kokiin yas ve kuru agirligi, gévde boyu, gévde yas ve
kuru agirligi, tohum kisminin yas ve kuru agirliklart belirlendi. Kuru agirhigin 6l¢iimii

icin ornekler 24 saat 65 °C’de bekletildikten sonra tekrardan tartilarak belirlendi.

2.3.16. Bacillus sp. 505Y11 Susunun Metal Absorbsiyonun Belirlenmesi

Bakterinin metal absorbsiyonunu Atomik absorbsiyon spektrofotometrede

belirlemek amaciyla deney diizenegi hazirlandi. Deney diizenegi soyle olusturuldu;

1. Kontrol grup 1; Bakir ve bakteri icermeyen pH 7.0+0,2’ye ayarlanmis BHI siv1

2. Konrol grup 2; Bakir (2,5 mM) igeren pH 7.0+0,2’ye ayarlanmis BHI s1v1

3. Deney grup 1; Bakir (2,5 mM) varliginda bakterinin (505Y11 susu) pH
7.0+0,2°ye ayarlanmig BHI s1v1 besiyerinde 3 giinliik kiiltiirii.

4. Deney grup 2; Bakir yoklugunda bakterinin (505Y11 susu) pH 7.0+0,2’ye

ayarlanmis BHI s1v1 besiyerinde 3 giinliik kiiltiirii.

Bu amagla Bacillus sp. 505Y11 susununbir gecelik kiiltiiriinden 2,5 mM Cu
ihtiva eden pH 7.0 +0,2’ye ayarlanmis 250 mL BHIB besiyerine 2,5 (1:10) mL ekim
yapildi. Kontrol i¢in ayni sartlarda hazirlanmis bakir igermeyen besiyerine, ayni
miktarda ekim yapildi ve 36 °C’de 3 giin 150 rpm’de inkiibe edildi. Kiiltlirler 3 giin

sonra sogutmal1 santrifiijdel0 rpm’de 10 dk. santrifiij edilerek bakteriler ¢oktiirtildi.
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Sv1 kisim i¢inde kalan bakirin miktarint 6lgmek igin ayri bir steril falkoma alindu.
Bakteri pelleti 3 kez steril distile su ile yikandi. Elde edilen pellet 65 °C’de 3 giin
kurutulduktan sonra 0.3 g tartilarak AVANTA GBC Atomik Absorbsiyon ile bakir
analizi i¢in yakma deneyine hazirlanmak iizere stoklandi. Bakirli ve bakirsiz kiiltiirlerin

stvi kisimlart ve bakterisiz besiyeri kontrolleri bakir i¢eriginin 6l¢iilmesi i¢in kullanildi.

2.3.17. Yakma Diizenegi

Bacillus sp. 505Y11 bakterili ve bakterisiz sivi besiyerinin (siipernatantin)
yakilma islemi meyve suyundaki yakma metodu kullanilarak yapildi. Bunun igin her bir
stvi numune drneginden 5 mL alimarak mikrodalga tiiplerine konuldu. Uzerine sirasiyla
5 mL % 65’lik HNOg3 ile 1 mL % 30’luk H,O, konuldu. Bekletilmeden kapaklar
kapatilip mikrodalgaya yakmak iizere konuldu. Meyve suyu yakma programinda yakma
isleme tabi tutuldu. Yakma islemi 35 dk. stirdii (Kacar vd., 2009). Daha sonra aletten
alman oOrnekler steril tek kullanimlik 15 mL’lik satrifiij tiiplerine aktarildi ve tiipler
bidistile su ile yikanip kalinti birakilmadi. AVANTA GBC (Atomik Absorbsiyon)
cihazinda okuma vyapilirken cihazin tikanmamasi igin  Ornekler filtreden

(MN640w.0125 mm) gegirildi ve bidistile su ile 50 mL’ye tamamlandi.

Bakteri pelletleri kuru bitki yakma metodunda kullanilarak yakilmistir. Bunun igin
300 mg (0,3 g) bakteri hiicresi tartildi, ¢eker ocak icinde mikrodalga yakma tiiplere
konuldu. Uzerine sirasiyla 5 mL HNOjz (% 65) ve 3 mL H;O, (% 30’luk) konuldu.
Tipler 20 dk. belirli araliklarla sallanarak hiicrelerin asitle pargalanmasi saglandiktan
sonra cihaza yerlestirilip program ¢alistirildi ve yakma islemi 35 dk. siirdii. Daha sonra
aletten alinan Ornekler tek kullanimlik 15 mL’lik satriflij tiiplerine aktarildi. filtre
kagitlar1 yardimiyla partikiiller uzaklastirildi ve bidistile su ile 50 mL’ye tamamlandi.

Analiz esnasina kadar oda 1sisinda bekletidi.

2.3.18. Saks1 Deneyi

Saks1 deneyi i¢in, 10 adet misir tohumu tartilarak tane agirligr belirlendi ve 24-26
gr agirhigindaki tohumlar segildikten sonra yikandi, ¢imlendirme deneyindeki gibi steril

edildi ve 28 °C’de 2 giin petri kaplarinda ¢imlendirildi. Deneyde kullanilacak saksilar
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camasir suyunda 1 saat bekletilip, steril distile suda yikandiktan sonra kullanildi.
Saksilara doldurulacak toprak, ticari firmadan temin edildi. Toprak birgiin dnceden 1
saat 121 °C’de 1.1 atmosfer basingta otoklav edildi. Saksilara steril sartlarda (500 g)
dolduruldu, iizerine 5 adet ¢imlenmis tohum yerlestirildi. Her deney diizenegi igin
toplam {i¢ adet saks1 hazirland1. Uzeri ayn1 toprakla (250 g) kapland1 ve 50 mL can suyu
(distile su) verildi. Saksilar 23 °C’de % 70 nem iginde iklim dolabina yerlestirildi ve her
giin 50 mL distile su ile sulandi. Deney diizenegi asagidaki gibi yapild.

Kontrol grublars;

1. Kontrol (bakirsiz ve bakterisiz); 3 adet saksi : 3x5=15 fide
2. Bakteri (bakirsiz); 3 adet saksi : 3x5=15 fide
3.50 mg Cu (bakterisiz); 3 adet saks1 : 3x5=15 fide
4. 100 mg Cu (bakterisiz); 3 adet saks1 : 3x5=15 fide
Deney grubu;

1. Bakteri+50 mg Cu; 3 adet saks1 : 3x5= 15 fide
2. Bakteri +100 mg Cu; 3 adet saksi : 3x5=15 fide

2.3.19. Saks1 Topragina Bakteri Metal Uygulamasi

Deney igin bir dizi 6n denemelerle belirlenen Bacillus sp. 505Y11 susu
kullanild1. Bu amagla MHA besiyerinde 36 °C’de bir gece kiiltiirii yapildi, 5 mL MHB
icine McFarland 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 ¢oktiiriildii ve 2
kez steril distile suda yikandi. Pelletlersteril distile suda yeniden siispanse edildi ve 600
nm dalga boyunda ODgs;5 adsorbans olacak sekilde (yaklasik bakteri miktar 7.4x10°

cfu/mL) sulandirimi ayarlandi.

Bakteri uygulamasi saksilardaki misirlarin gelismesinin 8.gilinlinde, bitkiler 2
yaprak halindeyken yapildi. Bakteriler sadece bakteri kontrol grubu ve deney (Bakteri-
50 mg Cu ile Bakteri-100 mg Cu) gruplarina uygulandi. Saks1 basina ayarlanan bakteri
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siispansiyonundan 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 bakteri siispansiyonu konup 50 mL distile suya tamamlandi (15 mL bakteri

+35 mL dH,0).

Misir bitkilerine metal uygulamasi 15. giinde yapildi. Bu amagla distile suda 50 ve
100 mg/L bakir soliisyonu hazirland1 ve steril edildi. Misir bitkisinin kok diplerine
homojen olacak sekilde dokiildii. Bitkiler her giin 100 mL steril distile su ile
sulanarak10 giin daha biyitildildikten sonra sonlandirildi (Jinanag vd., 2008;
Albarracin vd., 2010; Ramakrishna vd., 2011). Deneyin her asamasinda fotograflari
cekilerek gorsel farkliliklar kayit altina alinda.

Bitkiler sonlandirildiginda saksilardan her birinden toprakta var olan metalin
belirlenebilmesi igin steril falkom tiiplerine toprak ornekleri alindi. Daha sonra akan
musluk suyu yardimiyla kokleri topraktan ayrildi. Her bir bitkinin yaprak sayisi,
yapraklarin uzunluklari, gévde uzunluklari, ana kok uzunlugu ve sagak kok sayilari tet
tek sayildi ve olgiildii. Kokleri ayrilarak kok ve govde kisimlarimin tek tek yas agirliklart
tarti yardimiyla belirlendi. Orneklerin yaprak kisimlari ve kok kisimlar1 65 °C’de 24
saat bekletildikten sonra tartilarak kuru agirliklar1 hesaplandi. Tiim veriler SPSS

programina aktarildi.

2.3.20. Cu Analizi icin Misir Yakma Diizenegi

Misir kok ve govdesindeki bakir igeriginin belirlenmesi amaciyla yapildi. Misir
kok ve govdelerin yakilmasinda sivi metod olan bitki yakma programi kullanild: (Tablo
4). Bunun i¢in 300 mg (0,3 g) toz haline getirilmis bitki kok ve govde kurusu tartildi,
ceker ocak iginde mikrodalga yakma tiiplerine konuldu. Uzerine sirasiyla 5 mL HNO3
(% 65) ve 3 mL H,0; (% 30’luk) konuldu. Tipler 20 dk. belirli araliklarla sallanarak
hiicrelerin asitle parcalanmasi1 saglandiktan sonra cihaza yerlestirilip program
calistirlldi, yakma islemi 35 dk. siirdii. Daha sonra aletten alinan oOrnekler tek
kullanimlik 15 mL’lik satrifiij tiiplerine aktarildi. Filtre (Vatman MN 640w Q125 mm)

kagitlar1 kullanilarak filtreden gecirildi ve bidistile su ile 50 mL’ye tamamlandi.
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Tablo 4. Metal analizi igin numunelerin mikrodalga firinda (Microwave Digestion)

yakma programlari
Besiyeri Bakterive Bitki Toprak
Program Programinda Program

Step 1 2 1 2 1

T(°C) 170 200 145 190 100
P(bar) 40 40 50 50 30

Power 80 90 70 90 70
Ta(min) 5 1 10 5 5
Time(min) 10 15 5 10 5

Toprak icin 1 (g+1 mg) toprak tartilip tiiplere konuldu. Uzerine 2,35 mL HNO3
(% 65) ve 7 mL HCI (% 37) konuldu. Hafifce karistinlip 2 dk. beklendikten sonra
cthaza yerlestirildi, program calistirildi ve islem 35 dk siirdiiriildii. Daha sonra aletten
aliman Ornekler tek kullanimlik 15 mL’lik satrifiij tiiplerine aktarildi. Filtre kagitlar
(MN 640 w Q 125 mn) kullanilarak iki kez filtreden geg¢irildi ve bidistile su ile 50

mL’ye tamamlandi.
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3. BULGULAR

Bu calisma, Recep Tayyip Erdogan Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji
Boliimii Mikrobiyoloji Arastirma Laboratuarinda Ekim 2012 — Mayis 2015 tarihleri
arasinda yapilmistir. Ornekler, Ovit dagindan alinan 4 adet orkide toprak niimunesinden

izole edilen 20 adet bakteri ¢alisma materyalini olusturmaktadir (Tablo 5).

Tablo 5. Calismada kullanilan izolatlar ve numaralari.

Sira  Sus Adi: Sus Sira Sus Ad1 Sus

No Kodu no Kodu

1 50vit7 507 11 5-ovit-1 501

2 50vit 8 508 12 5 Ovit 5 Yumru 10 505Y10
3 1,12 0vit1l 11201 13 50vit5 Yumru 11 505Y11
4 5 Ovit 6 506 14 142 142

5 1412 1412 15 5O0vit5 Yumru 2 505Y2
6 50vit 11 5011 16 144 144

7 146 146 17 50vit5 Yumru 1 505Y1
8 50vit5Yumrul2 505Y12 18 50vit9 509

9 1,12 0Ovit 3 11203 19 50vit 3 503

10 141 141 20 5 Ovit 5 Yumru 13 505Y13

3.1. Bakterilerin Geleneksel Yontemlere Gore Tanimlanmasi

Calismada orkide kok topraklarindan MHA besiyerinde tlireyen koloniler gram
boyama yapilarak Gram pozitif sporlu basiller secildi ve saf kiiltiirleri elde edildi.
Saflastirilmig kiilttirler 6ncelikle % 20 gliserollu MHB besiyerinde -20 °C’de stoklar1
yapildi. Kiiltiirlerin kat1 besiyerinde olusturduklar1 kolonileri, morfolojik goriiniimleri,
Gram boyamada mikroskobik goriinlimleri ve bir dizi biyokimyasal 06zellikleri
incelenerek geleneksel yontemlerle tiir tanilarinin belirlendi (Sekil 1). izolatlarin tiir
tanilarinda, makroskopik ve mikroskobik ozellikleri ile biyokimyasal test sonuglari,

kaynak verilerle karsilastirilarak degerlendiridi.
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Sekil 1. Bazi izolatlarin makroskobik (506 ve 505Y11) ve mikroskobik goriiniimleri
ile sporlar1. Soldan saga sirasiyla;142, 146, 505Y1, 505Y10, 505Y8 ve
505Y11 nolu suslar.
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Bakterilerin ¢ogunlugunda oksidaz ve katalaz reaksiyonlart pozitif oldugu,
bazilarinda zayif pozitif reaksiyon gosterdigi, biiyiikk ¢ogunlugunun R tipi kolonili ve

hiicredeki spor yerlesimi ¢cogunlukla subterminal olduklar1 gbzlendi (Tablo 6).

Tablo 6. Mikroorganizmalarin makroskobik, mikroskobik ve bazi biyokimyasal

ozellikleri.

Say1 Sus No _Iisioplionl Sol. Oks. Kat. Har. Gr SKF:)(;Irumu

1 507 R FA - + - + Subterminal
2 508 R FA - + - +* Subterminal
3 11201 S FA - + - + Santral

4 506 R AE + + - + Santral

5 1412 R FA + + - + Subterminal
6 5011 R AE -/+ + - +* Subterminal
7 146 R A - + - + Subterminal
8 505Y12 R A + + - + Subterminal
9 11203 R FA + + - + Subterminal
10 141 R AE + + - + Subterminal
11 501 R AE + + - + Santral

12 505Y10 R FA - + - + Santral

13 505Y11 R FA -[+ + - + Santral

14 142 R AE + + - + Santral

15 505Y2 S AE + + - + Subterminal
16 144 R FA + + - + Subterminal
17 505Y1 R FA + + - + Subterminal
18 509 R FA - + - + Santral

19 503 R FA - + - + Subterminal
20 505Y13 R FA -/+ + - + Santral

Sol.; solunum, Oks.; Oksidaz, Kat.; Katalaz, Har.; Hareket, S: Diizgiin, R; piirtiiklii koloni, A; Aerobik,

AE; Anaerobik tercihli, F; Fakiiltatif anaerobik, Gr.; Gram boyanma *; eski kiiltiirleri Gram negatif.

Calismada izole edilen bakterilerin tanimlanmasinda standart kaynaklarda
belirtilen bir dizi biyokimyasal (indol, metilkirmizisi, sitrat, nitrat/nitrit vb.) 6zellikler
test edildi (Tablo 7). Suslarin 3’tinde amilaz aktivitesi, 11’inde nitrat ve giiglii lesitinaz

aktivitesi ve 12’sinde jelatin hidroliz 6zellikleri belirlendi.
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Tablo 7. Mikroorganizmalarin bazi biyokimyasal aktivite test sonuglari.

Sus No IMVIC Testi KIA Testi Nit  Amilaz Ure Lest  Jel
in MR Cit D/IY H,S G
1 507 + o+ - A/Al - - - - - 4+ +
2 508 - -/- - Al/Al - - - - - - -
3 11201 - + - Al/Al - - + - - - -
4 506 - + - Al/Al - - + 2,8/34 - 4+ +
5 14-12 - + - Al/Al - - + - - TE +
6 5011 - -/- - Al/Al - - - - - - -
7 146 - - + Al/Al - - - - + TE +
8 505Y12 - + + AIA - - - - - TE +
9 11203 - - + AA - - + - ++ TE +
10 141 - + - AIA - - + - - 4+ -
11 501 - + - AIA - - - - - 4+ -
12 505Y10 - - ++ AIA - - + - - TE +
13 505Y11 - + - AIA - - + - - 4+ +
14 142 - + - AA - - + - ++ 4+ -
15 505Y2 - - + AIA - - - - + TE +
16 144 + o+ - Al/Al + - + 1,8/28 - 4+ -
17 505Y1 + o+ - AA - - - - - 4+ +
18 509 - + - Al/Al - - + - - 4+ -
19 503 - + - AIA - - - - - 4+ +
20 505Y13 - + - AIA - - + 2,9/34 - 4+ +
In; Indol, MR; Metilred, Cit; Sitrat, KIA: Ug seker, D: Dip, Y; Yizey, G; Gaz, Nit; Nitrat, Lest:

Lesitinaz, Jel; Jelatinaz, TE; Test edilmedi, -/-; Besi ortaminda iiremiyor, -; ireme var ancak test sonucu
olumsuz, +; zayif pozitiflik, +; Sonu¢ olumlu, 4+; Sonug ¢ok iyi.

Calismada izolatlarin bazi fiziksel 6zellikleri (farkli sicaklikta, tuz varliginda ve
pH’da tireyebilme) incelendi (Tablo 8). Tuz (% 10) varliginda izolatlarin % 85’ini iyi
(licti harig) tiredigi, % 15 tuz varliginda ise ti¢ susun (508, 505Y 10 ve 505Y11) ¢ok iyi
olmak iizere % 50’sinin (9 sus) tiremeyebildikleri gozlendi. Bir izolatin ise (505Y12) %

10 tuz varliginda daha iyi tiredigi belirlendi.

Ureme 1silarmin belirlenmesi igin yapilan c¢alismada suslarin genis bir 1s1
araliginda treyebildikleri (141 nolu susun 10 °C’de, 505Y2, 144 ve 505Y13 nolu
suslarin ise 45 °C’de iireyemedikleri) gozlendi. Ozellikle 146 ve 505Y11 nolu
izolatlarin 10-45 °C sicaklik araliginda 1yi Ureyebildikleri belirlendi. Suslarin pH 4.5 ile
8.5 araliginda iireme yetenekleri incelendiginde, 5O5Y1 susu hari¢ tiimiiniin genis pH

araliginda oldukga iyi tireme 6zelligine sahip olduklari izlendi (Tablo 8).
Suslarin tiir dagilimlarina bakildiginda ovit yaylast orkide topraginda 7 farkl

Bacillus tiiriiniin izole edildigi, 9 susun Bacillus sp. olarak belirlenip tiir tanisi

yapilamadig1 gozlendi. Izolatlarn % 20’si B. mycoides, % 10’u B. insolitus, bir sus B.
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macerasn, bir sus B. popilliae, birer sus B. laterasporus, B. globisporus ve B.

thuringiensis olarak tanimlandi (Tablo 9).

Tablo 8. Mikroorganizmalarin bazi fiziksel 6zelliklerinin belirlenmesi.

Say1  Sus No NaCl tolerans testi  Sicaklik (°C)testi pH testi

%10 %15 10 45 4.5 5.5 8.5
1 507 + + 2+ + 2+ 2+ 2+
2 508 + 2+ 2+ + + 3+ +
3 11201 + - TE TE 2+ 2+ 2+
4 506 - - + + + 2+ 2+
5 1412 + + + + 2+ 2+ 2+
6 5011 + + 2+ + 2+ + 2+
7 146 + - 2+ 2+ 2+ + 2+
8 505Y12 2+ - + + 2+ 2+ 2+
9 11203 + + + + + + +
10 141 + + - + + + 2+
11 501 + + + + + 2+ 2+
12 505Y10 + 2+ 2+ + 2+ + 2+
13 505Y11 + 2+ 2+ 2+ + 2+ 3+
14 142 + + + + 2+ 2+ 2+
15 505Y2 - - + - + 2+ 2+
16 144 + - + - - + +
17 505Y1 + - 2+ + 2+ 2+ 2+
18 509 + - + 2+ + + +
19 503 + - + + 2+ 2+ +
20 505Y13 - - + - 2+ 2+ 3+

Calismada izole edilen bakterilerin geleneksel yontemlerle yapilan testlere gore
tiir tanilar1 yapildi. Suglarm tiir dagilimlar: Tablo 9 ve 10°da verilmistir. Bitki gelisimini
tesvik eden, bakir tolerans: yiiksek ve bundan sonraki asamalarda kullanilmasi
diisiiniilen ti¢ (501, 509 ve 505Y11) adet sus molekiiler (16S rRNA sekans analizi)

yontemler kullanilarak tiir tanilar1 dogrulandi.

Tablo 9. Izolatlarin geleneksel yontemlerle yapilan tiir tanimlanmasi (N=20).

Sus Kodu Tammlanan Sus Kodu Tanimlanan
507 B. macerans 501* B. mycoides
508 B. popilliae 505Y10 Bacillus sp.
11201 Bacillus sp. 505Y11* Bacillus sp.
506 B. mycoides 142 B. insolitus
1412 Bacillus sp. 505Y2 Bacillus sp.
5011 Bacillus sp. 144 B. mycoides
146 Bacillus sp. 505Y1 B. mycoides
505Y12 Bacillus sp. 509* B. thuringiensis
11203 Bacillus sp. 503 B. laterasporus
141 B. insolitus 505Y13 B. globisporus
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Tablo 10. izole edilen bakterilerin tiir dagilimi (N=20).

Bakteri Tiirii Say1 (n) Yiizde (%)
B. mycoides 4 20

B. insolitus 2 10

B. globisporus 1 5

B. laterosporus 1 5

B. popilliae 1 5

B. macerans 1 5

B. thuringiensis 1 5

Bacillus sp. 9 45
TOPLAM 20 100

3.2. Bitki Gelisimini Tesvik Eden Ozelliklerin Belirlenmesi
Tanimlanan bakterilerin bitki gelisimini tesvik eden bir dizi (Siderofor {iretimi,
fosfat ¢oziiniirligii, ACC deaminaz aktivitesi ve amonyum {iiretimi) faktorleri sivi ya da

kat1 ortamlarda (agar plakta) test edildi (Sekil 2, Tablo 11).

Tablo 11. Mikroorganizmalarin bitki gelisimini tesvik eden bazi 6zellikleri.

e UZOACC y e D20 CE AT
507 10/12 6/- - 3+ 501 13/30 - + 2+
508 4/13  3/- - 3+ 505Y10 9/14 7/9 - 2+
11201 20/43 4/8 + + 505Y11 10/16 - - 3+
506 18/48 5/- - 2+ 142 7/18 5/8 + 2+
1412 - - - + 505Y2 6/9 4/- - 2+
5011 8/15 3/- - 3+ 144 417 9/12 - 2+
146 17/20 6/- + + 505Y1 12/16  4/- - 3+
505Y12 8/10 5/- - 3+ 509 30/34 5/- - 2+
11203 8/10 6/14 + 2+ 503 19/24 5/- + 2+
141 6/10 7/9 - 2+ 505Y13 18/45 5/- - 2+

U; Ureme, Z; Zon capt, -; aktivite yok, +; aktivite var, Amo; Amonyum {retimi, Siderofor (Sid.) tretimi
ve Fosfat (Fos.) ¢oziiniirliigii i¢in 1-9 mm; aktivite var, 10-19 mm; aktivite iyi, >20; aktivite ¢ok iyi.
Calismada suslarin bitki gelisimini tesvik eden bazi 6zellikleri arastirildi (Tablo
11). Izolatlarin biiyiik kisminda orta diizeyde olmak iizere, 7’sinde giiglii siderofor
iretimi (>20) yetenegi tespit edildi. Yanlizca ii¢ izolatta diisiik diizeyde siderefor
(505Y2 ve 144) belirlenirken birinde ise hig (1412) iiretim tespit edilemedi (Sekil 2).
Izolatlarin ikisinde (11203 ve 144) daha iyi olmak iizere toplam 6’sinda fosfat

cozinlrligli (Sekil 3) aktivitesi tespit edildi. Amonyiim fosfati ¢6zme yetenekleri
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acisindan incelendiginde bazi izolatlarin digerlerinden daha iyi olduklar1 belirlendi

(Sekil 4). Ayricaizolatlarin birinde diisiik olmak tizere 6’sinda ACC deaminaz (Sekil 5)

pozitifligi belirlendi.

Sekil 2. Demir i¢eren besiyerinde siderofor liretiminin belirlenmesi. -; mavimsi alan
siderofor negatif, +; Sarimsi zon siderofor pozitif.

Sekil 3. Fosfat i¢eren bééiyé'rinde fosfataz varliginin tespiti. Seffaf zon goriiniimii testin
pozitifligini vermektedir.

Sekil 4. Amonyum siilfat ¢oziiniirliigli aktivitesinin (kirmizilik artik¢a aktivite artar)
belirlenmesi. RK; Nessler ayirach negatif konrol, BK; Besiyeri kontrol, UK;
Bakteri lireme kontrol, +; zayif, 2-3+; iyi, 4+; ¢ok iyi aktivite varlig.
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Sekil 5. Bakterilerde ACC Deaminaz aktivetisinin (iireme varligi testi pozitif kilar)
belirlenmesi. +; iireme var, -; tireme yok.

Calismada suslarin indol asetik asit iiretme yetenekleri spektrofotometrik

yontemle arastirildi. Orneklerin ¢ogunda iyi diizeyde, iigiinde (508, 146 ve 505Y12)

cok iyi diizeyde IAA aktivitesi tespite edilirken, 6’sinda aktivite bulunmadig belirlendi
(Tablo 12, Sekil 6).

Tablo 12. Mikroorganizmalarin indol asetik asit (IAA) aktiviteleri.

Sus kodu 1AA aktivitesi Sus kodu IAA aktivitesi
507 7,54+0,26 501 -4,44+0,43
508 28,68+2,33* 505Y10 3,76+0,65
11201 13,53+0,31 505Y11 -1,58+0,11
506 10,92+2.,45 142 -5,56+0,17
1412 15,29+0,26 505Y2 5,94+7,32
5011 11,10+£0,12 144 -4,18+0,95
146 18,14+0,63* 505Y1 5,03+0,98
505Y12 17,00+0,51* 509 11,66+0,29
11203 -2,80+0,36 503 5,81x1,35
141 -5,15£0,10 505Y13 14,68+0,62

<0; Aktivite yok, 0-9, Aktivite var, 10-15; Aktivite iyi, >16; Aktivite ¢ok iyi.
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Sekil 6. Indol asetik asit (IAA) aktivitesinin (pembe rengin artis1) belirlenmesinde tiipte
ve ELISA plakalarindan bir gériiniim.

3.3. Bakterilerin Metal Toleranslarimin Belirlenmesi

Calismada test edilen ovit suslarinin bes farkli (bakir, kursun, demir, giimiis ve
cinko) agir metalin 1, 2.5, 5 ve 10 mM konsantrasyonlu agar ortaminda lireme
ozelliklerine incelendi (Tablo 13, Sekil 7). Suslarin tiimii 10 mM demir varliginda dahi
cok rahat sekilde iiredikleri tespit edildi. Suslarin 7°si 10 mM giimiis varliginda, 9’u 10
mM bakir varliginda, 15’1 10 mM kursun varliginda {ireyebilirlerken higbirinin

¢inkonun bu konsantrasyonlarinda iiremedigi belirlendi.

Tablo 13. Bakterilerin kat1 agar ortaminda giimiis, demir, bakir, kursun ve ¢inko (1, 2.5,
5 ve 10 mM) varlifinda iireyebilme yetenekleri.

Sus Kodu Metal Miktar(mM) ve Ureme Yogunlugu K/U

Ag Fe Cu Pb Zn
507 TE <10 /+ TE TE TE
508 <10/ + <10 /+ <1/+ <10/ + <2,5/+
11201 <1/+ <10/ 2+ <2,5/+ <10/ + -/-
506 - <10/ + <10/ + <10/ + <5/+
1412 TE <10 /+ TE TE TE
5011 1/+ <10/ + <10/ + <10/ + <2,5/+
146 <10/ + <10/ + <2,5/+ <5/+ <1/+
505Y12 - <10/ + <10/ + <10/ + <5/+
11203 1/+ <10/ + <5/+ <10/ + -/-
141 <10/ + <10/ 2+ <5/3+ <1/+ <5/+
501 - <10/2 + <5/3 + <2,5/+ <2,5/+
505Y10 - <10/ 2+ <5/3 + <10/ 2+ <5/+
505Y11 <10/ + <10/ + <5/ + <10/ + <5/+
142 <10/ + <10/ + <5/+ 1(-/+) <5/+
505Y2 - <10/ + <10/ + <10/ + <2,5/+
144 <2,5/+ <10/ + <10/ + <10/ + <5/+
505Y1 <10/ + <10/ 2+ <10/ + <10/ + <5/+
509 <10/ + <10/2 + <10/ 3+ <10/ + <2,5/2+
503 - <10/ 2+ <10/ 2+ <10/ + <2,5/+
505Y13 - <10/ + <10/ 3+ <10/ + <5/+

K: Metal konsantrasyonu, U; Metal varliginda iireme, TE: Test edilmedi, (<); 1-10 mM’da iireme,
(-); trememe, (+): Ureme, (2+); iyi iireme, (3+); ¢ok iyi iireme.
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Bakteriler, glimiis varligindaki liremede bazi suslarin bariz renk degisimi ve
seffaf zon olusumu gosterdikleri gozlendi. Kursun varliginda bu olay kolonilerin tizeri
kararma seklinde tespit edildi. Bakir varliginda ise renk degisimi yok ancak petride
koloni etrafinda renk agilmasi seklinde belirlendi. Cinko ve demir metali varligindaki

tiremede ise herhangi bir gorsel degisiklik gézlenmedi (Sekil 7).

Sekil 7. Farkli konsantrasyonlarda giimiis nitrat, bakir siilfat, ¢cinko kloriir ve kursun
varliginda nitrat iireme (Kiiltiirlerin 4. giiniinde ¢ekilen resimleri).

Bakir varliginda tireyen koloniler oda 1sisinda bekletildiginde bariz olarak renk
degisimi olusturdu gozlenmis olup bunun nedeni tam olarak agiklanamamustir (Sekil 8).
Muhtemelen metal tuzlar bekledikge bakteri ylizeyinde birikerek ya da bakteri metalleri

yiizeyine adsorbe ederek indirgenmis olacag: diistintilmektedir.
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Sekil 8. Bakir iceren MHA besi ortaminda kiiltiir edilen suslarin kolonileri oda 1s1sinda
bekletildiginde renk doniistimleri. Kremden kahve rengi ve siyaha doniigtimleri.

Bakterilerin test edilen bir kisim parametreleri (bitki gelisimini tesvik etme,
metaller varliginda tireme ve 6zellikle de bakir varliginda en iyi iireme gdzlenen suslar)
incelenerek en iyi etkinlik gozlenen suslar bir sonraki ¢alisma i¢in se¢ildi. Bu suslarda
bakir tuzunun minimal inhibisyon konsantrasyon degerleri, hem agar kuyucuk diliisyon
hem de s1vi mikrodiliisyon (MIC) yontemiyle test edildi (Tablo 14, Sekil 9 ve 10). Test
edilen suslarin genelde kat1 ortamda 6-12 mM Cu varliginda etkilenmeye basladiklar1 3

mM’da etkilenmedikleri, dolayisiyla bakira tolerant bakteriler olduklar1 gozlendi.

Sekil 9. Agar kuyucuk diffiizyon yonteminde Cu’nun inhibisyon zon ¢aplart.
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Sekil 10. Eliza plakasinda bakir MIC deneyi (diliisyon yukaridan asagiya dogru
yapilmistir).

Tablo 14. Bacillus sp. suslarinin bakir toleranslarinin agar kuyucuk diliisyon, MIC ve
MBC yodntemleriyle belirlenmesi.

Bakirin (mM) Agar Kuyucuk Yontemiyle Inhibisyon degeri
Ornek No Inhibisyonunu (mm) (mM/L)
100 50 25 12.5 6.25 312 MIC MBC
11201 13 11 8 6 - - 25+0 50
501 20 10 6 - - - 12,5+0 50
505Y1 15 10 8 6 6 - 12,5+0 100
508 16 12 8 6 6 - 12,512 50
509 16 13 10 6 6 12,5+0 50
505Y11 15 14 14 10 6 - 12,5+0 50
B. subtilis 16 14 14 10 6 - 6,3+0 50

W168*
*: kontrol olarak kullanildi.

Bakir varliginda ve yoklugunda BHIB sivi besiyerinde pH 5.0-7.5 araliginda
bakterilerin ilireme egrisi, metal ¢alismalarinda kullanilmak {izere en uygun susun
secilmesi amaciyla incelenmesi hedeflendi. Calismada bakir varliginda iyi iireyen alt1
adet susun farkli pH ortamlarinda (pH 5.0-7.5 araliginda) biiyiime oOzelliklerinin
belirlenmesi i¢in optimum tireme 1silarinda bakirli ve bakirsiz ortamda lireme egrileri
inkiibatorlii dansitometre (Bioscreen C) cthazi yardimiyla olgiildii ve verilerin eksel

programinda grafikleri olusturuldu (Sekil 11 - 16).

Bacillus sp.11201 susu bakir yoklugunda tiim pH’larda logaritmik faz1 8 saatte
tamamlarken 3 mM Cu varliginda bu siirenin 18 saate kadar uzadigi gézlendi. Susun

metal varliginda pH 6.0-7.5 araliginda 24 saaten sonra da iiremeye devam ederken pH
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5.0-5.5 araliginda ise stasyonel faza gectigi gozlendi. Bu durum metalsiz ortamda pH

6.0 disinda benzer olarak belirlenmistir.

3 mM Cu varliginda 420-580 nm'de spektrum
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Sekil 11. 11201 susunun Cu’lu ve Cu’suz, farkli pH’l1 BHIB besiyerinde iireme grafigi.

Bacillus mycoides 501 susu genel olarak {ireme yogunlugunun az oldugu, en iyi
tiremenin pH 5.0-5.5 ile 7.0-7.5 araliginda oldugu, en az tiremenin ise pH 6.0’da oldugu
gbzlendi. Metal varliginda iiremenin diisiik pH degerlerinde (pH 5.0-5.5) ¢ok etkilendigi
gozlendi. Metalsiz ortamda diisiik tireme gozlenen pH 6.0 dahil olmak iizere diger pH
degerlerinde metal varliginda daha iyi tiredigi belirlendi. En iyi tiremenin pH 7.0-7.5

araliginda oldugu ve bu deger metalsiz ortamdan daha iyi oldugu tespit edildi.
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3 mM Cu varliginda 420-580 nm'de spektrum
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Inkiibasyon siiresi (saat)

Sekil 12. 501 susunun Cu’li ve Cu’siz, farkli pH’l1 BHIB besiyerinde lireme grafigi.

B. mycoides 5O05Y1 susu pH 6.0-6.5 araliginda diisiik ireme yogunluguna sahip
oldugu, diger pH’larda ise daha iyi tUredigi, ilk 10 saatte logaritmik fazin hizli 40.
saatten sonra stasyonel faza girdigi gozlendi. Metal varliginda en az iiremenin diisiik
pH’da oldugu (pH 5.0) diger pH degerlerinde logaritmik evrenin 40 saate ulastigi
yogunluk acisindan pek degismedigi gozlendi.
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3 mM Cu Varhiginda 420-580 nm Spektrum
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Sekil 13. 505Y1 susunun Cu’lu ve Cu’suz, farkli pH’l1 BHIB besiyerinde iireme
grafigi.

B. popilliae 508 susunda diger suslarda genel olarak tiim pH degerlerinde
tireyebildigi ancak pH 6.0-6.5’de en az iireme gosterdigi gozlendi. Logaritmik fazin
sonu ise yine benzer sekilde 8 saatte tamamlamistir. Metal varliginda ise farkli pH
degerlerinde tlireme hizinin ve yogunlugunun etkilendigi, disik pH’larda en az
(swrastyla pH 5.0-6.0) iireme gosterdikleri belirlendi. En iyi ireme pH 6.5-7.5 aralifinda

gbzlenmis olup logaritmik lireme evresi 12-16 saatlere ulastig1 goézlendi.
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3 mM Cu Varliginda 420-580 nm’de Spektrum
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Sekil 14. 508 susunun Cu’lu ve Cu’suz, farkli pH’I1 BHIB besiyerinde lireme grafigi.

B. thuringiensis 509 susunun iireme egrisine bakildiginda metalsiz ortamda pH
6.0-6.5’de tliremenin logaritmik evreye gec ulastig1 ve duraklama evresine 12-18 saatte
vardig1 gozlendi. Diger pH degerlerinde ise ilk 8 saatte logaritmik evreyi tamamladigi,
en 1yi iiremenin pH 5.0, 5.5 ve 7.0 oldugu gézlendi. Metal varliginda en iyi liremenin
7.0-7.5’de oldugu, metalsiz ortama gore logaritmik evrenin uzadiglr ancak duraklama
evresi 36-40 saate ulastigi gozlendi. Diger pH degerlerinde susun oldukga etkilendigi,
en ciddi seviyede etkilenmenin diisiik pH degerinde (pH 5.0-5.5) oldugu tespit edildi.
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3 mM Cu varliginda 420-580 nm'de spektrum
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Sekil 15. 509 suslunun Cu’lu ve Cu’suz, farkli pH’l1 BHIB besiyerinde tireme grafigi.

Bacillus sp. 505Y11 susu metal yoklugunda 8 saatte logaritmik donemi genel
olarak tamamladigi, liremenin 24-28 saat araliginda stasyonel faza girdigi ancak 48
saate kadar yavas da olsa iireme devam ettigi gézlenmektedir. Metalsiz ortamda genis
bir pH araliginda (pH 5.0-7.0) iiremenin iyi oldugu, ancak pH 7.5’de ise diisiik oldugu
belirlendi. Bakir (3 mM) varliginda farkli pH’larda yapilan denemede logaritmik fazin

24 saatin Ustiine ¢iktig1, pH 5.0-6.5 araliginda iiremenin diistiigii, ancak pH 7.0-7.5’de
en 1yi oldugu gozlendi.
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3mM Cu Varliginda 420-580nm’de Spektrum
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Sekil 16. 505Y 11 susunun Cu’lu (3 mM) ve Cu’suz, farkli pH’l1 BHIB besiyerinde

tireme grafigi.

3.4.505Y11 Susunun Bakir1 Absorbsiyon Yeteneginin Belirlenmesi

Bakirin besi ortamiyla olan etkilesimini belirlemek amaciyla su, MHB ve BHIB
ortamlarinda 1-10 mM Cu igeren standart soliisyon hazirlanip ODss0.500 NM dalga
boyunda spektrum alinarak standart egri ¢ikarildi (Sekil 17). Bu sekilde gozlendigi
lizere en uygun besi ortaminin ya da metali baglama etkinliginin BHI s1v1 besiyerinde
gozlendigi, MHB besi ortaminin absorbans degerinin (datalarin timii tezde verilmedi)

diisiik oldugu, ayrica bakterinin BHIB ortaminda daha iyi iiredigi i¢in bundan sonraki

asamalarda BHIB besiyeri kullanildi.
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Sekil 17. Bakirin MHB ile BHIB besiyerleri ve su ortamindaki standart ile absorbans
grafigi egrileri.

Calismada bakir1 en i1yl adsorblayan ya da indirgeyen susun belirlenmesi i¢in
Tablo 6°da belirtilen izolatlarin tiimii, 3 mM bakir varliginda BHIB ortamlarinda test
edildi. Bu demnemelerden elde edilen veriler gore farkli pH’larda (pH 5.0-7.5) suslarin
bakir varliginda ve yoklugunda tireme ile bakir1 baglama/indirgeme kapasitesi
arastirildi. Bu 6zelligi en uygun olan susun 5O5Y11 susu oldugu gozlendi. Calismada

sadece bu susun degerleri verildi.

Bacillus sp. 505Y11 susu 3 mM Cu varliginda ve kontrol olarak bakir
yoklugunda, pH 5.0-7.5 ayarlanmis BHIB besi ortaminda 15 giin 150 rpm’de
calkalamal1 inkiibatérde 36 °C’de inkiibe edildi. Kiiltlirlerden her giin 2 mL alinarak
10.000 g’de santrifiij edildi ve siiper natant alinarak -20 °C’de stoklandi. Kiiltiir
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sonlandirildiginda tiim siipernatantlarin  spektrofotometrik 6l¢iimleri alindi (Olgiim

degerleri tablo olarak tezde verilmedi).

Bakir icermeyen kontrol 6rnekleri 2. 7. ve 11. giinleri incelendiginde (Sekil 18)
herhangi bir spektrofotometrik pik olusmadigi, bakteri kiiltiir siiresi uzadikca
spektrumda da total artis oldugu gozlendi. SO5Y 11 susunun kiiltiir siiresi uzadik¢a pH
7.0’de spektrum artis1 oldugu, 11. giin de bu artist bariz bir fark olusturdugu izlendigi.

Bu sonuglar kiiltiiriin liremesi i¢in en uygun pH aralifinin pH 7.0 oldugunu

gostermektedir.
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Sekil 18. 505Y11’in Cu’siz BHIB ortaminda ve farkli pH’larda 2. ve 11. gilin

inkiibasyon sonrasi absorbans spektrumlari.

78




Bakir (3 mM) varliginda 505Y11 susunun farkli pH degerlerinde alinan
spektrumlarda 550-600 nm’de bir pik olustugu ve bu pikin bakira ait oldugu gozlendi
(Sekil 19). Spektrumun hem kiiltiir siiresine gore hem de pH degerine gore degistigi
gozlenmistir. Bu sonuglara dogrultusunda 505Y11 susunun metali bagladigi/ya da
indirgemis oldugu belirlenmis olup bitki denemesinde bu susun kullanilmasi ve

denemelerin pH 7.0’de yapilmasi gerektigi gozlendi.
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Sekil 19. BHI Besi ortaminda 505Y11 susunun 3 mM Cu varliginda ve farkli pH’larda
kilttirlerin 2., 4., 7. ve 11. glinlerde alinan absorbans sektrum grafikleri.

3.5. Bakir ve Bakteri Varhginda Misir Tohumunun Cimlenme Basarisi

Yukarida incelenen bir kisim 6zellikler agisindan secilen dort adet suslarin, 1,5
mM Cu varliginda misir bitkisinin ¢imlenmesine olan etkinligi arastirildi. Bu amagla

her bir grup igin 3 tekerriirlii olmak tizere toplamda 30 (10X3) adet misir tohumu bir
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hafta ¢imlendirilerek ¢imlenme basarisi, govde ve kok gelisimi parametreleri 6l¢iildii.
Tiim parametrelerin ortalama degerleri Tablo 15’de verildi. Bakteri varliginda 3. giinde
508 nolu sus, 5. glinde 5O05Y11 ve 7. glinde ¢imlenme basaris1 en yiiksek 11201 nolu
suslarin oldugu gozlendi. Bakir ve bakteri birlikteliginde ise 3. giinde 505Y11 nolu
susun % 100 ¢imlendigi belirlendi.

Tim veriler, genel olarak kendi gruplar1 i¢cinde degerlendirildiginde, bakterilerin
¢imlenmeyi kontrolerine gore olumsuz etkiledikleri, en az olumsuz etkinligin 508 nolu
sus grubunda gozlenirken, sirasiyla 501, 505Y11 ve 112101 suslar1 bunu izledikleri
belirlendi (Tablo 15).

Tablo 15. Misir ¢imlenmesi tizerine bakteriler ve bakir (1,5 mM) etkinliginin

belirlenmesi.
Deneme Deseni  Giine Gore Cimlenme Koleptil (Govde) Radikul (kok) Sacak Kok
Yiizdesi Verileri (g ve cm) Verileri (g ve cm) Verileri
3. 5. 7. Agirhk  Uzunluk Agirhk  Uzunluk N/%
Misir 87 100 100 0,199 3,625 0,199 10,04 3,6
Misir-Cu 96,7 100 100 0,12 2,6 0,085 1,69 8,3
11201-M 76,7 83,3 96,7 0,161 4,48 0,195 7,296 5,2
11201-Cu-M 80 90 93,3 0,108 2,63 0,062 1,94 5,7
501-M 70 83,3 90 0,146 4,64 0,25 8,68 8,0
501-Cu-M 83,3 96,7 100 0,113 2,916 0,407 11 7,9
508-M 80 86,7 90 0,148 4,95 0,323 10,42 8,9
508-Cu-M 80 96,7 96,7 0,132 31 0,041 1,177 6,8
505Y11-M 75 92 92 0,208 4,41 0,445 7,00 7,3
505Y11-Cu-M 100 100 100 0,371 3,88 0,164 1,31 8,1

M; Misir, N; Sayi, U; uzunluk, %; Yiizde.

Bakir varliginda test edilen 4 farkli bakteri susunun misirin gelisimi (gévde, kok
ve sagaklanma) iizerine etkinlikleri istatistiksel (ANOVA) agidan incelendiginde, gévde
agirliklart (p=0,117) disindaki parametrelerin anlamli fark olusturdugu (p<0.01)

gozlendi.

Bakir varliginda sagaklanma hari¢ tiim verilerde kontrole gore biiyiik oranda
azalmanin olustugu gozlendi. Kontrol grubunda sagaklanma sayisi az oldugu bakir

varliginda kontrole gore sagaklanma sayisinin % 100’e varan oranda arttig1 belirlendi
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(Tablo 15). Test edilen 4 bakteride, bakir yoklugunda ortamda kontrole gore
sacaklanma sayis1 yiiksek oldugu, bakir varliginda ise 508 ve 11201 disindaki
bakterilerde daha da arttig1 belirlendi. Bakir varliginda sagaklanma artmakta ancak

uzamamakta ve ¢ok kisa kalmaktadir (Sekil 20-21, Tablo 15).

10,00

3,007

8,001

Sagaklanma (n)
I
S

4,00 T -+
1

2,00

0,00 T T T T T
Metalsiz kontrol | S05%11 Kontrol | 11201 Kontrol | 501 Kontrol | 508 Kortrol |
Cu kantrol S03Y11+Cu 11201+Cu S01+Cu S0E+Cu
Deney gruplan
Sekil 20. Cimlenme deneyinde, bakteriler ve bakir (1.5 mM) varliginda ve yoklugunda
musir bitkisinin sagaklanma sonuglart.
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Sekil 21. Misirin ¢imlenme deneyinin 5. gliniinde bakteri (5SO5Y11) ve bakir (1,5 mM)
varhiginda goriintimleri. A) Misir kontrolu, B) Bakteri-Misir, C) Bakir-Misir,
D) Bakteri-Bakir-Misir.

Calismada bir¢ok 6zelligi ile 6ne ¢ikmakta olan, misir deneyinde ise ¢imlenme
basarisi ilk {i¢ giinde % 100 olarak belirlenen SO5Y 11 susunun 5 ve 7. giinde ¢gimlenme
gorinimii Sekil 21-22°de verildi. Sekilde goriildiigli gibi bakteri kontrol grubunda
gelismenin 1yi oldugu, ancak bakir varliginda gelismenin ¢ok etkilendigi, bakteri+bakir
birlikteliginde ise bakirin biraz tolera edildigi ve gelismenin biraz daha iyi oldugu

gozlenmektedir.
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o Z \
Sekil 22. Misirin bakte;i (éOSYll) ve bakir (1.5 mM) Qlarllglnda ¢imlenme deneyinin
son (7.) glinli goriniimii.

Cimlenen misirin 7. giiniinde alman verilere gore kok ve govde uzunlugu
acisindan incelendiginde, kontrol grubuna kiyasla bakteri uygulandiginda kok-govde
gelisimini arttirdig1 gézlendi. Buradan bakterilerin bitki gelisimini tesvik edici 6zellikte
oldugu diisliniilmektedir. Cu ilave edildiginde ise kontrol ortamina gore azalmanin

oldugu, bakteri ilavesiyle bu azalmanin 6niine gegildigi gozlenmistir (Sekil 23).
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Sekil 23. Bakterilerin, Cu varliginda ve yoklugunda misir kok ve gévde uzunluklarina
etkisi.

Misir  tohumunun ¢imlenmenin 7. giiniindeki kok ve govde agirhig
incelendiginde kontrol grubunda en iyt oldugu, metal varhiginda gelismenin

engellendigi gozlendi (Tablo 15, Sekil 24).
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Sekil 24. Bakteri ile Cu varliginda ve yoklugunda musir bitkisinin kok ve gévde
agirliklari.

Bu caligmada saksi deneyi i¢in kullanilabilecek suslarin sirasiyla 508, 501 ve
505Y11 olduklart belirlendi. Bundan sonraki asama olan saksi deneyi icin diger

parametreler agisindan en uygun olan 5O5Y 11 susu se¢ilip kullanilmistir.

3.6. Bakir Varhginda Misir Bitkisi Gelisimi ve Atomik AbsorbsiyonAnalizi

3.6.1. Bakir Varhginda Misir Gelisimi Deneyi

Calismada bir dizi parametreleri (bitki gelisimini tesvik etme, genis pH araliginda
ve metal ortaminda rahat iireyebilme, ¢imlenme basarisina etkili olabilme bakimindan
incelendiginde 5O5Y 11 susunun musir bitkisi sakst deneyinde kullanilmasi karar verildi.
Bu amagcla misir tohumlari tek tek tartilarak 24-26 g olan saglikli misirlar secildi ve bir
dizi islemlerden gecirilerek steril sartlarda 2 giin ¢imlendirildi. Saglikli ¢imlenen

tohumlar uygun sekilde onceden hazirlanan saksilara yerlestirilerek iklim dolabinda
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inkiibe edildi. Ug tekrarli (saks1) ve her saksida 5 adet tohum olmak iizere toplam 15
fidan test edildi (Tablo 16, Sekil 25).

Tablo 16. Misir gelisimi deney diizenegi.

Denekler Aciklamasi
Konrtol Misir

505Y11 Misir - Bakteri
Kontrol Cu 50 Misir - Cu 50 mg/kg

Cu 50-505Y11 Misir - Cu 50 mg/kg - Bakteri
Kontrol-Cu- 100 Masir - Cu- 100 mg/kg
Cu 100-505Y11 Maisir - Cu- 100 mg/kg - Bakteri

Saksi deneyinde ¢imlenmenin 10. giliniinde (2 yaprakli hale geldiginde) 600
nm’de ODgs3 olacak sekilde hazirlanmis bakteri (Bacillus sp. 505Y11)
siispansiyonundan 15 mL alinip 50 mL’ye steril distile suyla tamamlandi. 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 50 ve 100 mg bakir soliisyonu uygulandi ve 7 giin daha saksilar inkiibe

edildikten sonra deney sonlandirildi. Bu esnada misir bitkisinin gorsel degisimleri

izlendi ve goriintiilendi (Sekil 26).
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Sekil 25. Misir gelisideeneyiin 7. glinlerinden goriiniimleri.

85



/ [ \

Seil 26. Misir gelisimi deneyinin 20. giinlerinden goriinimleri.

Deney sonlandirildiginda 6ncelikle her saksidan toprak ornekleri alindi. Bakteri
kolonizasyonunun varligin1 belirlemek amaciyla steril sartlarda kiiltiirleri yapildi.
Bakteri uygulanan saksi topraklarina bakterinin kolonize oldugu, bakterinin varlig1 ve
canliligi belirlendi. Ayrica bakterisiz gruplara, bakteri kontaminasyonunun olmadigi

belirlendi.

Toprak oOrneklerinin fiziki sartlarinin homojen olup olmadigini belirlemek
amactyla nem orani tayin edildi (Tablo 17). Toprak nem oranlar1 birbirine yakin oldugu
ve tim saksilarda % 58-59 araliginda oldugu tespit edildi. Bu sonucun saksilarda

homojen bir sulamanin oldugunu gostermektedir.

Calismada musir kokleri suda yikanarak topraktan ayrildi ve pegete ile
kurulandiktan sonra ana kok uzunlugu, sagak kok sayisi, koklerin yas agirliklari tek tek
olgiildii. Kokler 24 saat 105 °C’de bekletilerek kurutuldu ve kuru agirliklart tartim
yardimiyla hesaplandi. Tiim deneme gruplarinin ortalama yas ve kuru agirliklar1 Tablo
17°de verildi. Kontrol grubunda ortalama kok kuru agirlik 0,342 g iken bakteri
kontroliinde 0,366 g seklinde arttig1 gézlendi (Tablo 17).
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Tablo 17. Misir gelisimi deneyinde toprak nemi ve misir kokii yas ve kuru agirliklari.

Toprak biyomasi (10 g) Kok biyomasi (Q)
Gruplar Kuruagirhk % Nem Yasaghk — urd Y6 Su
agirhk icerigi

Konrtol 1 4,02 60 1,81 0,344 81,0
Konrtol 2 4,71 53 2,03 0,410 79,8
Konrtol 3 3,70 63 1,32 0,271 79,5
Genel ort 4,143 59 1,72 0,342 80,1
Std. Sap. 0,516 0,363 0,070
505Y11-1 3,72 63 5,72 0,375 93,4
505Y11-2 4,79 53 5,08 0,372 92,7
505Y11-3 4,08 60 5,17 0,350 93,9
Genel ort 4,197 58 5,523 0,366 93,4
Std. Sap. 0,544 0,385 0,014

Kontrol Cu 50- 1 3,67 64 4,5 0,31 93,1
Kontrol Cu-50 -2 4,30 o7 5,96 0,39 93,5
Kontrol Cu-50-3 4,02 58 5,02 0,34 93,2
Genel ort 3,996 59 5,16 0,347 93,3
Std. Sap. 0,445 0,74 0,040
Cu50-505Y11-1 4,09 60 6,18 0,319 95,0
Cu 50-505Y11-2 4,19 58 6,80 0,393 94,2
Cu50-505Y11-3 4,09 60 8,02 0,351 95,6
Genel ort 4,123 59 7 0,354 95,0
Std. Sap. 0,058 0,936 0,037
Kontrol-Cu- 100 3,03 4,01 0,202 95,0
Cu 100-505Y11-1 3,88 61 7,61 0,560 92,6
Cu 100-505Y11-2 4,05 60 8,54 0,358 95,8
Cu 100-505Y11-3 4,48 55 7,45 0,553 92,5
Genel ort 4,137 59 7,867 0,490 93,8
Std. Sap. 0,309 0,589 0,115

Hasat edilen misirlarin kok ve gdvde uzunluklar cetvel yardimiyla 6l¢iildiikten
sonra kokler bir makas yardimiyla kesilip ayrildi. Kok kisimlarmin yas ve kuru
agirliklar1 belirlendikten sonra numunelerin bakir i¢eriginin belirlenmesi i¢in 105 °C’de

kurutulup 6giitiildi ve stoklandi.

Kontrol grubunda ortalama goévde uzunlugu 10,77 cm, ana kok uzunlugu 32,88
cm bulunurken sagaklanma sayis1 11,67 olarak belirlenmistir. Ortalama dort yaprak
haliyle sonlandirilmis, 3. yaprak en uzun olup ortalama 33,50 cm seklinde Ol¢iilmiistiir

(Tablo 18, Sekil 26).
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Bakteri (505Y11) varliginda iiremelerde de ortalama 4 yaprak olusmus, kontrole
gore daha uzun yapraklar olusmus, en uzun yaprak olan 3. yapragin ortalama boyu 35
olarak tespit edilmistir. Govde uzunlugu 11,10 cm, ana kok uzunlugu 33,03 cm
bulunurken sagaklanma sayis1 10,33 olarak belirlenmisti. Bakteri varliginda sacaklanma

sayis1 disinda Ki tim parametrelerde artis gdzlenmistir (Tablo 19, Sekil 26).

Tablo 18. Misir kontrol grubunun yaprak, govde ile ana kok uzunluklari (cm) ve
sacaklanma sayis1 (n) ortalama degerleri.

Parametre 1. Grup Kontrol 2. Grup Kontrol 3. Grup Kontrol Ortalama
Ort. Std. Ort. Std. Ort. Std. Ort. Std.
1.YU 6.0 0,612 58 0,447 54 0,962 5,73 0,704
2.YU 17,3 2,820 17,7 1,565 16,3 2,683 17,10 2,324
3. YU 32,0 8,426 35,3 1,643 33,2 4,712 33,50 5,422
4.YU 26,4 4561 23,8 4,604 22,4 9,343 24,20 6,316
GU 10,6 0,742 111 0,652 10,6 1,917 10,77 1,178
KU 33,2 9,418 33,6 0,894 31,7 9,808 32,83 7,333
SS 11,2 1,304 11,8 1,789 12,0 2,121 11,67 1,676

YU; Yaprak uzunlugu, GU; Govde uzunlugu, KU; Ana kok uzunlugu, SS; Sagak sayisi, Ort. Ortalama,
Std. Standart sapma.

Tablo 19. Misir-Bakteri (505Y11) grubunun yaprak, govde ile ana kok uzunluklari (cm)
ve sagaklanma sayisi (n) ortalama degerleri.

Parametre = 505Y-11 505Y-11 505Y-11 Genel
Ort. Std. Ort. Std. Ort. Std. Ort. Std.
1.YU 6,3 0,678 6,4 0,418 6,2 0,570 6,3 0,561
2.YU 16,3 4,946 18,9 0,822 17.0 3,102 17,40 3,602
3.YU 36,0 2,608 35,4 1,636 36,5 2,264 35,97 2,208
4.YU 24,6 5,499 24,9 4,722 23,2 2,971 24,23 4,503
GU 11,3 1,208 11,0 0,612 11,0 0,354 11,10 0,828
KU 36,0 6,504 31,8 7,791 31,3 5,404 33,03 6,749
SS 10,8 2,315 10,6 0,548 9,6 1,140 10,33 1,633

Calismada 50 mg kursun uygulamasinda yapraklarin uzunlugunda 2. ve 4.
Yaprak boylarinin kontrole gére daha kisa kaldigi gozlenmistir. Govde uzunlugunda
kontrole gore daha uzun oldugu, kok wuzunlugunda ve sagaklanmada azalma

gozlenmistir (Tablo 20, Sekil 27).

Bakteri-Cu50 mg birlikteliginde yaprak uzunluklar1 hem kontrole hem de Cu50
tek basina uygulama grubuna gore artmis oldugu goézlendi. Govde uzunlugu diger

(kontrol ve Cu50) verilere gore azalmis, kok uzunlugu ise artmis (36 cm), sagaklanma
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sayisinda ise kontrole gore azalirken Cu50’ye gore hafif artmis oldugu belirlendi (Tablo
21, Sekil 27).

Sekil 27. Misir - Bakteri (505Y11) grubundan hasat sonrasi bir goriiniim.

Tablo 20. Misir- Cu50 mg grubunun yaprak, govde ile ana kok uzunluklari (cm).ve
sacaklanma sayisi (n) ortalama degerleri.
Parametre _Kontrol Cu50-1 Kontrol Cu50-2  Kontrol Cu50-3  Genel

Ort. Std. Ort. Std. Ort. Std. Ort. Std.
1.YU 6,4 0,224 6,2 0,447 6,3 0,274 6,30 0,316
2.YU 14,4 5,539 18,4 6,814 9,5 3,082 14,10 6,240
3.YU 35,4 2,043 36,5 1,173 33,9 1,673 35,27 1,898
4.YU 16,4 9,390 27,9 3,267 23,9 4,422 22,73 7,627
GU 11,3 0,671 12,1 0,548 11,3 0,758 11,57 0,729
KU 34.0 4,000 30,4 6,465 33,1 1,140 32,50 4,404
SS 10,8 0,837 10,6 1,673 10,6 1,673 10,67 1,345

Tablo 21. Misir-Bakteri- Cu50 mg grubunun yaprak, gévde ile ana kok uzunluklari
(cm) ve sagaklanma sayisi (n) ortalama degerleri.
Cu 50-505Y11-1 Cu 50-505Y11-2 Cu 50-505Y11-3 Genel

Parametre

Ort. Std. Ort. Std. Ort. Std. Ort. Std.
1.YU 6,5 0,866 6,0 0 6,0 0 6,17 0,523
2.YU 19,0 1,581 18,2 0,837 17,8 1,095 18,33 1,234
3. YU 36,6 2,074 35,6 1,517 354 2,302 35,87 1,922
4.YU 21,8 6,058 25,0 4,743 24,6 2,702 23,80 4,601
GU 9,8 1,304 9,2 0,447 9,6 1,342 9,53 1,060
KU 37,2 3,194 36,4 4,980 34,8 3,114 36,13 3,720
SS 10,8 0,837 10,8 0,837 11,0 1,732 10,87 1,125
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Sekil 28. Yukaridan asagiya dogru Cu50, Cu50-Bakteri, Cu100 ve Cul00-Bakteri
gruplariin hasat sonrasi goriiniimleri.
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Cul00 bakteri birlikteligine bakildiginda kontrole tiim gore verilerde azalma
oldugu, diger gruplarla kiyaslandiginda ise sagcaklanma disinda tiim verilerde bariz bir

azalmanin var oldugu gozlenmistir (Tablo 22, Sekil 27).

Tablo 22. Misir-Bakteri-Cu100 mg grubunun yaprak, gévde ile ana kok uzunluklar
(cm) ve sagaklanma sayisi (n) ortalama degerleri.
Cul00- Cul00- Cul00-

Parametre  sosyi1-1  505Y11-2 505Y11-3 Genel Cu 100
Ort.  Std. Ort.  Std. Ort.  Std. Ort.  Std. Ort.  Std.

1L YU 64 0548 62 0447 67 0908 643 0651 60 0
2.YU 170 4637 172 4604 188 1924 1767 3735 172 0837
3.YU 36,8 1304 366 2191 354 0894 3627 1580 316 2074
4.YU 248 2387 244 288l 260 4743 2507 3305 154 9,762
GU 94 0548 92 0447 118 1095 1013 1,407 90 0,707
KU 332 3033 356 4722 332 4604 3400 4,053 310 7517
ss 108 1789 102 0447 114 1342 1080 1320 110 2345

YU.; Yaprak uzunlugu, GU.; Govde uzunlugu, KU; Ana kdk uzunlugu, SS; Sacak sayisi

Kontrole gore yaprakta gozlenen veriler bakildiginda bakir tekbasina varliginda
yaprak uzunlugnun azalttigi, bakteri birlikteliginde ise arttirdigr gozlendi. Govde
uzunluguna bakildigina bakteri ve 50 mg bakir kontrollerinde uzunlugu arttirdigi, diger
parametrelrde ise azadig1 gozlenmektedir. Kok uzunluguna bakildiginda kontrole gore
bakir konsantrasyonunu artigina paralel uzunlugun azaldigi, bakteri varliginda ise
arttig1 gézlenmektedir. Sacaklanma sayisinda ise kontrole gore tiim parametreklerde
azalmanin oldugu gdzlendi. Bu sonuclara bakildiginda bakterinin bitki gelisimini metal

varliginda olumlu yonde etkiledigi sdylenebilmektedir.

Bakir yoniinden kontrol grubu ile diger faktorler istatistiksel (ANOVA) olarak
karsilastirildiginda tiim test edilen ozellikler acisindan hepsinde p<0,01 seviyesinde
onemli farkliliklarin var oldugu belirlendi. Bu degerlerde yapilan korelasyon analizi

Tablo 23’de verilmistir.

Toplam gruplar arasinda bakir varliginda ve yoklugunda misir bitkisi gelisimi
tizerine olan total etkinligine bakildigi zaman kontrol (19,4000) grubuna gore bakir 50
(18,9333) ve 100 mg (17,3143) kontrollerinde azalma oldugu, bakteri kontroliinde
(19,7667) ise kontrole gore artma oldugu goézlendi (Sekil 28). Bakteri bakir
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birlikteliginde ise her iki (50 ve 100 mg) konsantrasyonlarda kontrole gore arttirdigi
gozlendi (p<0.01).

Tablo 23. Misir gelisimi deneyinde gruplar arasindaki korelasyon iligkisi.

Kont- Bakteri Cu50 Cul00 Cu50Bakteri Cul00 Bakteri
rol Misir Maisir Misir Misir Misir
Kontrol Pearson Correlation 1 902" 859" 805" 905" 887"
Sig. (2-tailed) ,000 ,000 ,000 ,000 ,000
N 96 96 96 32 96 96
Bakteri Pearson Correlation 1 ,902™ 855" 932” 915~
Misir  gjg. (2-tailed) ,000 ,000 ,000 ,000
N 96 96 32 96 96
Cu50  Pearson Correlation 1 904" 893" 897"
Misir gjg. (2-tailed) ,000 ,000 ,000
N 96 32 96 96
Cul00 Pearson Correlation 1 ,906™ 844"
Misir gjg. (2-tailed) ,000 ,000
N 32 32 32
Cu50  Pearson Correlation 1 955"
Bakteri  sjq. (2-tailed) ,000
Misir N 9% 9%
Cul00 Pearson Correlation 1
Bakteri  sjq. (2-tailed)
Misir N 9%
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Deney gruplan
Sekil 29. Misir gelisimi deneyinde, bakir varliginda ve yoklugunda toplam veri
analizinin grafikleri.
Gruplarin veri parametrelerini kendi i¢inde karsilagtirdigimizda ise genel veriye
benzer iliski oldugu gozlendi. Buna gore parametreler arasinda kontrole gére 50 mg
bakir varliginda gelisimin bir miktar etkilenmedigi, 100 mg bakir varliginda daha da

diistiigti, bakteri varliginda ise bu verilerin olumlu yonde artis gosterdigi belirlendi.
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Sekil 30. Misir gelisimi deneyinde, bakir varliginda ve yoklugunda tim gruplarin
toplam veri analizlerine gore olusturulan grafikleri.

3.7. Musir ve Bakteri Iceriklerinde Bakir Miktarlarimin Analizi

Calismada saksi1 diizenegi gruplarinda iiretilen misir bitkisinin bakir uygulamasi
sonucu toprakta bakirin tespiti, yapraklarina ve govdesine alinan bakirin bakteri
varliginda ve yoklugunda ne miktarda oldugunu belirlenmesi amaciyla yapilan
numuneler yas yakma yontemi kullanilarak mikrodalgada yapildi ve atomik absorbsiyon
cihazinda 6lgiimleri alindi. Olgiimler 3 tekrarli yapilmis olup, veriler SPSS 21 istatistik

programinda degerlendirildi.

Calismada toprakta Cu varligi varyans analizine gore incelendiginde gruplar
arasinda anlamli (p<0.05) fark oldugu, bakteri varliginda kontrolden daha az bakir
icerdigi gozlendi (Tablo 24, Sekil 31). Topraktaki bakir miktar1 konsantrasyon artigina

paralel olarak arttig: belirlendi.
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Tablo 24. Misir gelisimi deneyinde toprak bakir miktari konsantrasyon degerleri.

N Ort. Std. Sap. Std. Hata 95 % ort. giiven arahgi  Min.  Max.
Alt Simir Ust Sinir
Toprak kontrol 3 30,1099 13,57362 7,83674 -3,6088 63,8287 20,67 45,66
Toprak ovit 3 24,7767 4,47305 2,58252 13,6650 35,8883 21,33 29,83
Toprak Cu50 3 235,4350 30,57547 17,65276 159,4813 311,3887 200,16 254,32
Toprak CuS0 ovit 3 137,9389 37,69551 21,76351 44,2980 231,5797 102,66 177,66
Toprak Cul00 3  325,4265 3,19217 1,84300 317,4967 333,3563 322,82 328,99
Toprak Cul00 ovit 3 600,5730 285,60413 164,89362 -108,9070 1310,0530 271,32 781,48
TOPLAM 18 225,7100 227,38574 53,59533 112,6337 338,7863 20,67 781,48
E00,00
T
o
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O 400,00
=]
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Deney gruplan

Sekil 31. Misir gelisimi deneyinde topraktaki bakir miktarlarinin degererleri.

Bacillus sp. 505Y11 susunun topraktaki bakiri kontrole gore absorbe ederek
ortamdaki miktarin1 azaltmistir. Bakir ilavesi arttik¢a deney gruplarinda bakir miktar
yiiksek belirlenmistir. Deney grubu olarak 50 mg bakir konsantrasyonuna bakildiginda
bakteri varliginda kontroliine gore aym sekilde topraktaki bakiri absorbe ederek
ortamdaki miktarin1 azaltmistir. Deney grubunun 100 mg’da ise bakteri varliinda

ortamda bakir miktarimin daha fazla oldugu, absorbansin kontroliine gore azalmis

95

T T T T T T
Toprak kontrol Toprak ovit Toprak Cu S0 Toprak Cu S0  Toprak Cu100 Toprak Cu 100
ovit ovit




oldugunu, dolayisiyla topraktaki bakir miktar1 daha fazla olarak olgiildigi

distiniilmektedir.

Sakst deneyinde muisir bitkisinin bakteri varhifinda ve yoklugunda bakir
absorbsiyonunun incelenmesi agisindan yapilan ¢alismada, koklerdeki varyans analizi

sonucunda anlamli bir farkliligin (p<0,05) var oldugu gozlendi (Tablo 25, Sekil 32).

Tablo 25. Misir koklerindeki bakir miktar ortalamalari ve standart sapma degerleri.

N Ort. Std. Sapma  Std. Hata 95% Ort.Giiven Araligi Min. Max.
Alt Sir  Ust Simir
Kok kontrol 3 69442 1,68593 ,97337 2,7561 11,1322 5,00 8,00
Kok ovit 3 77,7773 2,50186 1,44445 1,5624 13,9923 5,33 10,33
Kok bakir 50 3 18,2769 5,07248 2,92860  5,6762 30,8776 14,33 24,00
Kok bakir 50 ovit 3 20,8323 ,44074 ,25446 19,7374 21,9271 20,50 21,33
Kok bakir 100 3 333352 1,09766 ,63373 30,6085 36,0619 32,17 34,34
Kok bakir 100 ovit 3 44,9426 23,45726 13,54305 -13,3284 103,2137 22,33 69,16
Total 18 22,0181 16,21557 3,82205 13,9543 30,0819 5,00 69,16
50,001
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2 2000+
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Deney gruplan

Sekil 32. Misir gelisimi deneyindeki koklerin bakir miktarlarinin degerlendirilmesi.
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Genel olarak bakildiginda ortamdaki bakir miktar1 arttikga kokteki birikimin
arttigt gozlendi. Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda 100 mg’lik bakir kontroliin
varhigindaki birikimin 50 mg’lik bakir varligindaki birikime gore daha fazla oldugu
gozlendi. Bakteri varliginda ise kokteki bakir absorpsiyonunun konsantrasyon arttikca

bakir birikiminin koklerde arttigi gézlenmistir (Tablo 25, Sekil 32).
Yaprakta en yiiksek bakir absorbsiyonu 50 mg bakir ve bakteri varliginda

gozlendi. En diisiik absorbsiyon ise 100 mg bakir kontrol grubunda belirlendi. Bakteri
varliginda absorbsiyonun genel olarak arttig1 gozlendi (Tablo 26, Sekil 33).

Tablo 26. Misir yapraklarindabakir miktar1 konsantrasyondegerleri.

N Ort. Std. Sap. Std. 95 % Ort. giiven Arahg1  Min. Max.
Hata  Alt Simr Ust Simir

Yaprak kontrol 3 18,8883 1,25112 0,72233 5,7804 11,9963 8,17 10,33
Yaprak ovit 3 76106 1,68616 0,97351  3,4220 11,7993 567 8,67
Yaprak Cu 50 3 95552 48116 0,27780  8,3599 10,7505 9,00 9,83
Yaprak Cu 50 ovit 3 10,5551 1,27280 0,73485  7,3933 13,7169 9,17 11,67
Yaprak Cu 100 3 509049 1,87933 1,08503 1,2364 10,5734 3,83 7,50
YaprakCu 100 ovit 3 18,6107 1,85835 1,07292  3,9943 13,2271 6,50 10,00
Total 18 8,5208 1,96377 0,46287  7,5442 9,4974 3,83 11,67
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Sekil 33. Misir ¢gimlenme deneyinde tiim gruplarda yapraklardaki Cu degerleri grafigi.

Saks1 deneyinde musir bitkisinin bakteri varliginda ve yoklugunda bakir
absorbsiyonunun incelenmesi agisindan yapilan ¢alismada yapraklardaki absorbsiyonun
varyans analizine gore anlamli oldugu (p<0.05) gozlendi. Kontrol grubunda bakir
absorbsiyonu, yalnizca bakteri igeren grupla karsilastirildiginda miktarin diistigi
gozlenmistir. Bu sonu¢ 505Y11 susunun musir bitkisinin yaprakta bakir birikimini
azalttig1 veya bakir1 kendi i¢inde absorbe ettigini ve kokte bakteri ile birlikte kaldigin

diistindiirmektedir.

Bakirin 50 mg verildigi gruba bakildiginda yaprakta bakir igerigi bir miktar
arttigi, 100 mg bakirli ortamda ise yapraktaki bakir miktar1 kontroliine gore yiiksek
olmasma ragmen diger tim gruplara gore daha diisilk oldugu go6zlendi. Bakteri
varliginda kontrol grupta yaprak bakir miktarini azalttigi, 50 ve 100 mg bakir varliginda
ise yaprak bakir miktarin arttirdig: belirlendi. Artis 50 mg da daha yiiksek olarak tespit
edildi genel olarak bakterinin bakir absorbsiyonunu arttirdigi, ancak 50 mg bakir
varliginda absorbsiyonun daha yiiksek oldugu gobzlendi. Bunun nedeni metal

toksisitenin arttiginda absorbsiyonun azalmis olabilecegi seklinde diisiiniilmektedir.
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Misir bitkisi i¢in 50 mg bakirin toksik etki gostermedigi, yaprakta yiiksek
konsatrasyonlarda gozlendigi,100 mg’in ise toksik etki gosterdiginden dolayr yapraga
tasinmadigl, bakteri varliginda ise bakir bakteri tarafindan absorbe edilip bitkinin

kullanabilecegi diizeye diislirdiigii diisiiniilmektedir.

3.8. Bakteri Deneyinde Bakirin Atomik Absorbsiyon Analizi Sonuglar:

Calismanin bu asamasinda bakterinin ortamdaki Cu’it ne kadar aldigim
belirlemek i¢in yeni bir deney dizayn edildi. Bu amagla 505Y11 susu, 2,5 mM Cu
iceren ve pH 7.0’ye ayarlanmis BHIB besiyerinde 36 °C’de 120 rpm’de 72 saat biiyiik
hacimlerde kiiltiir yapild1 (Tablo 27, Sekil 34). Kiiltiirler inkiibasyondan sonra 10 g’de
santriflij ile ¢oktiiriildii. Sedim ve siipernatant kisim ayrilarak atomik absorbisyon

analizi i¢in stoklandi.

Calismada Cu ilaveli ve ilavesiz sivi (BHI besiyeri) ortamda 505Y11 susunun
kiiltiirli yapildiginda; kontrol grupta besiyerinin i¢inde bulunan minimal miktarda bakir
varligindan dolayr hem sivi hem de pellette bakir varligi diisiikk olsada gézlenmistir.
Kontrol grubunda Bacillus sp. 505Y11 susu besi ortamindaki bakir1 kullanmak
amaciyla ya da sadece absorbsiyon nedeniyle biinyesine almis oldugu, dolayisiyla

pellette ki bakir miktar1 daha yiiksek gozlendigi belirlenmistir.

Tablo 27. 505Y11’in sivi ortamda bakir baglama/indirgeme kapasitesi ve atomik
absorbsiyon 6l¢iim ortalama degerleri.

N Ort. Std. Sap. Std. Hata 95 % Ort. Giiven Aralhig Min. Max.
Alt Simir Ust Stmir

505Y11 sivi 3 4,499 ,928 ,536 2,195 6,804 3,667 5,500
505Y11-Cu siv1 3 2270,415 442,293 255,358 1171,697 3369,131 1921,13 2767,74
Cu sivi 3 353,061 33,747 19,484 269,228 436,891 325,61 390,74
505Y11pellet 3 42,099 8,472 4,892 21,054 63,144 36,165 51,801
505Y11-Cu pellet 3 1421859 929,197 536,472 -886,393 3730,112 716,35 2474,68
Total 15 818,386 999,388 258,040 264,944 1371,829 3,667 2767,74

Sivy; Kiiltlirden sonraki siipernatant kisim, Pellet; Coken sedim (Bakteri) kismu

Besiyeri ortamana 2 mM bakir ilave edildiginde sivi ortamindaki bakir miktari

ile pelletin bakir miktar1 arasinda dogru orantili olarak bakir artis1 gézlenmektedir. Bu
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sonu¢ bakterinin ortamdaki bakir konsantrasyonunun artmasiyla bakir baglama ya da

adsorblama kapasitesinin de 6nemli dl¢lide arttigini goéstermektedir.

2.500,0007

2.000,000-]

1.500,000—]

1.000,000-]

Bakteri Cu igerigi (ppm)

500,000

 —
T T T T
S05%11 korntral s SO5Y11+CUu = S05%11 pellet kortrol SO5%11+Cu pellet

0,000

Deney gruplari

Sekil 34. Bakteri kiiltiirlerinde bakir miktarlarinin ISPO 6l¢iim degerlendirmesi.
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4. TARTISMA VE SONUCLAR

4.1. Bakterilerin Tanimlanmasi

Bu calisma, Ovit yaylasindan Ekim 2013 - Mayis 2014 tarihleri arasinda alinan 5
orkide yumrusu topragindan, alinan toplam 20 adet Gram pozitif bakteri ile yapilmigtir
(Tablo 9). Ornekler geleneksel yontemlere gére 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 6zelligi pozitif bakteri oldugu, oksijen gereksinimine gore aerobik ve fakiiltatif
anaerobik bakteri olduklar1 gbzlendi (Tablo 6). Tim bu o6zellikler toprak florasinda
bulunan gram pozitif bakterilerin genel ozellikleri oldugu ve suslarimizin Bacillus

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

Bakterilerin karakterizasyonu ve tiir tanilarinin yapilabilmesi i¢in biyokimyasal
ozelliklerine bakildi. Izole edilen suslarin birinde giiclii sitrataz, 2’sinde giiglii iireaz,
3’linde amilaz, cogunda gii¢lii lesitinaz ve jelatinaz enzimlerini iiretme aktiviteleri
belirlendi (Tablo 7). izolatlarin ¢ogunda bir aminoasit olan triptofan1 ayristirarak indol
meydana getirebilme yetenegi kazandiran triptofanaz, katalaz (hidrojenperosid
oksidorediiktase), nitratlar1 rediikte edebilme yetenegini veren nitrogenaz ileglikozun
fermentatif yolla organik asitlere metobolize edebilen enzim aktivitelerine sahip
olduklar1 belirlendi. Jelatini hidrolize eden jelatinaz sentez yetenegi, bakterinin
ekstraselliiler protein karakterinde bir madde olan jelatini iki asamada (6nce polipeptide
sonra aminoasitlere) par¢alamasini saglar. Lesitinaz ve fosfolipaz enzimleri lipoprotein
komplekslerini hidrolize edilebilme yetenegini kazandirir. Urenin hidrolizasyonu da
spesifik bir enzim olan {ireaz tarafindan katalize edilerek sonunda 2 molekiil amonyak
ve karbondioksid meydana getirilir. Sitritaz (sitrat oxalasetat-liyaz) veya sitrat demolaz
enzimi araciligiyla ortamdaki sitrati pargalayarak piruvat olusturur (Coneman vd.,
1997). Dolayisiyla bu enzim aktivitelerinin varligi bakterinin ¢evre kosullarinda daha

kolay yagamasinisaglar.

Yapilan c¢alismalarin  ¢ogunda Bacillus izolasyonu topraktan, besinsel

kaynaklardan ya da bitkisel kaynaklardan elde edilmistir. Cesitli sebeplerden dolay:
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fungusitlerin kullaniminin istenmeyen sonuglar dogurmasi ve ekonomik olmamasi
sebebi ile de alternatif arayislarina baglanmistir. Bundan dolay1 da biyolojik kontrol
cazip bir duruma gelmistir. Biyolojik kontrolde Bacillus genusu bakteriler iizerine
dikkatleri yogunlastirmistir. Bacillus tiirlerinin biyolojik kontrol ajani olarak cazip
olmasmin sebepleri, toprakta bol miktarda bulunmalari, ¢esitli biyolojik aktif
metabolitlerin liretimi ve sabit sicaklik direngli spor formlarini olusturma yetenekleri

olarak rapor edilmistir (Silo Suh vd., 1994).

izole edilen bakterilerin farkli fiziksel kosullarda hayatim1 idame ettirebilme
yeteneklerinin belirlenmesi igin bir dizi fiziksel 6zellikleri test edildi (Tablo 8). Bu
testlerden NaCl testi bakterilerin ortam tuzluluguna olan toleranslar1 i¢in incelenmis ve
suslarin % 10 tuz varliginda 3 sus (506, 505Y2 ve 505Y13) hari¢ ¢ogunun (% 85)
tireme yetenegine sahip olduklari, 505Y12 izolatinin isegok iyi tredigi belirlendi.
Ortamda % 15 tuz varliginda ise 10 (% 50) susun iiredigi, bunlardan 3’l zayif, 4’0 iyi
tireyebildigi ancak ti¢ susun (508, 505Y10 ve 505Y11) ise ¢ok iyi iiredigi gézlendi. Bu
sonuglar gostermektedir ki 6zellikle 508, 505Y10 ve 505Y11 nolu suslarin tuzlu
topraklarda rahatlikla {ireyebilecegi ve ortama adapte olabilecegi gozlenmektedir.
Halofilik ortamda iireyebilen bu bakteriler tuz konsantrasyonunun yogun oldugu

topraklarin biyoremidasyonunda basaril1 olarak kullanilabilecekleri diisiiniilmektedir.

[zolatlarimizin  biiyiik g¢ogunlugu 10 ile 45 °C iyi iireyebilmekte, farkli
sicakliklarda tireme yetenekleri incelendiginde ise 4 izolat hari¢ tiimiinlin genis bir
sicaklik araliginda {ireyebildigi gdzlenmektedir. Ozellikle 146 ve 505Y11 nolu
izolatlarn hem 10 hem de 45 °C sicakliklarda c¢ok iyi lireme gostermesi Onemli
bulunmustur. Farkl sicakliklarda bakterilerin rahat iireyebilmeleri, ekosistemdeki farkl
sicakliklara kolaylikla adapte olmalarini ve rahat iireyip ¢ogalmalarini saglamaktadir.
Genellikle toprak izolatlarinda bu 6zelligin var oldugu, bakteriye ekolojik kosullarda

yasama sans1 kazandirdig1 bilinmektedir.

Calismamizda bir sus (144) disinda tlimiiniin pH 4.5 ile 8.5 araligindaiyi, bazi
suslarin ise ¢ok daha iyi (507, 11201, 1412, 505Y12, 142, 505Y1 ve 505Y13) iireme
yeteneklerine sahip olduklar1 gozlendi (Tablo 8). Sicaklik ve pH gibi gevresel faktorler;

mikrobiyal aktivite iizerine, hedef kimyasallarin biyo yararlinimlar1 iizerine oldugu
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kadar (Benimeli vd., 2007), onlarin optimizasyonunda da giiclii etkinliklere sahiptirler
ve de Kkirleticilerin detoksifikasyon maddelerinin elde edilmesi ig¢in de zorunludur.
pH’nin ve sicakligin gelisimi tizerine etkileri laboratuar ortamindan ziyade dogal
sartlarda ki toprak ekosisteminde iiremeleri {izerine daha etkilidir. Genis pH araliginda
tireyebilen suslarin farkli pH’ya sahip ekosistemlere adaptasyonu miimkiin klacagi i¢in

biyoremidasyonda tercih edilebilirligi arttiran bir 6zelliktir.

Agir metallerin biyosorpsiyon {lzerine ilk ¢alismalar gostermistir ki pH,
biyosorpsiyon islemlerinde etkili olan onemli faktorlerden biridir. Metal katyonlarla
elektronca zengin fonksiyonel gruplarin biyomasta yer alan etkilesimi, ¢evrenin pH
degerinden giiglii bir sekilde etkilenebilmektedir. Absorbsiyon besiyerinin pH’si,
adsorbantin hiicre duvart iizerine fonksiyonel gruplarin iyonizasyon durumuna ve metal
iyonlarinin ¢oziiniirliigiine etkilidir. Yiiksek proton konsantrasyonlarindan dolayr asiri
asidik kosullarda, hiicre duvar1 fonksiyonel gruplari protonlar ile yakindan iligkilidir ve
baglanma bolgesinde artan pozitif sarj yogunlugunun bir sonucu olarak metal

iyonlarinin yaklagimi kisitlanir.

Hafez vd., (2002) tarafindan yapilan bir ¢alismada Bacillus licheniformis duvar
yiizeyi pH 2.0°de negatif elektrostatik yiiklii oldugu, hiicre duvar yiizeyi pH 4.5 ve 6.5
araliginda metal iyonlarinin pozitif yiiklii olanlar1 adsorbe ettigi bildirilmistir. Boylesi
calismalar, metallerin  uzaklastirilmasinda  baslica  mekanizmanm,  Bacillus
licheniformis’de oldugu gibi hiicre duvarindaki iyonlarin absorbsiyon yetenegi

oldugunu gostermektedir.

Calismada izole edilen sporlu bakterilerin geleneksel yontemlere gore tiir tanilar
yapild1 ve tiir dagilimlar1 Tablo 9 ve 10°da verilmistir. Toplam 20 izolattan 9’u yalnizca
cins diizeyinde tanimlanirken 7 farkl: tiir belirlendi. izolatlarin 4°ii B. mycoides, 2’si B.
insolitus, birer adet B. globisporus, B.thuringiensis, B. laterosporus, B. licheniformis ve
B. marinusolarak tanimlandi. Belirlenen izolatlarin tiimiiniin beklendigi gibi The
Prokaryotes kaynagina gore toprak kokenli bakteriler oldugu gozlendi (Slepecky ve
Hemphill, 2006).
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Bitki gelisimini tesvik eden, bakir toleransi yiiksek ve bundan sonraki
asamalarda kullanilmasi diisiiniilen ii¢ izolatin (501, 509 ve 505Y11) molekiiler (16S
rRNA sekans analizi) yontemler kullanilarak tiir tanilariin dogrulanmasi hedeflendi.
Ancak 501 izolat1 B. mycoides ve 509 izolat1 B. thuringiensis olarak dogrulanirken,
505Y11 izolat1 Bacillus sp. seklinde tiirii molekiiler yontemlerde belirlenemedi (Tablo
9 ve 10).

Bazi aerobik spor olusturan bakterilerin biyolojik kontrol ajanlar1 olarak
kullanilmalar1 igin iyi bir aday olduklar1 ve bir¢ok avantajlara sahip olduklari
bilinmektedir. Ilk olarak, bu bakterilerin bir bdcek 6ldiiriicii ve antimikrobiyal
bilesiklerin birkag farkl tiiriinii iiretebilirler. Ikincisi olarak konak bitkinin biiyiime ve
savunma yanitlarina neden olurlar. Ayrica, Bacillus tiirlerinin spor iiretebilir olmalar
nedeniyle olumsuz g¢evresel kosullarina direnmeye, kolay formiilasyon ve ticari {irlinler
(Schallmey vd., 2004; Francis vd., 2010) gelistirmeye ve de depolamaya elverisli
mikroorganizmalardir. Bacillus tiyeleri mikrobiyal pestisitler, fungisitler ya da giibreler
olusturabilmeleri agisindan yararli bakteriler arasinda yer alirlar. Bacillus tabanli
rtinler bitki sagligi i¢in mikrobiyal iriinlerin en 6nemli sinifin1 temsil ederler ve

piyasada kullanlar1 yaygin olarak mevcuttur (Jacobsen vd., 2004; Frave, 2005).

4.2. Bitki Gelisimini Tesvik Eden Ozellikler

Calismada i1zole ve identifiye edilen suslarin bitki gelisimini tesvik eden bakteri
(PGPR) olup olmadiklarimin belirlenmesi amaciyla siderofor ile amonyum iiretimleri,

fosfat ¢oztiniirliigii ve ACC deaminaz aktiviteleriarastirildi (Tablo 11).

Mikroorganizmalar, pek c¢ok bitki ve bazi yiikksek organizmalarinyeterli
beslenebilmeleri i¢in gerekli olan demiri karsilamak i¢in siderofor,(demir tasiyici)adi
verilen diislik molekiil agirlikli demir selatorleri tiretirler (Neilandds, 1995). Bu amagla
bakteriler, siderofor iiretim yeteneklerinin belirlenmesi igin Chrome azurol-S (CAS)
agar metodu ile test edildi. Bacillus sp.1412 susu hari¢ tiimiinde siderofor iiretimi
belirlendi. izolatlarin 2’sinde diisiik (<10), 10’nunda orta (10-20 mm) diizeyde ve
7’sinde gliclii siderofor liretimi (>20) yetenegi tespit edildi. En yiiksek aktivite sirasiyla
B. mycoides 506, B. globisporus 505Y 13 ve Bacillus sp.11201 suslarinda (sirasiyla 48,
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45 ve 43 mm) gozlendi (Sekil 2). Toprak mikroorganizmalari tarafindan iiretilen enzim
olan ACC deaminaz, bitki gelisimini tesvik yoluyla bitkinin tirettigi ACC’nin yarilmasi
ve ayrilmasmi saglar. Boylece bitki etilen orami biiyiik Olgiide diisiiriiliir. Etilen
seviyesinin azalmasi bitkinin ¢ok ¢esitli ¢evre streslerine kars1 daha dayanikli olmasini

saglar (Glick, 2005).

Toprakta fosfor, genel olarak fazla miktarda (400 — 1200 mg/kg) olmasina
ragmen ¢oziinmeyen formda olmasindan dolay1 bitki gelisimini desteklememektedir. Bu
¢oziinmeyen fosfat hem apatite 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 énemlidir (Rodriguez ve
Fraga, 1999; Richardson, 2001). Calismamizda test edilen suslarin % 30’unun (6’s1) 8
ile 14 mm araliginda zon ¢ap1 olusturarak fasfat ¢6zebildigi gozlendi. En gii¢lii aktivite
Bacillus sp. 11203 (14 mm) ve B. mycoides 144 (12 mm) suslarinda goézlenmis olup
diger suslarda benzer (8-9 mm zon) olarak (141, 142, 505Y10 ve 11201 suslar) aktivite
gozlenmistir (Tablo 11, Sekil 3).

Kirkby ve Mengel, (1967) bitkiler tarafindan alinabilen, bitki gelisimini
destekleyici en iyi ve tek azot kaynagmin amonyum veya nitrat oldugunu
bildirmislerdir. Bu amagla yapilan amonyum iiretim testine gore tiim suslarda amonyum
tiretimi varlig1 saptanirken, ozellikle 6 susta oldukca giiglii (3+) aktivite var oldugu
belirlenmistir (Tablo 11 ve Sekil 4).

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 biiytime diizenleyicisi olarak islev gorebilir. Etilenin
0,05 uL/L gibi diisik konsantrasyonlarda bile atfedilebilen biyolojik etkileri
gozlenmistir (Abeles vd., 1992). Toprak mikroorganizmalari tarafindan tretilen ACC
deaminaz gibi enzimler bitki biliylimesini tesvik ederek bitkide sekerlestirici ve
ayristirict ACC iiretebilir ve bodylece bitkinin etilen seviyesini diisiirebilir. Etilen
diizeyinin azalmasi bitkinin cevresel streslerin bir yelpazesine karsi daha dayanikli

olmasmi saglar (Glick, 2005). Suslarin birinde zayif olmakla birlikte toplam 6’sinda
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ACC deaminaz iiretimi belirlenmistir (Tablo 10, Sekil 6). Indol asetik asit iiretim
yetenekleri spektrofotometrik yontemle Ol¢iilmiis olup orneklerin 6’sinda iyi, {igiinde

(508, 146 ve 505Y12) ise ¢ok iyi diizeyde aktivite tespit edildi (Tablo 11, Sekil 5).

Bitki gelisimini destekleyen oOzellikler agisindan bakildiginda, dort (fosfat
¢ozlinirligi, ACC deaminaz, Siderofor ve amonyum firetimi) aktivitede de pozitifligin
gozlendigi sus sayisinin ti¢ (Bacillus sp. 11201, B. insolitus 142 ve Bacillus sp. 11203)
oldugu testpit edildi. Genel olarak bakildiginda suslarin siderofor (7-43 mm) iiretim
yetenekleri ve amonyum (1-3+) ¢oziiniirliikklerinin iyi oldugu sdylenebilir. Bu sonug
gostermektedir ki bu bakterilerin, izole edildikleri yerin de orkide topragi oldugu
diisiiniiliirse, bitki gelisimini tesvik eden bakteriler olan rizoid bakteriler olduklar

dogrulanmaktadir.

Insan niifusunun diinya capindaki artis1 ile birlikle olusan niifus baskisi kiiresel
gida iiretiminin yakinda diinyanin tiim insanlarini beslemek icin yeterli olmayacagini
gostermistir. Bu nedenle tarimda verimliligi 6niimiizdeki yillarda gerekliliginin yaninda
Oonemi daha da artacagi diisliniilmektedir. Bu amagla tarimsal uygulamalar ¢evre dostu
bir yaklagimla siirdiiriilebilir olarak ilerlemektedir. Boylece trasjenik bitkilerin tarimda
kullanim1 bitki gelisimini ve ana tarimsal uygulamanin bir pargasi olarak bakteri tesviki
niteligini tasimaktadir. Bitki biiylimesini tesvik eden bakterilerin kullanimi, tarimda
kimyasal giibrelerin ve tarimsal bocek ilaglarinin kullanimi yerine daha ekonomik ve
cevre dostu alternatif bir metottur. Bakterilerin, organik ve mineral fosfat ¢ozintrligi
ile diger bitki besin maddelerinin mineralizasyonu alimini artirabilmekte (deFreitas vd.,
1997; Cakmake1 vd., 1999, 2001; Sahin vd., 2004).

Siderofor, 1,3 glukanaz, kitinaz, antibiyotik ve siyanit iiretimiyle patojenik
mikroorganizmalara karsit inhibitdr etki gostererek, dolayli olarak bitki gelismesini
tesvik edebilmektedirler (Dobbelaere vd., 2003). Bakterilerce serbest azot fiksasyonu,
indol asetik asit, gibberellik asit ve sitokinin gibi hormonlarin {iretimine ilave olarak,
bitki tasima sistemi ve iyon aliminin tesvik edilmesi, gelismeyi artirdigi bildirilmektedir

(Dobbelaere vd., 2003; Aslantas vd., 2007; Cakmakg1 vd., 2006, 2007).

106



Hussen (2003) tarafindan yapilan bir ¢calismada, Azotobacter vinelordii Mac 259
ve Bacillus cereus UW85 suslarinin dahil oldugu 14 toprak bakteri izolatinda, PGPR
Ozellikleri in vitro olarak incelenmis 6’sinde giicli IAA iretimi, 4’tinde fosfat

¢Oziindiiriilliigii ve 7°sinde siderefor (Fe-III kenetleme maddesi) iiretimi belirlenmistir.

Furnkranz vd., (2009) tarafindan Bolivya’da 54 bakteri susunda yapilan
calismada % 19’unu diazotrof, % 41’1 fosfat ¢oziicii, % 10’u etilen Onciilii madesi olan
ACC iiretebilen ve % 17’sinin fitohormon (IAA) sentez 6zelligini sergileyen bakteri
olarak tanimlamistir. Rizoid bakteriyal suslarin sadece kiigiik bir kismimin in vitro
deneylerde bitki patojen Ozelligi gostermistir. Diger biiyiikk kismi ise bitkiye katki

saglayan ya da herhangi bir olumsuz etkinlik géstermedigi bildirilmektedir.

Bitki bakteri iligkilerinin degerlendirilmesi ve PGPB o6zellik veren suslarin
secilmesi tarimsal amacli yeni mikrobiyal asilarin gelistirilmesi i¢in emsal
saglayabilecegini diislinliyoruz. Bu agidan calisma sonuglarimizin énemli oldugu ve bu

suslardan bir veya bir kacinin PGPR olarak kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.

4.3. Bakterilerin Metal Toleranslarimin Belirlenmesi

Calismada mikroorganizmalarin metal toleranslar1 arastirilmasi hedeflendi. Bu
amagla 5 farkli metal (Ag, Fe, Cu, Pb ve Zn) varliginda iireyebilme yetenekleri, kati
agar ortaminda arastirild1 (Tablo 11). Test edilen bakterilerin tiimiiniin demir varliginda
ve 10 mM gibi yiiksek konsantrasyonlarinda etkilenmedigi hatta daha 1y1 gelistikleri
gozlendi. Bilindigi iizere demirin bakteriler i¢in zorunlu element olup, test edilen

konsantrasyonlarin ¢ok ¢ok tlizerinde ancak toksik etki yapabilecegi goriilmektedir.

Calismada toplam 11 susun kati agar ortamindaki giimiis varliginda
iireyebildikleri, 508, 146, 141, 505Y11, 142, 505Y1 ve 509 nolu suslarin ise yiiksek
konsantrasyonlarda da (10 mM) iyi {iredikleri gozlendi. Giimiis varliginda kiiltiir
edilmis petri kaplart oda 1sinda bekletildiklerinde ise biiylik ¢ogunlugunda tiim
konsantrasyonlarda olmak {izere kirmizidan berrak agilmaya kadar degisen renk
degisimi ve zon olusumlart gozlendi (Tablo 13, Sekil 7). Bu renk degisimini

muhtemelen bakir1 indirgemis formundan kaynaklanmis olabilecegi, agilma olmanin ise
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besiyerine renk veren bakirli bilesigin bakteri tarafindan adsorbe edilmesinden dolay1
olusmus olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu konuda daha detayli ¢aligmalarin yapilmasi

gerekmektedir.

Kefeng ve Ramakrishna (2011) yaptiklart ¢alismada, misir ve aygicegi bitkisini
bakir varliginda bakteri inokiilasyonuyla birlikte iiretmisler ve her iki bitkinin bakir
alimi bakteri birlikteliginde 6nemli diizeyde (p<0.05) artis oldugu bildirilmektedir.
Belirli bitki tiirleri tizerinde rhizoremidasyon etkinligi, topraktaki agir metallerin
biyoyararlanimlarina ve bitki kok rizosferinde bitki ve metal direngli
mikroorganizmalarin arasindaki etkilesimine baglidir. Misir bir dereceye kadar bakir
toleransina sahip ve diger arastirmacilar tarafindan da, bakirla kirlenmis topraklarin

fitoremedasyonunda kullanilmaktadir (Chiu vd., 2005; Murakami ve Ae, 2009).

Kati agar ortaminda yapilan bakir tolerans testinde suslarin timiinde, genel olarak
en az bir konsantrasyonda iireme gosterdigi, 15 susun ise 5 mM ve {izeri
konsantrasyonlarda iyi iireme gosterdigi belirlendi. Ozellikle 503, 505Y13 ve 509
nolu suslarin yiiksek konsantrasyonlarda ¢ok iyi (2-3+) tredigi belirlendi. Bakir
varliginda iireyen kolonilerin oda 1sisinda bekletildiginde, besiyerinin maviden seffafa
degistigi, kiiltiiriin renginde bariz olarak renk degisiminin olmadigi gozlendi (Tablo 13,
Sekil 7). Ancak oda 1sisinda plaklar 30-40 giin gibi uzun siire bekletilmesi sonucunda
ise kolonilerin bariz olarak karardiklar1 izlendi (Sekil 8). Bu durumun muhtemelen

metal tuzlarn bekledik¢e bakteri yiizeyinde birikerek ya da bakteri metalleri yiizeyine

adsorbe ederek indirgenmis ve renk degisiminin olugsmus olabilecegi diisiiniilmektedir.

Kat1 agar ortaminda kursun varliginda tiremeye bakildiginda, suslarin tiimiiniin
iireyebildigi, biiylik cogunlugunun (15 sus) ise 5 mM ve lizeri konsantrasyonlarinda iy1
iireme yetenegine sahip olduklar1 belirlendi (Tablo13, Sekil 7). Kursunlu besiyerinin
renginde degisme olmazken oda 1sinda bekletilme esnasinda bazi suslarda bakteri
kolonilerinde kararmalarin varligi tespit edildi. Bu muhtemelen metal ve bakteri

etkilesiminden kaynaklandig: diistiniilmektedir.

Sidduquee vd. (2013) calismalarinda, 3 farkli Trichoderma tiiriiniin farkli
metallere olan direncleri test edilmis, Ni ve Pb’de 1200 mg/L tolere edebildikleri, diger
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funguslarla karsilastirildiginda ise sivi ortamda Trichoderma harzianum susunun Ni, Pb

ve Cu maksimum toplayabilme 6zelligine sahip oldugunu bildirmislerdir.

Kati agar ortaminda ¢inko varliginda yapilan ekimlerde suslarin ¢inko
toleranslariin diger metallere gore daha diisiik oldugu, suslarin cogunlugu en iyi lireme
2.5 mM’da gosterdikleri izlendi. Ureme en fazla 5 mM (8 adet susta) Zn varliginda
gozlenirken 10 mM’da konsantrasyonlarinda treyebilen suslarin olmadigibelirlendi
(Tablo 13, Sekil 7). Bu sonug¢ bakterilerin Zn toleransinin diisiik oldugunu

gostermektedir.

Kati ortamda yapilan Cu diliisyonunda suglarin  timi 3,12 mM
konsantrasyonlarda ireyebildikleri, 12,25 mM Kkonsatrasyonlarda etkilenmeye
bagladiklart ve 50-100 mM konsatrasyonlarda ciddi (10-16 mm) olarak inhibe olduklari
gozlendi. Test edilen 6 adet sustan en duyarlis1t 501, en direnglisi 11201 ve 505Y11
suslart oldugu gozlendi. Bakir MIC konsantrasyonlart incelendiginde 11201 susunun
bakira en direngli (25 mM/L) sus oldugu, kontrol sus olarak kullanilan B. subtilis
W168’in 6,3 mM/L’de etkilendigi, ancak diger tiim suslarin ise 12,5 mM/L
konsantrasyona dire¢li olduklar1 belirlendi. Suslarda bakirin bakterisit konsantrasyon
(MBC) degerlerine bakildiginda ise, SO5Y1 susu hari¢ diger suslarin birbirine benzer
olarak 50 mM/mL konsantrasyonlarinda oldugu gozlendi (Tablo 14). Tablo sonucuna
genel olarak bakildiginda segilen suslarin tiimiiniin mevcut kaynaklardaki Cu tolerans

degerleriyle kiyaslandiginda daha direncli olduklar1 gézlenmistir.

Malko¢ vd. (2009)’in yaptigi calismada, seramik endiistrisi aritma suyu
camurundan Bacillus megaterium ve Bacillus cereus’unda bulundugu metale direngli
(87,9 ng/g Cr, 14,6 pg/g Cu, 9,7 ng/g Hg) toplam 13 tiir bakteri saflagtirmiglar. Metaller
cesitli mekanizmalar yoluyla mikroorganizmalar tlizerindeki toksik etkilerini ortaya
koysalar bile metale dayanikli bakteriler kirlenmis alanlardan hayatta kalabilir ve

biyoremidasyon uygulamalar i¢in kullanilabilir olduklar: tespit edilmistir.

Selvi vd. (2012) yaptiklar1 bir ¢alismada, Giliney Hindistan’da, agir metal (Zn,
Cu, Cr, Hg ve Pb) direngli bakterileri izole ederek tanimlanmasi ve karakterizasyonunu

yapilmislardir. Bu ¢alismada BHIA besi ortaminda toplam 50 adet izolattan 10-80 ppm
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araliginda metal direnci arastirilmis, ig¢inde Bacillus sp. nin de bulundugu 5 adet ¢oklu

agir metallere direncli sus bildirmislerdir.

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 toleranslarmi MIC yontemiyle c¢alismislardir. Bu
calismada suglarin iigiinde Fe MIC degeri 4 mM, birinde tolerans gozlenmezken 11
susta 0,2-1,2 mM araliginda bildirilmektedir. Ayn1 ¢alismada suslarin bakir MIC
degerleri 0,2-0,8 mM araliginda bildirilmektedir. Bakterilerin en ¢ok ¢inkoya duyarli
olduklar1 (yanlizca 5 susun 0,2-0,8 mM) en yiiksek direncin ise kursuna kars1 tagidiklar
(10 susun 4 mM kursun varliginda iiredigi) bildirilmektedir. Calismamizda suslarin
biiyiik gogunlugu goklu metal direncine sahip olduklar1 tespit edildi. Ozellikle 505Y11,
146, 141, 142, 144, 505Y 1 ve 509 suslarinin test edilen metallerin tiimiine kars1 yiiksek
diizeyde dirence sahip olduklar1 belirlendi (Tablo 13).

Bakterilerdeki metallere karst olan bu degisik diren¢ cevab1 direng
mekanizmalarindaki degisikliklerinden kaynaklanmaktadir (Abou Zeid vd., 2009). Bu
agir metallere direnglilikteki degisiklikler kromozomal, plazmid ya da transpozonlar
aracilt olmaktadir (Gupta vd., 1999; Tenover ve McGowan, 1996; Ghosh vd., 200).
Ancak ozellikle plazmid aracili direncin daha yaygin oldugu (Zolgharnein vd., 2007)
cesitli calismalarda bildirilmektedir.

Calismamizda bakir MIC ve MBC testi yapilan 6 susun (Tablo 14) bakir
varhiginda, yoklugunda ve pH 5.0-7.5 araliginda 48 saat boyunca iireme Yyetenekleri
incelendi ve grafik olusturuldu (Sekil 11-16). Metal varligindan en az etkilenen susun
505Y11 oldugu, bunu 505Y1 susunun izledigi gdzlenmektedir. Ilging bir sekilde
suglarin tlimiinde orta asitli pH olan 6.0-6.5’da iiremenin metalsiz sartlardakine gore
daha diisiik oldugu, diisiik ve yiiksek pH degerlerinde daha iyi iireme yeteneklerine
sahip olduklar1 gozlenmistir. Ozellikle pH 5.5°de ikinci bir logaritmik evrenin olustugu
izlendi. Metal varliginda suslarin genel olarak etkilendigi, diisiik pH degerlerinde daha
cok etkilendigi, bununla birlikte yiiksek pH degerlerinde iyi iiredikleri tespit edildi.
llging bir sonu¢ ise metalsiz ortamda diisiik pH’da (pH 5.0) iyi iireme gosterirken,

metalli ortamda yliksek pH’da daha iyi bir lireme gosterdikleri bulgusudur.
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Sulu ortamlarda metal iyonlarinin uzaklastirilmasinda, bakteri hiicrelerin
kapasitesini; sicaklik, pH ve biyomas konsantrasyonu gibi g¢evresel gelisme kosullar
oldukca fazla etkili olmaktadir (Chen ve Ting, 1995). Mevcut calismamizda da
optimum {iireme 1sinda tiretilen bakterilerin (Tablo 8), Cu varliginda ve yoklugunda pH
ve zaman faktoriine bakildiginda bakterilerin gelismesinde Onemli degisikliklerin
olusturdugu goézlendi (Sekil 11-16). Bu sonuglar literatiir bilgisiyle uyumlu

bulunmustur.

Sonug olarak metal ve farkli pH parametrelerinde en iyi lireme gdsteren susun
505Y11 oldugu ancak diger suslarinda uygulanan fiziksel (pH, sicaklik, besi ortami)
sartlardan cok fazla etkilenmedikleri ve de biyoremidasyon caligmalarinda kullanim
potansiyelleri oldugu ortaya konmustur. Ancak bu konuda daha fazla ¢aligmalara ihtiyag
duyulmaktadir.

Bakir varliginda farkli pH araliklarinda en iyi iireme yetenegine sahip oldugu
gozlenen Bacillus sp. 5O05Y11 susu bundan sonraki denemelerde kullanilmak {izere
secildi. Bakterinin bakiri absorblama yeteneginide ortam sivisinin ne kadar etkili
olabileceginin belirlenmesi amaciyla; su, MHB ve BHIB besi ortamlarinda calisildi ve

de kontrolleri yapilarak standart egrileri olusturuldu (Sekil 16).

Su ortaminda ¢6ziilen Cu’nun 1-10 mM konsantrasyonlarinda diizgiin bir grafik
olustururken, MHB si1v1 besiyerinde bu absorbansin hafif arttigi, ancak BHI sivi
besiyerinde dogrusal artan bir grafik olustugu belirlendi. Bu sonug ise literatiirler de
belirtildigi gibi BHI sivi besiyerinin Cu’yu daha ¢ok absorbe ettigini dogrulamistir.
Kaynaklarda Cu’nun 580-620 nm araliginda absorbans verdigi, grafiklerimizde de bu
aralikta bariz bir pikin var oldugu gozlenmistir. Kontrol besiyerinde (Cu’suz ancak
bakterili ve bakterisiz) elde edilen grafiklerde bu piklerin olmayis1 bu ongoriilerimizi
dogruladigi diistiniilmektedir (Sekil 17). Sonug¢ olarak bakteri kiiltiir ortaminin Cu
absorbsiyonunda 6nemli oldugu, 6zellikle protein igerigi yiiksek olan besi ortamlari
absorbansi arttirdigim1  gézlemledik. Calismalarda bu hususun dikkat edilmesi

gerekmektedir.
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Farkli besiyerlerinde 505Y11 susunun BHI besi ortaminda Cu yoklugunda
(Tablo 18) ve varliginda (Tablo 19) pH 7.0°de Kiiltiir siiresi uzadik¢a absorbans
degerlerinin de arttig1 dolayisiyla kiiltiir stiresinin Cu absorbsiyonuinda pH gibi 6nemli
bir faktér oldugu belirlenmis oldu. Calismamizda da Cu absorbsiyonu zamana bagl

olarak degistigi, siire uzadik¢a absorbsiyonun arttig1, dolayisiyla literatiir caligmalariyla

uyumlu olarak zaman faktoriinlin nemi bir kez daha ortaya ¢ikmis olmaktadir.

Bacillus sp. 505Y11 susunun (3 mM) varliginda farkli pH degerlerinde alinan
spektrumlarda 550-600 nm spktrum araliginda bir pik olustugu ve bu pikin bakira ait
oldugu, inkiibasyon siiresi uzadikga belirlenen pikin daha da arttig1 belirlendi (Sekil 19).
Bu sonug s1v1 kiiltiir ortaminda 5O05Y11 susunun genel olarak genis pH araliginda Cu’1
absorbe edebildigi ancak en iyi absorbansin pH 7.0’de yapabildigi, inkiibasyon siiresiyle

de iliskili olrak absorbansin arttig1 tespit edilmistir.

pH  degeri  biyosorbsiyonun  etkinliginde @ ve  mikroorganizmalara
baglanabilmesinde baslica faktorlerden biridir (Babich ve Stotzky, 1985; Lopez vd.,
2000; Pardo vd., 2003). Elsilk vd. (2014) yaptigi ¢alismada B. anthracis PS2010
susunun bakirin alimini pH 5.0 den 7.0’ye dogru gidildikge arttig1, en iyi alimin pH 7.0-
8.0 araliginda oldugu bildirilmektedir. Bu sonuglar ¢alismamizdaki suglarla elde edilen
sonuglara uyumlu oldugu gozlenmistir. Bakir ve diger metallerin aliniminda zamanla
olan iligkisini incelediginde maksimum alimin Cu, Cd ve Zn’nin 24 saat sonra oldugu,

Co ve Pb’nin ise 18-24 saat araliginda en yiiksek oldugu bildirilmektedir.

Sonug olarak 505Y11 susunun bakiri absorbladigi, absorblama pH degeri

yukarida verilen ¢aligmalarla uyumlu oldugu tespit edilmistir.

4.4, Bakir ve Bakteri Varhginda Misir Tohumunun Cimlenme Basarisi

Bitki gelisimini tesvik eden oOzellikleri iyi, metal toleransi yiiksek ve metal
varhiginda farkli pH araliklarinda iyi tireyebilen 4 adet susun (11201, 501, 508 ve
505Y11) musir ¢imlenmesi iizerine olan etkileri, Cu (1,5 mM ) varhiginda ve
yoklugunda test edildi (Tablo 13). Misir bitkisinin ¢imlenme basarisina bakildiginda
kontrol grubunda 3. giinde % 87,5. giinde % 100 olarak belirlendi. Bakteri varliginda
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¢imlenme basarisi en yiiksek 3. giinde 508, 5. giinde 5SO5Y11, 7. giinde ise 11201 nolu
suslarda tespit edildi. Bakir kontrol grubunda negatif kontrole gére ¢imlenme basarist
daha yiiksek oldugu, 3. giinde % 96,7 ve 5. giinde % 100 ¢imlenmenin gerceklestigi
tespit edildi. Bakir varliginda deney gruplarinda en iyi ¢cimlenme 3. giinde % 100 olarak
505Y11 nolu susunda gozlendi (Tablo 15).

Toksik seviyedeki kirleticilerin polen ¢imlenmesi ve tiip gelisimi iizerinde 6nemli
etkileri vardir. Cd, Co, Cu, Zn, Pb, Fe ve Hg gibi agir metal iyonlarinin polen
cimlenmesi ve tlip biiylimesini engelledigi, polen tiipiiniin ultra yapisin1 bozdugu cesitli

arastiricilar tarafindan rapor edilmistir (Munzuroglu vd., 2000).

Genel olarak ¢imlenme basarisina bakildiginda bakteri varliginda ¢imlenmenin
kontrole gore azaldigi, yalnizca bakir varliginda ¢imlenmenin kontrole gore daha iyi
oldugu, bakir ve bakteri birliklerinde ise ¢imlenme basarisinin kontrollerine gére arttigi
belirlendi. En etkili bakterinin ise 505Y11 nolu susun oldugu goézlendi (Tablo 15). Bu
sonuctan 1,5 mM bakirin varhigi ¢imlenme hizini arttirdigi, bakterinin tek basina
cimlenme hizin1 azalttig1, bakteri +bakir birlikteliginde bakteri susun 6zelliklerine gore

tohumun ¢imlenme hizini arttirabilecegi gézlenmistir.

En yiiksek sagaklanma sirastyla Cu’suz 508 (% 8,9) susu, Cu’lu 501 (% 8,1),
Cu kontrol (% 8,3) ve Cu’lu 505Y11(% 8,1) suslarinda gézlendi (Tablo 15, Sekil 20).
Bakirli ortamda bitkinin metal stresine ugradigi, bakirsiz ortamda ise 508 susundan
kaynakli strese girdigi ve sagaklanma sayisini arttirdigl gozlenmistir. Bakirli ortamlarda
bakteri birlikteligiyle sagcaklanmanin daha da arttig1 (501 susu hari¢) gdzlenmis olup bu
durumun bakteri susunun Ozelliklerine bagli olmakla birlikte sagaklanmay1 arttirdigi
diistiniilmektedir. Bunun nedenlerini, daha kapsamli c¢aligmalar yapilarak ortaya
konmas1 gerekmektedir. Calismamizda bu durumun bakteri tek basina bir faktor

oldugunda bitki i¢in bir stres unsuru olabilecegi diisiincesini ortaya koymustur.
Bacillus sp. 505Y11 varhiginda sacaklanmanin kontrole gore arttigi, bakirla

birliktelikte bu artisin daha yiiksek oldugu ancak metal kontrollerinde daha az oldugu

gozlendi. Bu sonug ise bakteri varliginda metal stresinin azalmis olabilecegi ya da

113



bakterinin bakirt adsorbe ederek bitki alimini azaltmis olabilecegi diisiiniildii (Tablo 15,

Sekil 21).

505Y11 susunun kok boyu ve agirligina bakildiginda bakir ve bakir misir
kontrollerine gore kok agirligimi arttirdigi, ancak uzunluklarini azalttigi belirlendi
(Tablo 15, Sekil 23-24). Bunun nedeni kokiin su tutma kapasitesini arttirmis olabilecegi

diistintiilmektedir.

Kontrol misir govde agirligini ve uzunlugunun (0,119 g ve 3,625 mm) bakteri
varliginda (0,208 g ve 4,41 mm) ve bakir varliginda (misir bakirda sirasiyla 0,129 ve
2,6 mm iken 505Y11+Cu’da 0,371 ve 3,88 mm) seklinde arttirdig1 dolayisiyla bakirin
toksik etkisini notralize ettigi diisiiniilmektedir (Sekil 24).

11201 susunda ise bakir varliginda ve yoklugunda sagaklanmanin ayni
seviyelerde oldugu, metalsiz kontrole gore daha yiiksek, ancak metalli kontrole gore
daha diisiik oldugu izlendi. Bu sonug bakterinin ortamdaki bakirin etkinligini baskilamis
oldugu diger parametreler agisindan degerlendirilmekle birlikte bu konuda daha fazla

arastirma yapilmasi gerektigi diistiniilmektedir (Tablo 15, Sekil 20).

Kok ile govde uzunlugunun (Sekil 23) ve kok ile govde agirhigr (Sekil 24)
verilerine bakildiginda, tek bakteri varliginda (Cu’suz) gévde uzunlugu disindaki tiim
parametrelerde kontrole gore azalma var oldugu, bakir-bakteri birlikteliginde ise bakir

kontrole gore govde ve kok uzunluklarinin daha yiiksek oldugu gozlendi.

501 susunda benzer sekilde bakir varliginda daha yiiksek olmakla birlikte,
yoklugunda da sagaklanmanin yiiksek oldugu, dolayisiyla bu susun bakir1 tolere
edemedigi hatta bakterinin kendisi de tohumda stres unsuru olabilecegi diistiniilmektedir

(Tablo 15, Sekil 20).

501 susunun kok ve govde gelisimi agisindan bakildiginda bakirsiz ortamda,
misir kontrole gore gdvde uzunlugu ile radikul agirliginin daha iyi oldugu, bakir
varliginda da benzer durum s6z konusu oldugu goézlendi. Farkli olarak bakir varliginda

501’in kok agirlig digerlerine gore yiiksek oldugu izlendi (Sekil 23-24).
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508 susunda ise bakteri varliginda sagaklanmanin tiim test edilen bakteriler
arasinda en yiiksek sacaklanma gozlenmesi ve bakir varliginda bu sagaklanmanin
azalmasi ilging olarak degerlendirilmis, bu sus lizerinde daha detayli ¢alismalarin

yapilmasi gerektigi sonucuna varilmistir (Tablo 15, sekil 20).

508 susunun tohum gelisimi {lizerine en etkili sus oldugu govde gelisimi
acisindan incelendiginde kontrole en yakin veri elde edilen sus oldugu goézlendi. 5O8
bakirsiz ortam misir kontrole gore gévde uzunlugu radikiil agirligi ve uzunlugunun daha
yiiksek oldugu gozlendi. Bakir bakteri birlikteliginde ise bakir kontrole goére govde
agirlig, uzunlugu ve radikiil uzunlugunun daha iyi oldugu gozlendi (Sekil 23, 24, Tablo
15).

Misir  bitkisinin ¢imlenmesi ve gelisimini bakirin varligi etkiledigi yani
gelisimini engelledigi gozlenmistir. Kontrol grubunda misir kdk ve govde gelisimi
yiiksek iken, Cu varliginda diisiik oldugu izlendi. Hem bakteri varliginda hemde metal
bakteri birlikteliginde gelismenin en iyi oldugu suslar sirasiyla 505Y11, 508, 501ve
11201 gelmektedir (Tablo 15, Sekil 23).

Sonu¢ olarak bakir varhigr, misirin  ¢imlenme hizim arttirdigini, ancak
cimlendikten sonraki agamasinda gelismeyi engelledigi sonucuna varildi. Bakteri varlig
cimlenmeyi bakirli ve bakirsiz ortamda kontrollerine gore bir kisim parametreler

acisindan olumlu yonde etkiledigi gozlendi.

Calismamizin su ana kadar olan kism1 g6z Oniine alinarak tiim elde edilen veriler
dogrultusunda 5O05Y 11 susunun musir bitkisi gelisimi (saks1 deneyi) lizerine etkinliginin
test edilmesi i¢in en uygun sus oldugu sonucuna varildi. Bununla birlikte diger
suslarinda kullanilabilecegi, ¢linkii petri ortamiyla toprak ortami arasinda ¢imlenmede

onemli farklarin olmasi muhtemeldir.
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4.5. Bakir Varhginda Masir Gelisimi (Saks1 Deneyi) ve Atomik Absorbsiyon
Analizi

Cimlenme deneyi diger bakterilerle birlikte toprak ortaminda da farkli faktorlerle
birlikte denenmesi ve bu sonuglara gore suslarin 6zelliklerinin incelenmesi, durumunda

daha i1yi sonuglarin alinabilecegi diisiiniilmektedir.

4.5.1. Bakir Varhginda Misir Gelisimi Deneyi Sonug¢lar:

Calismanin su ana kadar olan verileri gézden gegerilecek olursa belli 6zellikleri
acisindan 6nemli bulunan suslarin bazilart molekiiler olarak karakterize edildi. Bu suslar
belirlenirken dikkat edilen bazi 6zellikler; sirasi ile amonyum ve siderofor (B. mycoides
501, B. thuringiensis 509, Bacillus sp. 505Y11) ve IAA iiretimleri (509 ) agisindan en
iyi olan suslar belirlendi. Ayrica bu suslarin tiimiiniin gii¢lii lesitinaz (505Y11 ve 509),
azot fikse etme ve jelatinaz aktivitelerine sahip oldugu gozlendi. Sonug olarak 505Y11
susunun test edilen tiim fiziksel parametrelerde c¢ok iyi oOzellikler gosterdigi igin

potansiyel sus olarak se¢ilip sonraki ¢alismalarda degerlendirildi (Tablo 16).

Metal toleransi arastirildiginda (505Y11) susu test edilen tiim metallerin 5-10
mM konsantrasyonlarinda tireyebildigi, 509 nolu susun ¢inko hari¢ (2,5 mM) diger tiim
metallerde 10 mM’da ¢ok iyi iiredigi, SO1 susu ise glimiis hari¢ diger metallerin
varliginda iyi iireyebildigi belirlendi. Bakir (3mM) varliginda BHIB siv1 besiyerinde pH
5.0-7.5 araliginda 48 saat yapilan inkiibasyonda 501 ve 509 suslarmi pH 7.0 ve 7.5’de,
505Y11 susunun ise genel olarak pH 5.5-7.5 araliginda iyi iiredigi ancak optimum
ireme pH 7.0 - 7.5’de oldugu dolayisiyla bu durumun biyoremidasyonda bir avantaj
olabilecegi diisliniildii. Ve tiim bu parametreler ele alindiginda tohum ¢imlenme
deneyinde, ¢imlenme hizin1 en fazla arttiran susun SO5Y 11 oldugu belirlendikten sonra
bu susun bitki gelisiminde kullanilabilecegi dolayisiyla biyoremidant sus olabilecegi

sonucuna varildi.

Calismada misir bitkisinin yetistirildigi toprak ortamin su igerigi agisindan
homolojisini gdstermek istendi ve toprak kuru agirligr ile nem orami 6lciildi. Tim
deneme saksilarinda ayni toprak kullanildigindan dolay1 verilerin homojen oldugu, su

icerigininde % 58-59 araliginda benzer oldugu gézlendi (Tablo 17).
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Kok biyomasinin yas ve kuru agirlik yoniinden incelendiginde ise kontrol
grubunda diisiik oldugu metal ve bakteri uygulamalrinda ise yas ve kuru agirligin arttigi
(kontrol Cu 100 kuru agirlik harig) gozlendi. En diisiik yas ve kuru agirlik kontrol Cu-
100 (sirastyla 1,72 g ve 0,342 g) belirlendi. Bu sonuca paralel olarak koklerin % su
icerigi en diisiik olarak konrol (% 80,1) grubunda belirlenirken diger tiim denemelerde
% 93,3 ile % 95 araliginda degistigi belirlendi. En yiiksek su igerigi % 95 ile Cu-
505Y11°de ve kontrol Cul00’de gozlendi. Tiim bu verilere bakildiginda bakteri ya da
bakir varliginda strese giren koklerin strese karsi cevap olarak su tutma kapasitesilerini

arttirdig1 kanisina varildu.

Misir  gelisimi takip edildiginde 4 hafta boyunca misirlara uygulanan
parametrelerde gorsel acidan onemli bir fark izlenmedigi gozlendi (Sekil 26a, 26b, 27
ve 28). Hasat sonunda tim musir fidanlarinda 4 yaprak olustugu, bazen emin
olunmamakla birlikte bakir miktar1 arttikca rengin hafif sarardigi, kok ve govde

boyunun azaldig1 gézlemlendi.

Misir gruplarin verilerine genel olarak bakildiginda (Tablo 18-22) en uzun
yapragin tiimiinde 3. yaprak oldugu, kontrol grubunda 33,50 cm iken en diisiik bakir
100 kontrolde (31,6 cm) ol¢iildii. Bakteri kontrolde 35,97 c¢cm olgiiliirken bakir 50-
bakteri birlikteliginde 35,27 cm, bakir 100-bakteri birlikteliginde ise en yiiksek (36,27

cm) olarak olgiildi.

Bu sonuglar gostermektedir ki bakteri varliginda yaprak uzunlugunun kontrole
gore daha i1yi oldugu, bakir varlifinda (50 mg’da) yaprak uzunlugunu arttirdigi, 100 mg
da ise (31,6 cm) ¢ok etkileyip azalttigi, bakteri bakir birlikteliklerinde kontrole gore
arttig1 gozlendi. 100 mg bakir tek basina bitki gelisimini engelledigi ancak bakteri bu
gelisimi olumlu yonde arttirdig tespit edildi.

Ana kok uzunlugu bakimindan incelendiginde kontrolde 32,83 cm Ol¢iilmiis,
bakteri varliginda artmis (33,03 cm), bakir kontrolde (50 mg) azalmis (32,50 cm), bakir
50-bakteri birlikteliginde ise en yliksek seviyelere ulasmis oldugu gozlendi. Bu sonug
bakirin bu konsantrasyonu bitkiyi tek basina etkilerken bakteri varliginda olumlu sonug

verdigini gostermektedir. 100 mg Cu varliginda kok uzunlugu en diisiik (31,0 cm) iken,
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bakteri birlikteliginde kontrolden de daha fazla (34,0 cm) arttig1 tespit edildi. Bu durum
ise bakterinin bakir varligini tolere etmekle kalmadigi, kok uzamasina olumlu etki

yaptigini diistindiirmektedir (Tablo 18-22).

Sacak kok sayisi agisindan incelendiginde ise kontrolde ortalama sayr 11,67
belirlenirken bakteri kontrolde 10,3, Cu50 mg da 10,67, Cu50 mg-bakteri birlikteliginde
10,87, Cul00 mg- bakteri birlikteliginde 10,80 ve Cul00 kontrolde 11 olarak belirlendi.
Sacaklanma sayis1 misir ¢gimlendirme deneyinde stres ortaminda arttigi, ancak toprak
ortaminda uygulandiginda ise azaldig1 gézlendi (Tablo 18-22). Bunun nedeni toprak
ekosistemi dogal kosullara daha yakin oldugu i¢in farkli sonu¢ vermis olacagi

diisiiniilmektedir. Bu konuda daha detayli ¢aligmalarin yapilmasi gerekmektedir.

Govde uzunlugu agisindan bakildiginda ise en uzun 6l¢iim sirastyla 11,57 cm ile
Cu50 mg’da ve 11,10 ile bakteri kontrolde gozlenirken tiglincii sirada misir kontrol
(10,77 cm) gelmektedir. Bakir (50) ve bakteri tek basina varliginda gévde uzunlugunu
arttirirken birlikteliginde 9,53 cm seklinde onemsiz bir azalma oldugu gozlendi (Tablo
18-22).

Toplam musir gelisimi verilerine bakildiginda kontrol grubuna gére CuS0 ve 100
mg konsantrasyonlarin gelisimi azalttigi bakteri varliginda kontrole gore daha iyi
oldugu gozlendi (Sekil 29). Bakir-bakteri birlikteliginde total olarak musir gelisimi
parametrelerini  benzer sekilde arttirdign izlendi. Istatistiksel analiz verilerine
bakildiginda ise tiim test edilen ozellikler agisindan p < 0,01 diizeyinde anlamli fark

oldugu belirlendi.

Coklu varyans analizine (Multivaryete testi) gore bakir igin 505Y11grubu ve
Cul00-505Y11grubu arasinda p<0,05 seviyesinde, Cu50, Cul00 ve Cu50-505Y11
arasinda ise p<0,01 seviyesinde 6nemli farkliliklar vardi. R? (R square) degerleri 0,92’in
tizerinde bulundu. Korelasyon degerlerine gore tiim gruplar arasinda p<0,01 seviyesinde

iliski belirlendi.

Bacillus cinsi PGPR 1rklari ile yapilan ¢alismalarda, Bacillusamyloliquefaciens
937a, B. subtilis 937b ve B. pumilus SE34 gibi birgok PGPR 1wrkin1 igeren spor
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formulasyonlar1 karigimi arazi sartlarinda domates bitkilerine uygulanmis, uygulama
yapilan tim bitkilerde 40 giin boyunca Tomato mottle virus (ToMoV) DNA’sinin
varhigi arastirilmistir.  Arastirma sonucunda PGPR'lerin  domateslerde sistemik
dayaniklilik saglayarak, ToMoV yogunlugunu ve hastalik siddetini azaltarak verimde
artig sagladigi gozlemlenmistir (Murphy vd., 2000). Ayni sekilde bitkilerde CMV ve
ToMV’ye karst ISR i¢in 6 yil boyunca (B. amyloliquefaciens 937a, B. subtilis 937b ve
B. Pumilus SE34) PGPR 1rklar1 sera ve arazi denemeleri ile incelenmistir.
Calismamizda da bir¢ok Ozellikleri agisindan iyi olarak belirlenen 505Y11 susunun
arazi kosullarinda da denenerek biyopreparat olabilme 6zelligi arastirilmasi gerektigi

distiniilmektedir.

4.5.2. Misir Gelisimi Deneyinde Bakirin Atomik Absorbsiyonla Belirlenmesi

Calismamizda kullanilan 505Y11 susunun Cu varliginda ortamda ki Cu’yu ne
derece alabildiginin belirlenmesi amaciyla yapilan arastirmada Once yetistirme
topraginda, daha sonra misir kok ve yaprak kisimlarinda depolanan bakir miktarlari
olgiildi (Tablo 24-26). Misir bitkisinin gelistirildigi toprak ortaminda varolan bakir1 ve
Cu uygulama sonrasinda kalan bakirin belirlenmesi bakteri ve misirin ortamdan aldigi
bakir miktarinin hesaplanmast agisindan Onemlidir. Bu amagla Oncelikle misirin
gelistirildigi toprak ortamindaki Cu miktar1 belirlendi (Tablo 24, Sekil 29). Kontrol
gruplarinda toprak kontrol ve toprak ovit (bakteri) gruplarinda birbirine yakin
degerlerde olup sirastyla 30 ve 24 ppm seklinde Cu olgiildii. Aralarinda p < 0,05
diizeyinde anlamli fark olup bakteri varliginda topraktaki bakir miktarinin ortalama 6
ppm kadar azaldigi izlendi. Bu durum bakteri varliginda bakirin azalmis oldugunu,

bakterinin biyoremide etmis olabilecegini gostermektedir.

Topraga 50 ve 100 mg Cu uygulandiginda dogal olarak analiz degerlerinin artmis
(137 - 600 ppm) oldugu belirlendi. Kontrol grubunda oldugu gibi topraga Cu50 mg ve
Cul00 mguygulamalarinda da bakteri varliginda yaklasik % 100°e varan oranlarda
azalma oldugu tespit edildi. Bu sonuglar bakteri (505Y11) varliginda topraktaki bakir
miktart normale gore % 100°e varan oranda elemine edebilmekte oldugu sonucuna
varildi. Dolayistyla 505Y11 susunun iyi bir biyoremidant sus olduguna isaret

etmektedir.
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Bunun nedeni muhtemelen bitki tarafindan Cu aliminin bakteri varliginda
arttirtlmis olmasina bagl oldugu diistiniilmektedir. Zira misir bitkisi de dogal olarak
fitoremidant bir bitkidir. Cu stresinde ortamdaki Cu’yu daha iyi remide ettigi
gozlenmektedir. Bakirli ve bakirsiz ortamda biiyiitilen musir bitkisinin Cu alimi

incelenmesinde iki parametre secilmis olup bunlar misir kok veyaprak kisimlaridir.

Kok kisminda Cu birikimi ile alinan verilerin istatistiksel analizinde p < 0,05
diizeyinde anlamh farkliligin oldugu goézlendi (Tablo 25, Sekil 30). Bakir ilave
edilmeyen kontrol gruplarina bakildiginda toprakta oldugu gibi Cu oraninin koklerdede
az oldugu gozlenmektedir. Ancak topraktakinden ters bir iliski bulunmakta olup bu
sefer kontrol toprakta yetisen misir kokiinde Cu az (6,94 ppm) oldugu bakteri
birlikteliginde ise daha fazla (7,77 ppm) oldugu gozlenmektedir. Bu durumun, Cu50 ve
Cul00 wuygulamalarinda da benzer sekilde goriilmekte olup bakterinin giicli
biyoremidant 6zellige sahip oldugunu gosterdigi sonucuna varildi. Ayrica ortamdaki
bakir miktari arttik¢a bakterinin biyoremidasyon oranininda arttigi; kontrol grubunda %
11,997, Cu50 mg grubunda % 13,98 ve Cul00 mg grubunda ise % 34,8 oraninda bakir
miktar1 kokte artis oldugu gozlendi (Tablo 25, Sekil 30).

Maisir bitkisinin en fazla bakir biriktirdigi ikinci kismi olan yapraklarda ki bakir
miktarina bakildiginda ise biraz farkliliklarin oldugu ve bunlarin da istatistiksel agidan
p< 0,05 diizeyinde anlamli oldugu gozlendi. Yaprak oOlclimlerinde ilk 3 yaprak
degerlendirmeye katilmis olup, 4. yaprak ise isleme alinmadi. Yaprakta ki Cu varligi
govdeye gore c¢ok daha diisiik oldugu, minumum 5,90 ppm ile CulO0 kontrolde
gozlenirken, maksimum deger Cu50-bakteri birlikteliginde 10,55 ppm olarak olgiildii.
Bu sonug¢ ortamdaki Cu konsantrasyonu ne olursa olsun yapraga tasinan oranin sabit
deger araliginda oldugunu gostermektedir (Tablo 26, Sekil 31). Bakteri varlifinda
kontrol grubu yapraklar1 hari¢ diger yapraklarda Cu oraninin daha yiiksek oldugu
belirlendi. Tiim bu sonuglara bakildiginda 505Y11 susunun misir bitkisinin kok ve
yapraklarinda bakir alimini arttirdigi; misirla birlikte kullanimlarinda iyi bir biyo ve fito

remidant ajan olabilecegi sonucuna varildi.

Ores vd. (2013) Bacillus thuringiensis OSM29 susunda yaptiklari bir ¢alismada
pH 1 ile 10 arasinda bakir absorbsiyonu ¢alisilmis, pH 4.5- 8.0 araliginda absorbsiyonun
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iyi oldugu, en iyi absorbsiyonun pH 6.0’da gergeklestigi bildirilmistir. Yasayan
organizmalarin biiyiik ¢cogunlugu Cd ve Cu gibi agir metalleri diisiik pH’da fizyolojik
ozellikleri sayesinde metalleri absorblayabildigi bildirilmektedir (Sar vd., 1999; Ok vd.,
2007). Calisma sonuglarimiz da bu verilerle uyum gostermekte olup bakteri muisir

birlikteliginde metal absorbsiyonunun en yiiksek oldugu tespit edilmistir.

4.5.3. 505Y11 Susunun Sivi Besiyerinde (BHIB) Bakir Absorbsiyonu

Bakterinin sivi ortamda Cu’yu absorblama yeteneginin belirlenmesi i¢in analiz
yapildi. Bu amagla 505Y11 susu en iyi tiredigi pH (7.0), sicaklik (36 °C) ve besiyeri
(BHIB) ortami segilerek yiliksek hacimde {iretildi. Besiyerinde eser element olarak
bulunan bakirin var oldugu, bakteri kiiltiir edildiginde (72 saat) pellet uzaklastirildiginda
sivida kalan bakir miktar1 4,49 ppm/5 mL seklinde hesaplandi. Bu ortamdan alinan
bakteri pelletinde ise (300 mg bakteride) 42,09 ppm olarak yaklasik 10 kati1 daha fazla
Olciildii. Bu sonug bakterinin biyoremidant sus oldugunu, ortamda eser miktardaki
bakirt yogun bir sekilde absorbe edebildigini gdstermektedir (Tablo 27, Sekil 32).
Ortalama 2,5 mM Cu ilave edildiginde kiiltiir filtratinda kalan bakirin 227,41 ppm gibi
yiiksek seviyelerde gozlenirken bakir pelletinde de buna paralel olarak 1421,86 ppm
diizeyinde bakir 6l¢iildii.

Metal biyosorbsiyonunda etkin olarak kullanilacak biyolojik molekiiller oldukga
genis bir spektruma sahiptir. Ozellikle mikroorganizma grubu igerisinde algler de dahil
olmak iizere ¢esitli bakteri, maya ve kiif mantari tiirlerini saymak miimkiindiir (Saglam

ve Cihangir, 1995).

Yiizey adsorbsiyonun fizikokimyasal bir olay oldugu, hiicre duvari bilesenleri
olan birgok biyolojik molekiillerin (polisakkaritlerin, proteinlerin ve lipidlerin) sahip
oldugu fonksiyonel gruplar ile gergeklestigi belirtilmektedir (Ting vd., 1991; Holan,
1993). Bu fonksiyonel gruplarin (amino, karbaksilik, siilfidril, fosfat ve thiol gruplari)
metalleri baglamada farkli affinite ve 6zgiilliige sahip olduklar1 bildirilmektedir (Ting
vd., 1991).
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Diger yandan hiicre duvarinin igerigi olan proteinler, metalleri baglamak i¢in aktif
bolgeler olusturmakta ve metale karsi affinitelerini arttirmaktadirlar. Yiizey aliminda
bazi mikroorganizmalar, yiizeylerinde yiiksek molekiiler agirlikli polifosfatlara
benzeyen gruplari ile metallerle kompleks olusturarak, metali baglayabildikleri

bildirilmektedir (Ting vd., 1991; Scott ve Karonjkar, 1992; Holan, 1993).

Elsilk vd. (2014) tarafindan yapilan bir c¢alismada, Cd, Cu, Co, Zn ve Pb
metallerine degisik oranlarda direngli olan B. anthracis PS2010 susunun MIC degeri
sirastyla 0,6, 2,0, 0,8, 4,0 ve 3,0 mM olarak bildirilmistir. Optimum kosullarda
bakterinin bakir absorbsiyon degeri 2,03 mg/g kuru agirlik olarak bildirilmektedir.

Bazi metallerin 6rnegin bakirin hiicre biiylimesini belli bir derisimden sonra
inhibe ettigi, buna karsin metal baglayici proteinlerin (MTs) sentezini artirdigi deneysel
olarak saptanmistir. Bu ise, metal baglayici proteinlerin yapisina, bu gibi metallerin
yapisal bilesen olarak girdigini gostermektedir (Yazgan vd., 1993; Huang vd., 1990;
Mowil ve Gadd, 1984).

Sonug olarak; metallerin biyolojik yontemlerle uzaklagtirilmasi ve geri kazanima,
kullanilan klasik fiziksel ve kimyasal aritim ydntemlerine kiyasla ekonomik, pratik
olmast; yiiksek verimlilik icermesi nedeniyle tercih edilen bir yontemdir. Bu amagcla
yapilan ¢aligmalarda biyosorbsiyon 6zelligi gii¢lii bakteri ve diger mikroorganizmalar

arastirilmaktadir.

Calismamiz da, biyosorbsiyon 6zelligi giiclii olan yeni bakterilerin belirlenmesi
saglanmis olup, bilime bu alanda da katki saglandigi, tilkemiz ve bdlgemiz biyolojik
kaynaklarindan izole edilen potansiyel biyoabsorblayici bakteri suslarmin bilim

diinyasina sunulmasi agisindan da ayrica bir 6nem tasimakta oldugu diistintilmektedir.

Bu sonuglar gostermektedir ki 505Y11 susunun ortamdaki bakir1 yiiksek oranda
adsorbe/biyoremide edebilmekte oldugu bitki kokiinde ki Cu’nun yaprakta fazla olmasi
dogal olmasina ragmen, koke ata¢ olmus bakterininde kokteki Cu orani artisinda pay1
oldugu sonucuna varilmaktadir. Dolayisiyla 5O5Y 11 susunun iyi bir biyoremidant ajan

oldugu, bu alanda daha ileri ¢alismalarin yapilmasi gerekliligi ortaya ¢ikmaktadir.
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5. ONERILER

Calismada 20 adet rizoit bakteri arastirilip, geleneksel yontemlerle fiziksel ve
biyokimyasal 6zellikleri belirlendi. B6lgemiz orkide topraklarindan elde edilen suslarda
yapilan ilk calisma olmasi, potansiyel biyokontrol, bitki gelisimini tesvik edebilen ve
agir metal direncine sahip biyoremidant suslarin belirlenmesi agisindan énemli olup, bu

amacla yapilan yeni ¢alismalara 6rnek teskil edecegi diisiiniilmektedir.

Bu suglarda calisilmasi gereken daha fazla sayida aktivite (antibiyotiklere
duyarliligi, diren¢ genleri, plazmitleri, antimikrobiyal madde, bakteriyosin ve
bakteriyofaj igerikleri ve bir dizi enzim aktiviteleri gibi) var ve bunlarin yapilacak yeni

calismaklarda 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 aragtirilmalidir.

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 yararl olacagi kanisindayiz.

Calismada yanlizca 5 agir metal test edildi. Oysaki insan ve diger canlilar icin
toksik olan ¢ok sayida agir metal bulunmaktadir. Bakterilerin diger metallere karsi

etkinlikleri de test edilmelidir.

Calisma, mevcut imkanlarla gergeklestirildigi i¢in 20 susun da molekiiler
karakterizasyonu yapilamamis, sadece incelenen 6zellikler agisindan en iyi olan 3 susta
molekiiler karakterizasyon yapilmistir. BAP veya TUBITAK projeleri ile desteklenerek
daha ileri arastirmalarin yapilmasi ve tiim suslarin molekiiler olarak karakterizasyonu

yapilmasi Onerilmektedir.
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Bitki ¢imlenmesi tizerine yapilan ¢alismalarda sadece misir bitkisi test edilmistir.
Bu calismalarin farkl: tiir bitkiler {izerinde de hatta hibrit ya da genetigi degistirilmis
bitkilerde de test edilmelidir.

Misir ¢imlenmesine ve gelisimine olan etkinligi sadece bakir varliginda test
edilmis olup diger agir metallerin de varliginda bu ¢alismalarin laboratuar sartlarinda

test edilmesi gerekmektedir.

Bitki ¢imlenmesi ve gelisimi lizerine yapilan ¢alismalarin daha da gelistirilerek ve
optimize edilerek ayni veya diger suslarin da kullanilarak tekrardan test edilmelidir.

Ayni sonuglar alinan suslarin ise arazi kosullarinda test edilmesi gerekmektedir.

Bakterilerden sadece 5O5Y 11 susu bakir varliginda misir gelisimine olan etkinligi
test edilmistir. Oysaki On c¢alismalarda bu sus kadar hatta daha iyi olan suslarin
bulundugu ve bu suslarin da aym testlere tabi tutulup etkinliklerinin belirlenmesi
gerekmektedir. Bitki bakteri ve bakir birlikteligi ¢alilmalar1 laboratuar sartlarinda test
edilmistir. Bilindigi iizere invitro ve invivo ¢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 rahat¢a iireyebilen, bitki gelisimini tesvik eden
rizoit bakteri (PGPR), agir metalleri zararsiz forma doniistiiren biyoremidant veya
biyoabsorbant ozelliklere sahip suslar olarak karakterize edilmesi gerekmektedir.
Boylece bu suslarin yerli sus ve ticatri preparat olarak biyogiibre {iiretiminde

kullanilmas1 saglanmis olacag diisiiniilmektedir.

Tiim bu sonuglar dogrultusunda uygun bulunan suslarin; genis ¢evre (farkli pH,
sicaklik ve tuz varliginda) kosullarinda rahatca iireyebilen, bitki gelisimini tesvik eden
rizoit bakteri (PGPR), agir metalleri zararsiz forma doniistiiren biyoremidant veya
biyoabsorbant 06zelliklere sahip suslar olarak karakterize edilmesi gerekmektedir.
Boylece bu suslarin yerli sus ve ticatri preparat olarak biyogiibre iiretiminde

kullanilmast saglanmis olacag: diisiiniilmektedir.

124



KAYNAKLAR

Abeles, F.B., Morgan, P.W. and Saltveit, M.E., 1992. Ethylene in Plant Biology, 2nd
ed. Academic Press, New York, ISBN: 978-0-08-091628-6.

Abou Zeid, A, Hassanein, W, Salama, H. and Faht, G., 2009. Biosorption of some
heavy metal 10ons using bacterial species 1solated from agriculture waste water
drains in egypt. Journal of Applied Scienes Research, 5(4), 372-383.

Adesemoyel, A.O., Obini, M. and Ugoji, E.O., 2008. Comparison of plant growth
promotionwith Pseudomonas aeruginosa and Bacillus subtilis in three vegetables.
Brazilian Journal of Microbiology, 39, 423-426, DOI: 10.1590/S1517-
83822008000300003

Aksu, E. ve Yildiz, N., 2004. Heavy Metal Stress and Tolerance of Plants. International
Soil Congress on Natural Resource Management for Sustainable Development.
International Soil Congress on Natural Resource Management for Sustainable
Development, 7-10 June, Erzurum, Turkey.

Albarracin, V.G., Amoroso, M.J. and Abate, C.M., 2010. Bioaugmentation of copper
polluted soil microcosms with Amycolatopsis tucumanensis to diminish
phytoavailable copper for Zea mays plants. Contents lists available at Science
Direct Chemosphere, 79, 131-137.

Alexander, M. 1999. Biodegradation and bioremediation second edition. Academic
Press New York., ISBN-13:978-0120498611.

Altin, N. ve Bora, T. 2005. Bitki gelisimini uyaran kok bakterilerinin genel 6zellikleri
ve etkileri, Anadolu, Journal of Aar1 15 (2) 2005, 87-103.

Antoun, H. and Prévost, Danielle., 2006. Ecology of Plant Growth Promoting
Rhizobacteria. Chapter 1.Canada.

Aslantas, R., Cakmakci, R. ve Sahin, F., 2007. Effect of plant growth promoting
Rhizobacteria on young apple tree growth and fruit yield under orchard
conditions. Scientia Horticulturae, 111, 371-377.

Aydogan, ML.N., Algur, O.M. ve Ozdemir, M., 2013. Isolation and Characterisation of
Some bacteria and microfungus solving tricalcium phosphate. Atatiirk
Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii, Erzurum, 1(1), 11-20.

Aygan, A., 2008. Haloalkalofil Bacillus sp. Izolasyonu, Amilaz, Seliilaz ve Ksilanaz
Enzimlerinin {iretimi, karakterizasyonu ve biyoteknolojik uygulamalarda
kullanilabilirligi. Doktora Tezi, Cukurova Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii,
Adana, Tiirkiye, s.,186, 81.

125



Azevedo, E.C., Rios, E.M., Pukushima, K. and Campos-Takaki, G.M., 1993,
Bactericin production by a new strain of Bacillus subtilis. Applied Biochemistry
and Biotechnology., 42, 1-7.

Babalola, O.0., Osir, E.O., Sanni, A.l., Odhaimbo, G.D and Bulimo, W.D., 2003.
Amplification of 1-aminocyclopropane-1- carboxylic (ACC) deaminase from
plant growth promoting rhizobacteria in Striga-infested soils. African J.
Biotechnol, 2, 157-160.

Babich, H. and Stotzky, G., 1985. Heavy metal toxicity to microbe-mediated ecologic
processes: a review and potential application to regulatory policies. Environ Res.,
36(1), 11-37.

Baker, K.H. and Herson, D.S., 1994. Bioremediation. McGraw - Hill, New York
Vida, Bioremediation an overview. Pure Applied Chemistry, 73, 1163-1172.

Bakker, AW. and Schippers, B., 1987. Microbial cyanide production in the
rhizosphere in relation to potato yield Reduction and Pseudomonas spp. mediated
plant growthstimulation. Soil Biology and Biochemistry, 19 (4), 451-457.

Beauchamp, C.J., 1993. Mode of action of plant growth-promoting rhizobacteria and
their potential use as biological control agents. Phytoprotection, 71, 19-27.

Belimov, A.A., Safronova, V.l., Sergeyeva, T.A., Egorova, T.N., Matveyeva, V.A,,
Tsyganov, V.E., Borisov, A.Y., Tikhonovich, I.A., Kluge, C., Preisfeld, A.,
Dietz, KJ. and Stepanok, V.V., 2001. Characterization of plant growth
promoting rhizobacteria isolated from polluted soils and containing 1-
aminocyclopropane-1-carboxylate deaminase. Can. Journal Microbiol., 47, 642—
652.

Benimeli, C.S., Gonzales, A.J., Chaile, A.P. and Amoroso, M.J., 2007. Temperature
and pH effect on lindane removal by Streptomyces sp. M7 in soil extract. J. Basic
Microbial, 47,468-473.

Bergeron, L., and Burne, R.A., 2001. Roles of fructosyltransferase and levanase-
sucrase of Actinomyces naeslundii in fructan and sucrose metabolism. Infect.
Immun, 69, 5395-5402. DOI:10.1128/1A1.69.9.5395-5402.200.

Bergeron, R.J., Brittenham, G.M., Peter, H.H., Bergeron, R.J., Streiff, R.R,,
Wiegand, J., 1994. A Comparative Evaluation of Iron Chelators in A Primate
Model PERIOD. Bergeron, R.J. and Brittenham, G.M., Ed. The Development of
Iron Chelators for Clinical Use. CRC Press. Boca Raton,. p. 373.

Bharathi, R., Vivekananthan, R., Harish, S., Ramanathan, A. and Samiyappan, R.,
2004. Rhizobacteria-based bio-formulations for the management of fruit rot
infection in chillies. Crop Prot., 23, 835-843. DOI:10.1016/j.cropro.

Bilgehan, H., 2004. Klinik Mikrobiyolojik Tani. Baris Yayinlar1 Fakiilteler Kitabevi, 4.
Baski, [zmir.

126



Bloemberg, G.V., Lugtenberg, B.J.J., 2001. Molecular Basis of Plant Growth
Promotion and Biocontrol by Rhizobacteria. Current Opinion in Plant
Biotechnology 4, 343-350.

Boukhalfa, H. and Crumbliss, A.L., 2002. Chemical aspects of siderophore mediated
iron transport. Bio Metals, 15, 325-339. DO1:10.1023/A:1020218608266.

Boyer, JS., 1982. Plant productivity and environment. Science, 218, 443-448.

Bruins, M.R., Kapil, S. and Oehme., F.W., 2000. Microbial resistance to metals in
theenviroment. Ecotoxicology and Enviromental Safety, 45, 198-207.

Buchanan, R.E. and Gibbons, N.E., 1974, Bergey’s Manual of Determinative
Bacteriology, 8th edition, The Williams and Wilkins Company, 1246 p.
Baltimore.

Ceyhan, N. ve Esmeray, E., 2012. Petrol Kirliligi ve Biyoremediasyon, Tiirk Bilimsel
Derlemeler Dergisi, 5 (1), 95-101.

Chen, P and Ting, Y.P., 1995. Effect of heavy metal uptake on the electrokinetic
properties of Saccharomyces cerevisiae. Biotechnology Letters, 17(1), 107-12.

Chihomvu, P., Stegmann, P. and Pillay, M., 2014. Identification and Characterization
of Heavy Metal Resistant Bacteria from the Klip Reaver. World Academy of
Science, Engineering and Technology International Journal of Biological,
Biomolecular, Agricultural, Food and Biotechnological Engineering, 8 (11), 1130-
1140.

Chiu, K.K., Ye, Z.H. and Wong, M.H., 2005. Enhanced uptake of As, Zn, and Cu by
Vetiveria zizanioides and Zea mays using chelating agents. Chemosphere, 60,
1365-1375.

Coneman, E.W., Allen, S.D., Janda, W.M., Schreckenberg P.C. and Winn, W.C.,
1997. Color Atlas and Textbook of Diagnostic Microbiology. Lippincott, Fifty
ed., pp. 651-688 ve 1295-1395. ISBN. 0-397-51529-4.

Congeevaram, S., Dhanarani, S., Park, J., Dexilin, M. and Thamaraiselvi, K.,
2007. Biosorption of chromium and nichel by heavy metal resistant fungal and
bacterial isolates. J. Hazard. Matter, 146, 270-277.

Cakmakgl, R., Kantar, F Ve Algur, O.F., 1999. Sugar beet and barley yield in relation
to Bacillus polymxa and Bacillus megaterium, Phosphaticum inoculation. J. Plant
Nutr. Soil Sci., 162, 437-442.

Cakmak¢i, R., Kantar, F Ve Sahin, F., 2001. Effect of N2- fixing bacterial

inoculations on yield of sugar beet and barley. J. Plant Nutr. Soil Sci., 164(5),
527-531.

127



Cakmakgl, R., Erdogan, U.G., 2005. Organik Tarim. Atatiirk Universitesi Ispir ,Yayin
No: 2, 214s, Erzurum.

Cakmakgel, R., Donmez, F., Aydin, A ve Sahin, F., 2006. Growth promotion of plants
by plant growth-promoting rhizobacteria under greenhouse and two different field
soil conditions. Soil Biology Biochemistry, 38, 1482-1487, DOI:
10.1016/j.s50ilbi0.2005.09.019

Cakmakge1, R., Donmez, M.F ve Erdogan, U., 2007a. The effect of plant growth
promoting rhizobacteria on barley seedling growth, nutrient uptake, some soil
properties, and bacterial counts. Turkish Journal Agriculture For, 31, 189-1909.

Das, N. and Chandran, P., 2011. Biodegradation of petroleum sludge and microbial
degradation of petroleum hydrocarbon contaminants: an overview, review article,
SAGE-Hindawi Access to Research Biotechnology Research International, 13 p.
Article ID 941810.

De Freitas, J.R. Banerjee M.R and Germida, J.J., 1997. Phosphate solubilizing
rhizobacteria enhance the growth and yield but no phosphorus uptake of canola
(Brassica napus L.). Biology Fertility of. Soils, 24, 358-364, DOI
10.1007/s003740050258.

Demeyer, G., Audenaert, K. and Hofte, M., 1999. Pseudomonas aeruginosa 7NSK2-
induced systemic resistance in tobacco depends on in planta salicylic acid
accumulation but is not associated with PR1a expression. European Journal of
Plant Pathology, 105, 513-517, DOI:10.1023/A:1008741015912.

Dey, R., Pal, K.K,, Bhatt, D.M. and Chauhan, S.M., 2004. Growth promotion and
yield enhancement of peanut (Aracishypoggaea L.) by application of plant growth
promoting Rhizobacteria. Microbiol Res, 159:371-394. DOI:10.1016/j.micres.

Diaz., V. and Elena, M., 2007. Biotechnological Production of Siderophores. Soil
Biology, 12, 199-231, DOI:10.1007/978-3-540-71160-5-11.

Dindar, E., Sagban, T. ve Baskaya, H.S., 2010. Uludag Universitesi Miihendislik-
Mimarlik Fakiiltesi Dergisi, (15)2, 123-137.

Dobbelaere, S., Croonenborghs, A., Thys, A., Ptacek, D., Vanderleyden, J., Dutto,
P., Labandera-Gonzalez, C., Caballero-Mellado, J., Aguirre, J.F., Kapulnik,
Y., Brener, S., Burdman, S., Kadouri, D., Sarig, S and Okon, Y., 2001.
Responses of agronomically important crops to inoculation with Azospirillum.
Aust Journal Plant Physiol., 28, 871-879. DOI:10.1071/PP01074.

Dobbelaere, S., Vanderleyden, J.and Okon, Y., 2003. Plant growthpromoting effects

of diazotrophs in the rhizosphere. Critical Reviews in Plant Sciences, 22, 107-149,
DOI:10.1080/713610853

128



Dogan M., 2003. Sanliurfa'da karakoyun deresi atik sulari ile sulanan soganda (Allium
cepa L.) Toksik element birikimi {izerine bir arastirma. Ekoloji Cevre Dergisi, 12(48),
1-3.D0I:10.1094/PHYTO0.1998.88.7.678.

Diiriist, N., Diiriist, Y., Tugrul, D.ve Zengin, M., 2004. Heavy metal contents of
pinus radiata trees of Izmit (Turkey). Asian Journal of Chemistry, 16(2), 1129-
1134,

Dworken, M. and J. Foster., 1958. Experiments with some microorganisms which
utilize ethane and hydrogen. Journal of Bacteriology, 75, 592-601.

Egler, M., Grosse, C., Grass, G. and Nies, D.H., 2005. Role of the extracytoplasmic
functionprotein family sigma factor RpoE in metal resistance of Escherichia coli.
Journal of Bacteriology, 187, 2297-2307.

El-Ghamery, A.A., El-Kholy, M.A. and El-Yousser, A., 2003. Evaluation of
cytological effects of Zn*? in relation to germination and root growth of Nigella
sativa L. And Triticum aestivum L., Mutation Research, 537:29-41.

Elsilk, S, El-shanshoury, A. and Ateya, S., 2014. Accumulation of some heavy metals
by metal resistant avirulent Bacillus antracis PS2010 isolat from Egypt. African
Journal of Microbiologiy Research, 8(12), 1266-1276.
DOI:10.5897/AJMR2013.6551.

Erdem, B., 2013. Mikrobiyal sideroforlar ve biyoteknolojideki uygulama alanlari.
Karadeniz Fen Bilimleri Dergisi, 3(8),77-88.

Francis, 1., Holsters, M. and Vereecke, D., 2010. The Gram-positive side of plant—
microbe interactions. Environ Microbiol., 1,1-12.

Fiirnkranz, M., Miiller, H. and Berg, G., 2009. Characterization of plant growth
promoting bacteria from crops in Bolivia. Journal of Plant Diseases and
Protection, 116 (4), 149-155. ISSN 1861-3829.

Gaur, A.C. and Ostwal, K.P., 1972. Influence of phosphate dissolving Bacilli on yield
and phosphate Uptake of wheat crop. Indian Journal Exp. Biology, 10: 393-394.

Glick, B.R., 2005. Modulation of plant ethylene levels by the bacterial enzyme ACC
deaminase. FEMS Microbiology Letters, 251, 1-7. DOI:10.1016/j.femsle.

Gordon, R. E., 1973. The genus Bacillus. In Handbook of Microbiology, vol. 1,
Organismic Microbiology. Ed. Laskin, A.l. and Lechevalier, H. A., The Chemical
Rubber Co. Press. Cleveland, pp. 71-88.

Gupta, A, Phung LT, Chakravarty, L. and Silver, S., 1999. Mercury resistance in

Bacillus cereus RC607: transcriptional organization and two new open reading
frames. Journal Bacterial.,181(22),7080-7086.

129



Giir, N., Topdemir, A., Munzuroglu, 0., ve Cobanoglu, D., 2004. Agir metal
iyonlarinin (Cu*?, Pb*?, Hg*?, Cd*?) Clivia sp. Bitkisi polenlerinin ¢imlenmesi ve
tiip biiyiimesi iizerine etkileri. F.U. Fen ve Matematik Bilimleri Dergisi, 16(2),
177-182.

H. Rodriguez and R. Fraga.,1999. Phosphate solubilizing bacteria and their role in
plant growth promotion. Biotechnology Advances, 17(4-5), 319-3309.

Haktamir, K. and Arcak, S., 1998. Cevre Kirliligi. Ankara Uni. Ziraat Fak. Toprak
Boliimii, Ankara Uni. Yaym No: 1503, Ders Kitabi: Ankara. 457s.

Hammer, N.D. and Skaar, E.P., 2011. Molecular mechanisms of Staphylococcus
aureus iron  acquisition. Annu. Rev. Microbiol., 65, 129-147.
DOI:10.1146/annurev-micro-090110-102851, DOI:  10.1146/annurev-micro-
090110-102851.

Holan, Z.R., Volesky, B. and Prasetyo, I., 1993. Biosorption of cadmium by
biomass of marine algae, Biotechnol.Bioeng., 41, 819-825.

Huang, C.P., Huang, C.P. and Miirehart, A.L., 1990. The removal of Cu (IT) from
dilute aqueous solutions by Saccharomyces cerevisiae. Water Research, 24, 433-
439, DOI:10.1016/0043-1354(90)90225-U.

Jacobsen BJ, Zidack N.K. and Larson, B.J., 2004. The role of Bacillus-based
biological control agents in integrated pest management systems: plant diseases.
Phytopathology, 94, 1272-1275.

Jacobsen, C.S., 1997. Plant protection and rhizosphere colonization of barley by seed
inoculated herbicide degrading Burkholderia (Pseudomonas) cepacia
DBO1(pR0O101) in 2,4-D contaminated soil. Plant Soil, 189, 139-144.

Jia,Y.J., Kakuta, Y., Sugawara, M., lgarashi, T., Oki, N., Kisaki, M., Shoji, T.,
Kanetuna, Y., Horita, T., Matsui, H. and Honma, M., 1999. Synthesis and
degradation of 1- aminocyclopropane-1-carboxylic acid by Penicilliumcitrinum.
Biosci Biotechnol Biochemustry., 63, 542-549. DOI:10.1271/bbb.63.542.

Jiang, Y., Zhuang, Q.L., Zhang, Y.G. and Liang, W.J., 2008. Distribution
characteristics of soil phosphorus in maize belt farmlands of Northeast China.
Article in Chinese. 19(9), 1931-1936.

Kacar, B. and Katkat, V., 2006. Bitki Besleme. Nobel Yayinlari, N0:849.

Kacar, B. 2012. Bitki, toprak ve giibre analizleri, Nobel Kitap, Ankara, 200-290.

Kandan A., Commare R.R., Nandakumar R., Ramiah M., Raguchander T. and
Samiyappan R., 2002. Induction of phenylpropanoid metabolism by

Pseudomonas fluorescens against tomato spotted wilt virus in tomato. Folia
Microbiologica, 47, 121- 129. DOI:10.1007/BF02817669.

130



Kandan, A., Ramiah, M., Vasanthi, V.J., Radjacommare, R., Nandakumar, R.,
Ramanathan, A. and Samiyappan, R., 2005. Use of Pseudomonas
fluorescensbased formulations for management of tomato spotted wilt virus
(TSWV) and enhanced yield in tomato. Biocontrol Science and Technology, 15
(6), 553-569. DOI:10.1080/09583150500088546.

Kandler, O. and Weiss, N., 1986. Regular, nonsporing gram positive rods, in: P.H.A
Sneath, N.S. Mair, M.E. Sharpe, J.G. Holt (Eds.), Bergey’s Manual of Systematic
Bacteriology, Williams & Wilkins, Baltimore, pp. 1208-1259.

Kapulnik, Y., 1996. Plant Growth Promoting Rhizosphere Bacteria. In Waisel,Y.,
Marcel Dekker, N.Y. Eshel, A. and Kafkafi, U., (Ed.). Plant Roots The Hidden
Half, pp. 769-781, 1002.

Karapire M. and Ozgonen H., 2013. Dogada yararli mikroorganizmalar arasindaki
etkilesimler ve tarimsal iiretimde 6nemi. Tiirk Bilimsel Derlemeler Dergisi, 6 (2),
149-157.

Karthikeyan, G., Doraisamy, S. and Rabindran, R., 2009. Pseudomonas fluorescens
mediated systemic resistance against urdbean leaf crinkle virus in blackgram
(Vigna mungo). Archives of Phytopathology and Plant Protection, 42(3), 201-212.
DOI:10.1080/03235400600982519.

Kavino, M., Harish, S., Kumar, N., Saravanakumar, D., Damodaran, T., and
Soorianathasundaram, K., 2007. Rhizosphere and endophytic bacteria for
induction of systemic resistance of banana plantlets against bunchy top virus. Soil
Biology and Biochemistry, 39, 1087-1098. DOI:10.1016/j.soilbio.

Kavino, M., Harish, S., Kumar, N., Saravanakumar, D., Ramasamy, S,
Damodaran, T. and Soorianathasundaram, K., 2008. Induction of systemic
resistance in banana (Musa spp.) against Banana bunchy top virus (BBTV) by
combining chitin with root-colonizing Pseudomonas fluorescens strain CHAO.
Europan Journal Plant Pathology, 120, 353-362. DOI: 10.1007/s10658-007-9223-
8.

Kefeng, L. and Ramakrishna, W., 2011.Effect of multiple metal resistant bacteria
from contaminated lake sediments on metal accumulation and plant growth.
Journal of Hazardous Materials, 189(1-2), 531-539. DOI:10.1016/j.jhazmat.

Kennedy, C.D. and Gonsalves, F.A.N., 1987. The action of divalent zinc, cadmium,
mercury, copper and lead on the trans-root potential and efflux of excised roots.
Jornal of Experimental Botany, 38, 800-817.

Khan, M. H., 2007. Governance, Economic Growth and Development since the 1960s
DESA. Working Paper No. 54 ST/ESA/2007/DWP/54.

Khan, M. S., Zaidi, A. and Wani, P.A., 2007. Role of phosphate solubilizing

microorganisms in sustainable agriculture a review. Agronomy for Sustainable
Development, (27)1, 29-43.

131



Kili¢, K.N. ve Donmez, G., 2008. Mikroorganizmalarda agir metal stresine yanitin
proteom analizi ile arastirilmasi. Elektronik Mikrobiyoloji Dergisi TR (Eski adi:
OrLab On-Line Mikrobiyoloji Dergisi), 6(2), 27-33.

Kir, 1., Ozan, S.T. ve Tuncay, Y., 2007. Kovada Goli’'niin su ve sedimentindeki bazi
agir metallerin mevsimsel degisimi. E.U. Su Uriinleri Dergisi, 24,1-2.

Kirkby, E.A. and Mengel, K., 1967. lonic balance in different tissues of ihe tomato
plant in relation to nitrate, urea or ammoninm nutrition. Plant Phy., 42, 6-14.
Kloepper, J.W., 1993. Plant-growth-promoting rhizobacteria as biological control
agents. In Metting, F.B., Marcel Dekker, N.Y. (Ed). Soil Microbial Ecology, 646,

255-273. ISBN:0-8247-8737-4.

Kloepper, J.W., Lifshitz, K. and Schroth, M.N., 1988. Pseudomonas inoculants to
benefit plant production. ISI Atlas of Science: Animal and Plant Sciences, 60-64.

Kloepper, J.W., Lifshitz, R. and Zablotowicz, R.M., 1989. Free-living bacterial
inoculafor enhancing crop productivity. Trends Biotechnol., 7, 39-44,

Kucey, R.M.N,, Janzen, H.H., and Leggett, M.E., 1989. Microbially mediated
increases in plant-available phosphorus. Advances in Agronomy, 42, 199-228.

Kumar, RN. and Nagendran, R., 2009. Fractionation behavior of heavy metals in soil
during bioleaching with Acidithiobacillus thiooxidans. Journal Hazardous
Materials, 169, 111-926.

Lasat, MM., 2002. Phyto extraction of toxic metals: are view of biological
mechanisms. Journal of Environmental Quality, 31, 109-120.

Lazarovits, G. and Nowak, J., 1997. Rhizobacteria for improvement of plant growth
and establishment. Horticultural Science, 32, 188-192.

Logan, N. A., 1988, Bacillus species of medical and veterinary importance. Journal of
Medical Microbiology, 25, 157-165.

Lopez, A, Lazaro, N, Priego, J M and Marques, A. M., 2000. Effect of pH on the
biosorption of nickel and other heavy metals by Pseudomonas fluorescens 4F39.
Journal of Industrial Microbiology and Biotechnology, 24,146-151.

Lynch, J.M. and Bragg, E., 1985. Microorganisms and soil aggregate stability.
Advances in Soil Science, (2), 287-297.

Lucy, M., Reed, E. and Glick, B.R., 2004. Application of Free Living Plant Growth-

Promoting Rhizobacteria. Antonie van Leeuwenhoek. Kluwer Academic
Publishers, Printed in Netherlands. 86, 1-25,

132



Ma., W., Sebestianova., S., Sebestian., J., Burd., G.I., Guinel, F. andGlick, B.R.,
2003a. Prevalence of 1-aminocyclopropagne-1- carboxylate in deaminase in
Rhizobia spp., Antonie Van Leeuwenhoek, 83, 285-291.

Mabhaian, S. and Tuteja, N., 2005. Cold, salinity and drought stresses: an overview.
Archives of Biochemistry and Biophysics, 444, 139-158.

Malik, A., 2004. Metal bioremediation through growing cells. Enviromental
International, 30, 261-278.

Malkog, S., Giiven, K. ve Koparal, A.S., 2009. Metal-tolerant bacteria from the
ceramic industry wastewater treatment plant sludge. Microbiologia BALKANICA
2009, 6th Balkan Congress of Microbiology, Ohrid, Macedonia, Abstract Book p.
166.

Mallawatantri, A.P.,Mcconkey, B.G. andMulla, D.J., 1996. Characterization of
pesticide sorption and degradation in macropore linings and soil horizons of
thatuna silt loam. Journal of. Environmental Quality, 25, 227-235.

Mark, G.L., Morrissey, J.P., Higgins, P.and O’gara, F., 2006. Molecular-based
strategies to exploit Pseudomonas biocontrol strains for environmental
biotechnology applications. FEMS Microbiology Ecology, 56, 167-177.

Martinez, J.S., Franklin, J.N.C., Mann, E.L., Martin, J.D., Raymond, K.M. and
Denz, E., 2004. Biochemical and Physical Properties of Siderophores. In: J.H.
Crosa, A.R. Mey, S.M. Payne (Eds.), Iron Transport in Bacteria, ASM Press,
Washington. pp.3-17.

Maurhofer, M., Hase, C., Meuwly, P., Metraux, J.P. and Defago, G. 1994. Induction
of systemic resistance of tobacco to tobacco necrosis virus by the rootcolonizing
Pseudomonas fluorescens strain CHAO: Influence of the gacA gene and of
pyoverdine production. Phytopathology, 84, 139-146.

Maurhofer, M., Hase, C., Meuwly, P., Metraux, J.P. and Defago, G., 1994.
Induction of systemic resistance of tobacco to tobacco necrosis virus by the
rootcolonizing Pseudomonas fluorescens strain CHAO: Influence of the gacA
gene and of pyoverdine production. Phytopathology, 84, 139-146.

Maurhofer, M., Reimmann, C., Schmidli-Sacherer, P., Heeb, S., Haas, D. and
Defago, G., 1998. Salicylic acid biosynthetic genes expressed in Pseudomonas
fluorescens strain P3 improve the induction of systemic resistance in tobacco
against tobacco necrosis virus. Phytopathology, 88, 678-684.

Miethke, M. and Marahiel, M., 2007. Siderophore-Based Iron Acquistion and
Pathogen Control Microbiol. Moleculer Biology Reviews, 71, 413.451.
DOI:10.1128/MMBR.00012-07.

Minami, R., Uchiyama, K., Murakami, T., Kawai, J., Mikami, K., Yamada, T.,
Yokoi, D., Ito, H., Matsui, H. and Honma, M., 1998. Properties, sequence, and

133



synthesis in Escherichia coli of 1-aminocyclopropane-1-carboxylate deaminase
from Hansenula saturnus. Journal Biochemistry, 123, 1112-1118.

Mittler, R., 2006. Abiotic stress, the field environment and stress combination. Trends
in Plant Science, 11, 15-18.

Mowil, L. and Gadd, G.M., 1984. Cadmium uptake by Aureobasidium pullulans. ].
General. Mikrobiology, 130, 277-284.

Munzuroglu, O. Ve Karatas, F., 2000. Kayis1 gesitlerindeki A, E ve C vitaminleri ile
B-karoten ve selenyum diizeylerinin arastiritlmasi. XV. Ulusal Biyoloji Kongresi
Uuslararasi1 Katilimli, Ankara, Eyliil.

Murakami, M. and Ae, N., 2009. Potential for phytoextraction of copper, lead, and
zinc by rice (Oryza sativa L.), soybean (Glycine max [L.] Merr.), and maize (Zea
mays L.). Journal of Hazardous Materials, 162, 1185— 1192.

Murphy, J.F., Zehnder, G.W., Schuster D.J., Sikora, E.J., Polston J.E. and
Kloepper, JW., 2000. Plant growth-promoting rhizobacterial mediated
protection in tomato against Tomato mottle virus. Plant Disease, 84, 779-784.
DOI:10.1094/PDIS.2000.84.7.779.

Nies, D.H., 2003. Efflux-mediated heavy metal resistance in prokaryotes. FEMS
Microbiology Reviews, 27, 313-339.

Ok, Y.S., Yang, J.E., Zhang, Y.S., Kim, S.J. and Chung, D.Y., 2007. Heavy metal
adsorption by a formulated zeolite-Portland cement mixture. Journal Hazardous
Materials, 147, 91-96.

Oves, M., Khan, M.S. and Zaidi, A., 2013. Biosorption of heavy metals by Bacillus
thuringiensis strain OSM29 originating from industrial effluent contaminated
north Indian soil. Saudi Journal of Biological Sciences, 20, 121-129.

Pandey, P., Kang, S.C. and Maheshwari, D.K., 2005. Isolation of endophytic plant
growth promoting Burkholderia sp. MSSP from root nodules of Mimosa pudica.
Current Science, 89, 170-180.

Pardo, R, Hergedas, M, Barrado, E. and Vega, M.,2003. Biosorption of cadmium,
copper, lead and zinc by inactiive biomass of Pseudomonas putida. Analytical and
Bioanalytical Chemistry, 376, 26-32.

Penrose, D.M. and Glick, B.R., 2001. Levels of 1-aminocyclopropane- 1-carboxylic
acid (ACC) in exudates and extracts of canola seeds treated with plant growth-
promoting bacteria. Canadian Journal Microbiology, 47, 368-372.

Podile, A.R. and Kishore, K.G. 2007. Plant Growth- Prompting Rhizobacteria. In

Plant-Associated Bacteria. Ed. Gnanamanickam, S.S.. Dordrecht, S., The
Netherlands, pp. 195-230.

134



Ratledge, C. and Dover, L.G., 2000. Iron metabolism in pathogenic bacteria. Annu.
Rev. Microbiol, 54, 881-941. DOI: 10.1146/annurev.micro.54.1.881

Raupach, G.S., Liu, L., Murphy, J.F., Tuzun, S. and Kloepper, J.W., 1996.Induced
systemic resistance in cucumber and tomato against cucumber mosaic
cucumovirus using plant growth-promoting rhizobacteria (PGPR). Plant Disease,
80, 891-894.

Raupach, G.S. and Kloepper, J.W., 1998.Mixtures of plant growth-promoting
rhizobacteria enhance biological contol of multiple cucumber pathogens.
Phytopathology, 88, 1158-1164.

Reeves, R. D. and Baker, AJ.M., 1999. Metal-accumulating plants. In
Phytoremediation of toxic Metals: Using Plants to Clean up the Environment,
Eds, Raskin, I., Ensley, B.D., pp 193-229, John Wiley and Sons Inc, New York,
NY.

Resca, R., Basaglia, M., Poggiolini, S., Vian, P., Bardin, S., Walsh, U.F., Enriquez,
C.M., O’gara, F., Nuti, M.P., Casella, S. and Peruch, U., 2001. An integrated
approach for the evaluation of biological control of the complex Polymixa betae/
Beat necrotic yellow vein virus, by means of seed inoculations. Plant and Soil,
232, 215-226.

Richardson, A.E., 2001. Prospects for using soil microorganisms to improve the
acquisition of phosphorus by plants. Functional Plant Biology, 28(9),. 897-906.

Rodriguez, H. and Fraga, R., 1999. Phosphate solubilizing Bacteria and Their Role in
Plant Growth  Promotion. Biotechnology = Advances, 17, 319-339.
DOI:10.1016/S0734-9750(99)00014-2.

Rout, G.R. and Das, P., 2003.Effect of metal toxicity on plant growth and metabolism:
I. Zinc. Agronomie, 23, 3-11.

Ryu C.M., Murphy, J.F., Mysore K.S. and Kloepper, J.W., 2004. Plant growth
promoting  Rhizobacteria systemically protect Arabidopsis thaliana against
Cucumber mosaic virus by a salicylic acid and NPR1-independent and jasmonic
acid-dependent signaling pathway. The Plant Journal, 39: 381-392. DOI:
10.1111/j.1365-313X.2004.02142.x

Ryu, C.M., Kang, B.R., Han S.H., Cho S.M., Kloepper J.W., Anderson A.J. and
Andkim, Y.C., 2007. Tobacco cultivars vary in induction of systemic resistance
against Cucumber mosaic virus and growth promotion by Pseudomonas
chlororaphis O6 and its gacS mutant. Europan Journal Plant Pathology, 119, 383-
390.

Saglam, N. ve Cihangir, N., 1995. Agir Metallerin Biyolojik Siireclerle
Biyosorbsiyonu Calismalari. Hacettepe Universitesi Egitim Fakiiltesi Dergisi. 11,
157-161.

135



Sar, P., Kazy, S.K., Asthana, R.K. and Singh, S.P., 1999. Metal adsorption and
desorption by lypholized Pseudomonas aeroginosa. Int. Biodeterior. Biodegrad,
44, 101-110.

Schallmey, M., Singh, A. and Ward, O.P.,2004. Developments in the use of Bacillus
species for industrial production. Canadian of Journal Microbiolgy, 50:1-17.

Scott, A. and Karonjkar, A.M., 1992: Repeated cadmium biosorption by
regenerated Enterobacter aerogenes biofilm sattached to activated carbon,
Biotechnology. Letters, 14, 8, 737-740.

Selvi, AT., Anjugam, E., Devi, R.A., Madhan, B., Kannappan, S. and
Chandrasekaran, B., 2012. Isolation and characterization of bacteria from tannery
effluent treatment plant and their tolerance to heavy metals and antibiotics. Asian
Journal of Experimental Biological Science, 3(1), 34-41. ISSN: 09755845.

Sessitsch, A., Coenye, T., Sturz, A.V., Vandamme, P., Barka, E., Wang-Pruski, G.,
Faure, D., Reiter, B., Glick, B.R. and Nowak, J., 2005. Burkholderia
phytofirmins sp. Nov., a novel plantassociated bacterium with plant beneficial
properties. International Journal of Systematic and Evolutionary , 55:1187-1192.

Sharma, P. and Dubey, R.S., 2005.Lead toxicity in plants. Brazilian Journal of Plant
Physiology, 17(1), 35-52.

Silo-Suh, L. A., Lethbridge, B. J., Raffel, S. J., He, H., Clardy, J. and Handelsman,
J., 1994, Biological activities of two fungistatic antibiotics produced by Bacillus
cereus UWS85. Applied and Environmental Microbiology, 60 (6), 2023-2030.

Singh A. and Ward, O.P., 2004 Soil Biology. Volume 2, Biodegradation And
Bioremediation Springer-Verlag Berlin Heidelberg, pp. 213-234.

Skaar, E.P., 2010. The battle for iron between bacterial pathogens and their vertebrate
hosts. PLoS Pathogens, 6, 949-1000.

Slepecky, R.A. and Hemphill, H.E. 2006. The genus Bacillus nonmedical, In:
Drowkin, M. Falkow, S., Rosenberg, E., Schleifer, K., Stachkeprandt, E. (Eds.),
The Prokaryotes, 3th ed., Springer-Science-Busines Media LLC, Singapore,
Volum 4, pp. 530-654.

Sonnleitner R., Lorbeer, E. and Schinner, F., 2003b. Effects of straw, vegetable oil,
and whey on physicaland microbiological properties of a chernozem. Applied Soil
Ecology, 22, 195-204.

Sossé, B.A., Genet, P., Dunand-Vinit, F., Toussaint, L.M., Epron, D. and Badot,
P.M., 2004. Effect of copper on growth in cucumber plants (Cucumis sativus) and
its relationships with carbonhydrate accumulation and changes in ion contents.
Plant Science, (166),1213-1218.

136



Sonmez, S., Kaplan, M., Sonmez, N.K. ve Kaya, H., 2006. Topraktan yapilan bakir
uygulamalarinin toprak pH’s1 ve bitki besin maddesi icerikleri iizerine etkisi.
Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi Dergisi, 19(1), 151-158.

Sénmez, 1., Kaplan, M. ve Sonmez, S., 2008. Kimyasal giibrelerin cevre kirliligi
uzerine etkileri ve cozum onerileri. Bati akdeniz ve tarimsal Arastirma Enstitiisu
Derim Dergisi, 25(2), 40-50.

Sturz, A.V. and Nowak, J., 2000. Endophytic communities of rhizobacteria and the
strategies required to create yield enhancing associations with crops, Applied Soil
Ecology, 15, 183-190. DOI:10.1016/S0929-1393(00)00094-9.

Subba, R.N.S., 1982. Advances in agricultural microbiology. In: Subba Rao, N.S., Ed.
Studies in the Agricultura and Food Sciences. London: Buttenvorth Scientific, pp.
295-303.

Sudhakar, P., Chattopadhyay, G.N., Gangwar, S.K. and Ghosh, J.K., 2000. Effect
of Foliar Application of Azotobacter, Azospirillum and Beijerinckia on Leaf
Yield and Quality of Mulberry (Morus Alba). Journal of Agricultural Science,
Cambridge, 134, 227-234.

Sahin, F., Cakmakgl, R. ve Kantar, F., 2004.Sugar beet and barley yields in relation
to inoculation with N,-fixing and phosphate solubilizing bacteria. Plant and Soil,
265, 123-129.

Sahinkaya H., 1967. Toprak Mikrobiyolojisi ve Memleketimiz icin Mikrobiyal
Giibrelemenin Onemi. Mikrobiyoloji Biilteni, 2, 234-245.

Taubman, S., 1992, Genus Bacillus, Contemporary Oral Microbiology and
Immunology, 355-356.

Tenover, F.C. and Gowan, J.E.,1996. Reasons for the emergence of antibiotic
resistance. The American Journal of the Medical Sciences, 311(1), 9-16.

Thomashow, L.S. ve Weller, D.M., 1995. Current concepts in the use of introduced
bacteria for biological disease control: mechanisms and antifungal metabolites. In:
Stacey G, Keen N (eds) Plant Microbe Interactions, vol 1. pp. 187-235. Chapman
and Hall, New York, DOI:10.1007/978-1-4613-1213-0-6.

Ting, YP., F. Lawson, and Prince, L.G., 1991. Uptake of cadmium and zinc by the
alga Chlorella vulgaris: 11 Multi-ion stiation, Biotechnol. Bioeng., 37, 445-455.

Tisdall, J.M., Smith, S.E. ve Rengasamy, P., 1997. Aggregation of soil by fungal
hyphae. Australian Journal of Soil Research, 35, 55-60.

Tunaly, S., Cabuk, A. ve Akar, T., 2006. Removel of lead 10ns from aqueous solutions

by bacterial strain isolated from soil. Chemical Engineering Journal, 115, 203-
211.

137



Tunah, S., AKkar, T., Ozcan, A.S., Kiran, I. Ve Ozcan, A., 2006. Equilibrium and
kinetics of biosorption of lead (1) from aqueous solutions by Cephalosporium
aphidicola. Separation and Purification Technology, 47(3), 105-112.
DOI:10.1016/j.seppur.06.009.

Turnbell, P.C.B. and Kramer, J. M., 1991, Bacillus: Manual of clinical Microbiology.
Fifth Edition, Balows, A., Hauster, J. R., Herman, K. L., Isenberg, H. D. and
Shadomy, H. J., American Society of Microbiology, Washington D. C., pp. 296-
303.

Tiinger A., Cavusoglu C. ve Korkmaz, M., 2005. Asya Mikrobiyoloji, Asya Tip
Kitabevi, 4. Baski, 321-356s.

Vaillant, N., Monnet, F., Hitmi, A., Sallanon, H. and Coudret, A., 2005.
Comparative study of responses in four Datura species to a zinc stress.
Chemosphere, 59, 1005-1013.

Van Assche, F.V. and Clijsters, H., 1990. Effects of metals on enzyme activity in
plants. Plant Cell Environment 13, 95-206.

Vessey, J.K., 2003. Plant growth promoting rhizobacteria as biofertilizers. Plant Soil,
255, 571-586.

Wang, C., Knill, E., Glick, B.R. and Défago, G., 2000. Effect of transferring 1-
aminocyclopropane -1-carboxylic acid (ACC) deaminase genes into Pseudomonas
fluorescens strain CHAO and its gacA derivative CHA96 on their growth
promoting and disease-suppressive capacities. Canadian Journal of Microbiology.,
46, 898-907.

Wani, A.P., Khan, S.M. and Zaidi, A., 2008. Impact of zinc-tolerant plant growth-
promoting rhizobacteria on lentil grown in zinc-amended soil. Agronomy for
Sustainable Development. 28(3), 449-455. DOI:10.1051/agro:2007048.

Weckhuysen, B. M., 2004. In-situ Spectroscopy of Catalysts. Weckhuysen, B.M.,
Ultraviolet-Visible Spectroscopy, Chapter 9 ve 12. Department of Inorganic
Chemistry and Catalysis, Debye Institute, Utrecht University, Sorbonnelaan 16,
3584 CA Utrecht, The Netherlands. American Scientific Publishers, p. 255-270.
ISBN: 1-58883-026-8

Winkelmann, G., 2002. Microbial siderophore mediated transport. Biochemical
Society Transactions, 30, 691-696. DOI:10.1042/BST030069.

Yaldiz, G. ve Sekeroglu, N., 2013. Tibbi ve aromatik bitkilerin baz1 agir
metalleretepkisi. Tiirk Bilimsel Derlemeler Dergisi, 6(1), 80-84.

Yazgan, A., Ozcengiz, G. and Alaeddinoglu, G., 1993. Studies on metal resistance

system in Kluyveromyces marxianus, Biological Trace Element Research, 38,
117-127.

138



Zheng, G. and Slavik, M. F., 1999. Isolation, partial purification and characterization
of a bacteriocin produced by a newly isolated Bacillus subtilis strain. Letters in
Applied Microbiology, 28, 363-367.

Zolgharnein, H., Azmi, M., Saad, M., Mutalib, A. and Mohamed, C.,2007.
Detection of plasmids in heavy metal resistance bacteria isolated from the Persian
Gulf and enclosed industrial areas. Iranian Journal of biotechnology. 5, 232-239.

URL-1 2015 http://www.food-info.net/tr/bact/bacer.htm)(24.12.2014).

URL-2 2015
https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&g=&esrc=s&source=web&cd=22&cad=rja
&uact=8&ved=0CCsQFjABOBQ&url=http%3A%2F%2Fwww.cilginbiyologlar.com%
2Fforum%2Fattachments%2Ftoprakmikrobiyolojisi.doc&ei=1UYvU XfHIGVYAQOSs4
CADA&Usg=AFQ]CNH1LQZXTxH84QON1i kR2u3sOArDA(13.05.2015).

URL-3 2015 http://www.dersdoktoru.com/ders notu gosterB.asp?id=143(25.05.2015).

URL-4 2015 http://www.dersdoktoru.com/ders notu gosterB.asp?id=143(13.06.2015).

URL-5 2015 http://umitkaradeli.blogcu.com/aktinomisetler/2078348(16.06.2015).

139


http://www.food-info.net/tr/bact/bacer.htm
https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=22&cad=rja&uact=8&ved=0CCsQFjABOBQ&url=http%3A%2F%2Fwww.cilginbiyologlar.com%2Fforum%2Fattachments%2Ftoprakmikrobiyolojisi.doc&ei=1UYvU_XfHIGVyAOSs4CADA&usg=AFQjCNH1LQZXTxH84QON1i_kR2u3sOArDA
https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=22&cad=rja&uact=8&ved=0CCsQFjABOBQ&url=http%3A%2F%2Fwww.cilginbiyologlar.com%2Fforum%2Fattachments%2Ftoprakmikrobiyolojisi.doc&ei=1UYvU_XfHIGVyAOSs4CADA&usg=AFQjCNH1LQZXTxH84QON1i_kR2u3sOArDA
https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=22&cad=rja&uact=8&ved=0CCsQFjABOBQ&url=http%3A%2F%2Fwww.cilginbiyologlar.com%2Fforum%2Fattachments%2Ftoprakmikrobiyolojisi.doc&ei=1UYvU_XfHIGVyAOSs4CADA&usg=AFQjCNH1LQZXTxH84QON1i_kR2u3sOArDA
https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=22&cad=rja&uact=8&ved=0CCsQFjABOBQ&url=http%3A%2F%2Fwww.cilginbiyologlar.com%2Fforum%2Fattachments%2Ftoprakmikrobiyolojisi.doc&ei=1UYvU_XfHIGVyAOSs4CADA&usg=AFQjCNH1LQZXTxH84QON1i_kR2u3sOArDA
http://www.dersdoktoru.com/ders_notu_gosterB.asp?id=143
http://www.dersdoktoru.com/ders_notu_gosterB.asp?id=143
http://umitkaradeli.blogcu.com/aktinomisetler/2078348

EKLER

Ek 1. 505Y11 nolu susun sekans analizinden gelen baz dizini

GTCGAGCGAATGGATTAAGAAGCTTGCTCTTATGAAGTTAGCGGCGGACGG
GTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATAAGACTGGGATAACTCCGGGAAA
CCGGGGCTAATACCGGATAACATTTTGAACTGCATGGTTCGAAATTGAAAG
GCGGCTTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGT
GAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGAT
CGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGT
AGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGT
GATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCT
AGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAA
CTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAAT
TATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCC
CACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAA
GAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGG
AACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCG
AAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAA
CGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTTAACG
CATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGA
ATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAA
CGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGAAAACCCTAGAGATAGG
GCTTCTCCTTCGGGAGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCG
TGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAG
TTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGA
GGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACA
CACGTGCTACAATGGACGGTACAAAGAGCTGCAAGACCGCGAGGTGGAGCT
AATCTCATAAAACCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACAT
GAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTT
CCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCG
AAGTCGGTGGGGTAACCTTTAT

EK 2. 501 nolu susun sekans analizinden gelen baz dizini

CATGCAGTCGAGCGAATGGATTAAGAGCTTGCTCTTATGAAGTTAGCGGCG
GACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATAAGACTGGGATAACTCCG
GGAAACCGGGGCTAATACCGGATAATATTTTGAACTGCATAGTTCGAAATT
GAAAGGCGGCTTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTA
GTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAG
GGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGC
AGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGC
GTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACA
AGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCAC
GGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATC
CGGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGT
GAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAG
TGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGAT

140



ATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTG
AGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCAC
GCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGA
AGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAAC
TCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATT
CGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGAAAACTCTA
GAGATAGAGCTTCTCCTTCGGGAGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTC
GTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCC
TTGATCTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGA
CAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACC
TGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAAAGAGCTGCAAGACCGCGA
GGTGGAGCTAATCTCATAAAACCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACT
CGCCTACATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGT
GAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGT
AACACCCGAAGTCGGTGGGGTAACCTTTATGGAGCCAGCC

EK 3. 509 nolu susun sekans analizinden gelen baz dizini

TGCAAGTTCGAGCGAATGGATAAGAAGCTTGCTTTTATGAATTAGCGGCGG
ACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATAAGACTGGGATAACTCCGG
GAAACCGGGGCTAATACCGGATAATATTTTGAACTGCATAGTTCGAAATTG
AAAGGCGGCTTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGT
TGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGG
TGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAG
CAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGT
GAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAG
TGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGG
CTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCG
GAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTTTGATGTGAA
AGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGC
AGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATG
GAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGG
CGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCG
TAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTT
AACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAA
AGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAA
GCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGAAAACTCTAGAGA
TAGAGCTTCTCCTTCGGGAGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCA
GCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGAT
CTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAAC
CGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGC
TACACACGTGCTACAATGGACGGTACAAAGAGCTGCAAGACCGCGAGGTGG
AGCTAATCTCATAAAACCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCT
ACATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATA
CGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGAACACC
CGAAGTCGGTGGGGTAACCTTTAGAAGCCAGCCGC
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