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OZET
BITKI BUYUME DUZENLEYICI AKTINOMISETLER: iZOLASYON, TANI VE
KULLANIM OZELLIKLERI
Alper DEDE
Biyoloji Anabilim Dal1
Eskisehir Teknik Universitesi, Lisansiistii Egitim Enstitiisii, Ocak 2020
Danisman: Prof. Dr. Kiymet GUVEN
(Ikinci Danisman: Prof. Dr. Nevzat SAHIN)

Bakteriler bitki biiyiime diizenleyici ve patojenlerle savagma 6zellikleri agisindan
giintimiizde siklikla calisilan mikroorganizma gruplarindan birisidir. Aktinomisetler
miselli, spor olusturabilen ve sekonder metabolit iiretebilme yeteneginde olan prokaryotik
canlilardir. Bacteria domaini i¢inde yer alan aktinomisetlerin Ozellikle antibiyotik
tiretiminde 6nemini ortaya koyan ¢ok sayida ¢alisma olmasina ragmen, bitki biiyiimesini

diizenleyici-tesvik edici 6zellikleri lizerinde yapilan ¢aligmalar sayica daha azdir.

Bu ¢alismada, Tiirkiye i¢in ticari oneme sahip olan zeytin (Olea europaea L.) ve
ceviz (Juglans regia L.) agaglariin rizosfer topraklarindan ve bitki boliimlerinden hem
serbest hem de endofitik aktinomiset izolasyonlar1 gerceklestirilmistir. Saflastirilan
aktinomisetlerin bitki biiylimesini diizenleyici baz1 6zelliklerinden; fosfat ¢ozebilme,
indol-3-asetik asit, siderofor, amonyak, kitinaz, proteaz ve beta-galaktozidaz iiretebilme

potansiyelleri ile ¢esitli bitki patojeni kiiflere kars1 antagonistik etkinlikleri aragtirilmistir.

Calismalar sonucunda toplam 422 aktinomiset 6rnegi izole edilmis, biyogiibre
olma potansiyelinde oldugu belirlenen 89 aktinomisetin 16S rRNA gen bdlgelerinin
dizilenmesi sonrasi Streptomyces spp., Amycolatopsis spp., Micromonospora spp. ve
Nocardiopsis spp. olarak tanimlanmistir. EA12 kodlu aktinomisetin “yeni tip tiir” olma
potansiyeli polifazik taksonomik testler ile kanitlanmistir. Ayrica bazi aktinomisetler,
bugday tohumlarinin hidroponik ¢imlendirilmesinde kullanilmis ve bitki biiylimesini, kok

ve govde bliylimesi bakimindan gelistirdigi gosterilmistir.

Anahtar Sozciikler: Aktinomiset, Bitki biiyiimesini diizenleyici bakteriler (BBDB),

Hidroponik iiretim, Polifazik taksonomi, Biyogiibre.
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ABSTRACT
PLANT GROWTH STIMULATING ACTINOMYCETES: ISOLATION,
IDENTIFICATION AND VARIES OF USAGE
Alper DEDE
Department of Biology
Eskigsehir Technical University, Institute of Graduate Programs, January 2020
Supervisor: Prof. Dr. Kiymet GUVEN
(Co-Supervisor: Prof. Dr. Nevzat SAHIN)

Nowadays bacteria are one of the most frequently studied microorganisms in
terms of plant growth-promoting and fighting against different pathogens. Actinomycetes
are prokaryotic organisms that produce mycelium, spores and are capable of producing
secondary metabolites. Although many studies are demonstrating the importance of
actinomycetes in the Bacteria domain, especially in the production of antibiotics there are

fewer studies on the regulatory-stimulating properties of plant growth.

In this study, free-living and endophytic actinomycetes were isolated from
rhizosphere soil and plant parts of olive (Olea europaea L.) and walnut (Juglans regia
L.) trees which are commercially important agricultural products for Turkey. Some of the
properties of purified actinomycetes that regulate the plant growth; phosphate
solubilization, indole-3-acetic acid, siderophore, ammonia, chitinase, protease, and beta-
galactosidase production potentials and antagonistic activities against various plant-

pathogen molds were investigated.

As a result, a total of 422 actinomycetes were isolated and 89 actinomycetes
determined to be in possible plant biofertilizers were identified as Streptomyces spp.,
Amycolatopsis spp., Micromonospora spp. and Nocardiopsis spp. after the sequencing of
their 16S rRNA gene regions. The potential of the EA12 encoded actinomycete to be a
“new type species” had been proved by polyphasic taxonomy tests. Moreover, some
actinomycetes had been used in hydroponic germination of wheat seeds and it had been

shown to improve plant growth in terms of root and stem parts.

Keywords: Actinomycete, Plant growth-promoting bacteria (PGPB), Hydroponic

production, Polyphasic taxonomy, Biofertilizer.
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ETiK iLKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgiin bir ¢aligma oldugunu; ¢alismamin hazirlik, veri toplama, analiz
ve bilgilerin sunumu olmak {izere tiim agsamalarinda bilimsel etik ve kurallara uygun
davrandigimi; bu c¢alisma kapsaminda elde edilen tiim veri ve bilgiler i¢in kaynak
gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynak¢ada yer verdigimi; bu ¢aligmanin Eskisehir Teknik
Universitesi tarafindan kullanilan “bilimsel intihal tespit programi”yla tarandigini ve
higbir sekilde “intihal icermedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, calismamla
ilgili yaptigim bu beyana aykir1 bir durumun saptanmasi durumunda, ortaya ¢ikacak tiim

ahlaki ve hukuki sonuglar1 kabul ettigimi bildiririm.
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1. GIRIS

Organik tarim, hatali uygulamalar sonucu kaybolan dogadaki dengeyi yeniden
kurmaya yonelik, topragin verimliliginde devamlilik saglayan biyolojik miicadele ile
hastalik ve zararlilar1 kontrol altina alarak, insana ve ¢evreye dost iiretim sistemlerini
iceren, sentetik kimyasal giibre ve ilaglarin kullanimin1 yasaklayan, organik ve yesil
giibreleme, ekim ndbeti ve toprak muhafazasini tavsiye eden, iiretimden tliketime kadar

her asamasi kontrol altinda olan ve elde edilen iiriiniin sertifika ile belgelendigi bir liretim

seklidir (https://bit.ly/2M3GKR7 erisim tarihi 12.01.2020).

Iyi Tarim Uygulamalar1 (ITU) ise Diinya Gida Teskilati (FAO) tarafindan,
"tarimsal {liretim sisteminin sosyal a¢idan yasanabilir, ekonomik ag¢idan karli ve verimli,
insan sagligini koruyan, hayvan saglik ve refahi ile ¢gevreye 6nem veren bir hale getirmek
i¢in uygulanmasi gereken islemler" olarak tanimlanmaktadir. Iyi Tarim Uygulamalarinimn
amact insan sagligma ve c¢evreye zarar vermeyecek {retimin yapilmasidir

(https://bit.ly/2qZztdF erigim tarihi 12.01.2020). Iyi Tarim Uygulamalar ile organik

tarim birbirinden farkli liretim yontemleri uygular. Genetigi degistirilmis organizma
(GDO) kullaniminin yasak olmasi, izlenebilirlik, hayvan refahi1 ile kontrol ve
sertifikasyon asamalar1 gibi pek ¢ok ortak yonleri olsa da, organik tarimdan farkl: olarak,
iyl tarim uygulamalarinda sentetik kimyasal girdiler (hormonlar, pestisidler dahil tim
bitki koruma iirtinleri ve sentetik giibreler) kullanilir. Bu kimyasal girdiler nedeniyle iyi
tarim {iriinlerinin insan sagligi, toprak, su kaynaklar1 ve doga {izerindeki etkileri organik

tarim Uriinleri ile karsilastirilamaz (https://bit.ly/2PXNOQYF erigsim tarihi 12.01.2020).

Bakteriler bitki biiyiime diizenleyici ve patojenlerle savagma 6zellikleri agisindan
giintimiizde siklikla calisilan mikroorganizma gruplarindan birisidir. Lokal olarak izole
edilen bakterilerin tarimsal iiretimi arttirmak i¢in kullanildig1 bir¢ok calisma vardir
(Esitken vd., 2010; Guerrero-Molina vd., 2013; Mirza vd., 2001). Fakat sadece tarimsal
tiretim arttrim1 degil dogru tarimsal tiretim seklini de belirlemek gerekmektedir. Bu
sebeple farkli tarim politikalarini uygulama gereksinimi ortaya ¢ikmaktadir. Tiirkiye’de
gozlenen ¢alismalar arasinda organik ve iyi tarim uygulamalar1 6ne ¢ikmaktadir. Havayi,
suyu ve topragi kirletmeden, diger hastalik ve zararlilarin etkisini en aza indirecek
tarrmsal tekniklerin  uygulanmasma organik tarim adi verilmektedir. Iyi tarim
uygulamalarindan farkli olarak herkesin uygulayabilecegi bir durumdur. Fakat iyi tarim

uygulamalar organik tarim yapilan isletme, arazi, {iriin gibi degiskenleri kontrol ederek
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halk sagliginin korundugu bir devlet politikasidir (https://bit.ly/2Ekrnzr erisim tarihi

12.01.2020). Kisacas1 organik {iriin iiretebilmek adina ilgili iiriin iizerinde zararl1 olarak
nitelendirilen zirai ilag¢ ve sentetik biiyiime arttirict ajanlarin  kullanilmamasi

gerekmektedir.

Bitki gelisiminin arttirilmasi, 6zellikle biiyiik 6l¢ekli tarimsal arazilerde ¢ok
onemlidir. Bu amagla tarimsal araziler lizerinde kimyasal giibre ve ilaglar uygulanmakta
ve nihayetinde bu bolgelerde iyi tarim/organik tarim yapilamamaktadir. Bunu 6nlemek
icin toprak cesidine gore bitki ekimi yapilmasi ve organik igeriklerin kullanilmasi
gerekmektedir. Bu amagcla toprak ve bitki biinyesinde bulunan ve hem bitki biiylimesini
diizenleyebilen hem de patojenlere karsi savasabilen mikroorganizmalarin kullanimi bir

gereklilik olarak ortaya ¢ikmaktadir.

Mikroorganizmalar bitki biiyiimesini dogrudan ve/veya dolayl yollarla gelistirme
ozelliginde olup, “biyogiibre” olarak kullanilmaktadirlar (Benidire vd., 2016; Buchholz
vd., 2019). Bakteriler bitki hormonu iiretimi, toprakta bulunan igeriklerin bitki tarafindan
alabilir forma c¢evrilmesi, patojenleri engelleyici igeriklerin olusturulmasi gibi bitki
gelisimini pozitif etkileyen dogrudan etkileri yaninda beta galaktozidaz iiretimi, siderofor
tiretimi gibi dolayl etkilere de sahiptir (Esitken vd., 2010; Jha vd., 2012). Yapilan pek
¢ok calisma ile Bacillus, Pseudomonas, Arthobacter cinsi bakterilerin (Bashan vd., 2008;
Bashan ve Holguin, 2002; Dodd vd., 2010; Y Ma vd., 2011) bitki biiylimesini
diizenleyici-arttirici- 6zellikte oldugu tespit edilmistir. Endofitik bakteriler de normalde
toprak rizosferinde bulunan bakterilerden olusan bir grup olup, bitki organlarina kokler
vasitasiyla girerler ve bitkinin kok, govde, dallar, meyve ve c¢icek yapilarinda bile
bulunabilirler. Patojen olmayip (Dodd vd., 2010; Rangjaroen vd., 2014), farkli bitki
bolgelerinde bulunarak bitki patojenleri ile savagmalarinin yani sira, bir¢ok endofitik

bakterinin bitki biiyiimesini diizenleme aktivitesine sahip oldugu bilinmektedir.

Gilinlimiizde yurt disinda tiretilmis olan bakteriyal soliisyonlar (bitki biyogiibresi,
advanced nutrients voodoo juice [ileri besin vudu igerigi] 4 litrede 200 milyar bakteri,

https://goo.gl/RyFkEu erisim tarihi: 15.12.19; bitki biyogiibresi, bactogel guerrilla

[baktojel gerilla] %5 10® cfu/g rizosfer bakterisi https://goo.gl/3gEHPH erisim tarihi

12.01.2020) ile tarimsal iiretim arttirtlmaya ¢alisilmaktadir. Bu tip iiriinlerin yurt disindan
ithali tlilkemiz ekonomisinde biiylik kayiplara neden olmaktadir. Bu nedenle yerli

biyogilibre iceriklerini olusturacak bakterilerin belirlenmesi 6nem tagimaktadir.
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Tiirkiye’de zeytin ve ceviz liretimine bakildifinda zeytin iiretimi 2017 yili
verilerinde 2,100,000 ton olarak gosterilmis olup yillar gectikce artan bir iiretim grafigine
sahip durumdadir (T.C. Giimriik Ve Ticaret Bakanligi, 2017 Zeytin ve zeytinyagi {iretim
raporu, https://g00.gl/STb6Xh erigim tarihi 12.01.2020). Ceviz iiretimi ise, 2013 yilinda

yapilan bir aragtirmaya gore yillik 212.140 ton kadar olup gittikge artan bir ivmeye
sahiptir (Simsek, 2016). Zeytin ve ceviz iiretiminde, giibreleme, hastalik ve zararlilarla
miicadele gibi teknik ve kiiltiirel uygulamalarin yeterli bir sekilde yapilmamasinin
tarimsal iiretimi azaltma potansiyeline kars1 6nlem alinmasi gerekmektedir.

Bu nedenlerle bu ¢alismanin amaglari; tilkemizde tarimi yogun olarak yapilan
zeytin ve ceviz agaglarindan serbest ve endofitik aktinomisetlerin izolasyonu,
aktinomisetlerin bitki gelisimini diizenleyici Ozelliklerinin belirlenmesi, antifungal
aktivitelerinin belirlenmesi ve molekiiler yontemler ile tanimlanmalar1 olarak
belirlenmistir.

Izole edilen aktinomisetlerin bitkilerin biiyiimesini tesvik edici dzellikleri; indol
asetik asit liretimi, siderofor iiretimi, ¢Ozlinmeyen fosfatin pargalanmasi, amonyak
iiretimi, beta galaktozidaz iiretimi, kitinaz iiretimi, proteaz iiretimi ve antifungal aktivite
testleri ile belirlenmistir. Molekiiler yontemler kullanilarak, se¢ilmis organizmalarin cins
seviyesinde ayrimi yapilmakla birlikte, filogenetik analizler sonrasi yeni tiir olma
potansiyeline  sahip olanlar iizerinde polifazik yaklagimlar ile tanilama
gerceklestirilmistir. Bitki biiyiime 6zellikleri yoniinden pozitif olan bazi aktinomisetler

secilerek bugday bitkisi tizerindeki etkileri incelenmistir.

1.1. Bitki Mikroorganizma Etkilesimleri

Rizosfer; bitki topragini saran kok bolgesi ve bunun etrafinda bulunan organizmal
olusumlarin tiimii olarak nitelendirilmektedir ve 1904 yilinda rizosfer taniminin
yapilmasindan sonra (Hiltner, 1904), bitki kok sistemi ve bu bdlgede olusan mikrobiyal
yiik ile ilgili bir¢ok etkilesim mekanizmasi incelenmistir ve kesfedilmistir (Berg, 2009;
Dede ve Giiven, 2015; Schlaeppi ve Bulgarelli, 2015). Bitki tarafindan salgilanan musilaj
ve diger kok salgilar1 mikroorganizmalar i¢in besin olusturmalarindan dolay1 bu bolgeye

dogru pozitif olarak organizmalar ¢ekilmektedirler (Jones vd., 2009) (Sekil 1.1.).

Rizosfer ¢evresinde etkilesim gosteren mikroorganizmalar yararli, patojenik veya

kommensal olabilirler (Berendsen vd., 2012). Yararli olarak adlandirilan
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mikroorganizmalar bitki ile es zamanli olarak bitki yararina dogrudan ve dolayli olarak
calisan organizmalardir (Lugtenberg ve Kamilova, 2009). Patojenik organizmalar, bitki
ve diger yararli mikroorganizma gruplarinin gelisimini engelleyerek kendi gelisimlerini
arttirmaya calisirlar (Bloemberg ve Lugtenberg, 2001; Srivastava ve Waters, 2012).
Kommensal mikroorganizmalar ise diger organizmalar1 direk olarak etkilemeden

yasamlarini stirdiiren organizmalar olarak isimlendirilebilir (Madigan vd., 2018).

Kik salgilar ve
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cerhili Toksik bitki igeriklerin firetimi
mikroorganizmalarn T v ile bitkilere zarar verirler
gelisimini reqrik &\\ 1 Yi
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Sekil 1.1. Bitki ve mikroorganizma etkilesimlerinin sematik goriintiisii (Berendsen vd., 2012).

Bitki mikrobiyomu (bitki rizosferi etrafindaki mikroorganizmalarin tiimii)
(Carvalhais vd., 2013) her bitki ve ayni bitkinin farkli toprak yapisi igerisinde
bulunmasindan dolayr birbirinden farklilik gdstermektedir. Patojenik organizmalar
dogas1 gere8i yayilimci 6zellik gosterdiklerinden daha biiyiik alanlarda karsimiza
cikabilmektedirler. Fakat belirli bir toprak yapisina sahip 6zel bir bitkinin mikrobiyomu
neredeyse sadece kendine Ozel olarak gelisim gosterebilir (Berendsen vd., 2012;

Schlaeppi ve Bulgarelli, 2015).



Bitki tarafindan salgilanan igeriklere ¢ekilen bakterilerin bitkiye dogru hareketleri
sonrast birbirleriyle etkilesime gecen mikroorganizmalar, kendi aralarinda kurduklar
haberlesme aglartyla (Quorum sensing-QS) c¢esitli biyofilm tabakalari meydana
getirebilme potansiyeline sahiptirler. Quorum sensing hem bakteriler, hem de funguslar
tarafindan siklikla kullanilan bir haberlesme agidir. Rizosfer tabakasindaki
organizmalarin yerkiirenin biyosfer tabakasinda dnemli gorevleri arasinda; parcalanmaya
yardimc1 hatta par¢alanmadan sorumlu olmak (Yanni vd., 1997), bitki gelisimini
diizenleyici- arttirict ve gelistirici 6zellikler gostermek (Dede ve Guven, 2018), bitki
patojenleri ile savasmak (Shanmugaiah vd., 2015) ve hatta bitkilerin gelisimini
saglamakla birlikte, dolayli olarak da olsa ekosistem igerisinde bitkilerin ger¢eklestirdigi

tiim gelisimsel basamaklardan sorumludurlar.

1.2. Bitki Biiyiimesini Diizenleyici Mikroorganizmalarin Onemi

Bitki biiyiimesini diizenleyici mikroorganizmalarin tiim yasam bilimleri dallar1 ile
yakindan ilgisi bulunmaktadir. Bu organizmalar genel olarak toprak kokenli
olduklarindan bircok sekilde kullanim alanina sahiptirler. Ozellikle antibiyotik iiretimi
denildiginde okaryotik fungus iiyeleri ve prokaryotik bakteriler ilk akla gelen organizma
gruplarindandir. Bitki gelisimini diizenleme yoniinden incelendiklerinde toprakta serbest
halde bulunan Pseudomonas, Bacillus gibi cinsler en fazla rastlanilan bakteriler iken (He
vd., 2019), simbiyotik etkilesim goOstererek bitki gelisimini saglayan Frankia cinsi
aktinomisetler (Benson ve Silvester, 1993), Rhizobium bakterileri (Yanni vd., 1997) ilk
akla gelen mikroorganizmalardir. Toprakta simbiyotik iliski olmaksizin serbest halde
bulunabilen bakteri gruplari ile birgok ticari {iriin {iretilmekle birlikte, bitki gelisimini

arttirict olarak tarimsal arazilerde kullanilmaya baslanmiglardir.

Diinyada ticari kimyasal gilibrelerin kullanim oranlar1 incelendiginde, yillik olarak
tiiketilen giibre miktar1 2013 yilinda 183 milyon olarak hesaplanmistir. 2018 y1l1 sonunda
200 milyon tona ulastig1 gosterilmistir (Cizelge 1.1.) (https://bit.ly/36DY Alv erisim tarihi
12.01.2020).




Cizelge 1.1. 2014-2018 yillari arasinda diinyada ihtiyag duyulan giibre miktarlar: (milyon ton)

Giibre icerigi* 2014 2015 2016 2017 2018
Azot (N) 113,147 115,100 116,514 117,953 119,418
Fosfat (P,0s) 42,706 43,803 44,740 45,718 46,648
Potasyum (K»0) 31,042 31, 829 32,829 33,519 34,456
Toplam 186,895 190,732 793,882 197,190 200,522

* Glibre miktarlari, giibre igeriklerinin farkli tiirevleri olmaksizin gdsterilmistir.

Tiirkiye’de ise tarimsal giibre (azot, fosfor, potasyum ve tiirevlerinden {iretilen)
tilketiminde 2018 verileri agisindan incelendiginde yaklasik olarak toplamda 19 milyon
ton giibre tiretilirken, 13 milyon ton tiiketildigi kaydedilmistir. Bu durumda bile disaridan
ihrag edilen kimyasal giibre miktar1 6 milyon ton olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Azot (N),
fosfat (P20s) ve potasyum (K>O) miktarlar1 ise toplamda yaklagik 2.1 milyon ton olarak
gozlenmektedir (Cizelge 1.2) (https:/bit.ly/2stdWKP erisim tarthi 12.01.2020).

Tirkiye’de iiretilen ve tiiketilen giibre miktar1 diisiiniildiigiinde bu miktar tarimsal

arazilere inanilmaz bir yiik getirmektedir.

Cizelge 1.2. 2014-2018 yillari arasinda Tiirkiye de iiretilen giibre miktarlar: (ton)

Giibre icerigi* 2014 2015 2016 2017 2018
Azot (N) 1492839 1486568  1.896.479  1.764.638  1.527.588
Fosfat (P20s) 570.236 584.569 792.490 754.750 521.058
Potasyum (K»0) 117.167 131.599 118.311 124.945 115.512
Toplam 2.180.242 2202735  2.807.280  2.644.333  2.164.158

*Glibre miktarlar giibre igeriklerinin farkli tiirevleri olmaksizin gdsterilmistir.

Tarimsal iiretimin devamli olarak kimyasal giibreler ve diger icerikler ile
desteklenmesi toprak yapisini yillar boyunca degistireceginden bu igeriklerin kullanimi
devamli izlenerek uygun zamanlarda, uygun miktarlarda iiretime katilmasi
amagclanmalidir. Topraga ekilen bitkinin bu maddeleri kullanarak {iriin meydana getirdigi
bir gercektir. Fakat, bu {irtinlerin asir1 kullanimi1 insan sagligini1 olumsuz etkilemektedir
(Majumdar ve Gupta, 2000). Organik ve biyogiibre icerikli iirtinlerin kullanilarak daha
saglikli tirtinlerin iiretilmesi tiim zamanlarin yiikselen trendleri arasindadir (Ayoub, 1999;
Mahdi vd., 2010). Tiirkiye’de de organik olarak iiretilen giibre {iretimi yapan sirketler
desteklenmekle birlikte, farkli egitim birimlerinde de arastirma-gelistirme c¢alismalari

yapilmaktadir (Cevheri ve Yilmaz, 2016; Tunali vd., 2016). Fakat mikroorganizmalarin



kullanildig1 ¢alisma sayist ¢ok diisiik sayilardadir (Cakmakgi vd., 2016; Fayetorbay vd.,
2014; Tunal1 vd., 2016).

Kimyasal giibrelerin ¢ok fazla kullanimi sonrasi toprakta geri doniisii olmayan bir
birikmeye yol acarak toprak verimini azaltabilmektedir. Bunun 6niine gegilebilmesi i¢in
mikroorganizma siispansiyonu igeren lriinlerin kullanimi ile birlikte toprak yapisinda
bulunan bu igeriklerin kullanim oranlar1 arttirmaya yonelik ¢aligmalar gergeklestirilir.
Ornegin organizmalar azotu topraga baglayabilitler (Carberry, 2016), bitki biiyiime
hormonu iiretebilirler (Abd-alla ve Rasmey, 2013), coziinemeyen formdaki fosfati
parcalayabilirler (Tallapragada ve Seshachala, 2012) ve daha bir¢ok farkli 6zellige sahip

olabilirler.

Dolayisiyla kimyasal giibreler, herbisitler ya da pestisitlerin kullanimai ile tiim bir
tarimsal alan etkilenebileceginden (Insam, 2001) bu asamalarda kullanilan igeriklerin
organik olarak iiretilmesi ve hatta miimkiinse o bitkiye uygun organizma grubu icermesi

beklenmektedir.

1.3. Mikroorganizmalar ve Biyogiibre Olusturmadaki Rolleri

Geleneksel organik giibreler yemek atiklari, hayvan giibreleri gibi igerikler ile
hazirlanmakla birlikte kimyasal giibreler kadar etkili degildirler (Mishra vd., 2013). Bu
yiizden ciftciler siklikla kimyasal giibreler ile bu durumu desteklemeye calismaktadirlar.

Biyogiibreler ise mikroorganizma siispansiyonu igeren bitki gelisimini arttirici

icerikler olup, tarimsal uygulamalarin en modern ve en iyi uygulamalarindan birisidir.

Azosprillum, Bacillus, Trichoderma gibi farkl cinslere ait mikroorganizmalar ile
biyogiibre iiretimleri gerceklestirilmistir. Azospirillum cinsleri daha ¢ok azot baglama
yeteneklerinden Otiirii Bio-N® isimli {iriin ile ticarilestirilmis iken, Trichoderma cinsi ise
Bio-Spark® ismiyle, toprak kaynakli patojenlerin iiremesinin durdurulmasi ve bitki

biiylimesini gelistirmesi bakimindan ticarilestirilmistir (Baconguis vd., 2012).

Tiirkiye’de de baz1 mikroorganizmalar ile bitki biiyiimesini diizenleyici i¢eriklerin
iretimi ve kullanimi baglamistir. Tarim ve Orman Bakanligima baglh bir arastirma
birimince AZOTEK-1 (Rhizobium galegae) , AZOTEK-2 (Rhizobium leguminosarum)

ve AZOTEK-3 (Rhizobium leucane) adlarinda Rhizobium cinsi bakteriler igeren ve nohut,



mercimek, fig ve bezelye bitkilerinde iiriin arttiric1 6zellik saglayan giibreler tiretilmeye

baslanmig olup satis1 yapilmaktadir (https://bit.ly/2Pmf4cf erigim tarihi 12.01.2020).

Alfa tarim adli firma 3 adet biyolojik giibre iiretmektedir: Hadrizom; fosfat
¢Oziinmesinde gorev alan bakteri ve kiiflerin kullanildig1 (Bacillus subtilis, Pseudomonas
putida, Bacillus megaterium, Penicillium bilaii, Trichoderma viridae) bir karigimdir.
Hadrofit; (4zotobacter vinelandii, Azotobacter chroococum, Azotosprillum brezilianse,
Pseudomonas florescense) yapraklarda azot baglama, bir¢ok vitamin liretimi ve bitki
bliylime diizenleyicileri sentezleme aktivitesine sahiptir. Hadropoly; verimsizlesen
topraklarin gili¢lendirilmesini amaglayan ve igeriginde Arthobacter spp., Azotobacter
spp., Azotobacter vinelandii, Azotobacter chroococum, Trichoderma viride, Penicillium
bilaiae, Bacillus megaterium, Bacillus subtilis, Pseudomonas flourescense bulunduran

bir biyogiibredir (https://bit.1y/30140Qgc erigim tarihi 12.01.2020).

Mikroorganizmalar biyogiibre olarak kullanilmadan 6nce bazi bitki gelisimini
diizenleyici 6zelliklerin bir veya daha fazlasina sahip olmalilar ki tarimsal kullanimlarda
kendilerine bir yer bulabilsinler. Bitki gelisimini diizenleyici 6zellikleri ise hormonal

tiretimler, enzim {iretimleri ve antagonistik igerik iiretimleri olarak ayrilabilmektedir.

1.4. Mikroorganizmalarin Bitki Gelisimini Diizenleyici (Tesvik Edici) Ozellikleri

Mikroorganizmalar ~ bitki  gelisimini  bircok  yonden  diizenleyebilme
yetenegindedirler. Bu organizmalar bitki biiylimesini direkt, indirekt ya da her iki sekilde
birlikte gerceklestirebilmektedirler. Direkt etki mekanizmalarina hormon {iretimleri

verilebilirken, indirekt mekanizmalara ise farkli pargalayici enzimler 6rnek gosterilebilir.

1.4.1. indol -3- asetik asit (IAA) iiretimi

IAA iretimi cesitli bakteriler tarafindan iiretilmekle birlikte bitki gelisimini
pozitif olarak etkilemektedirler (Dobbelaere vd., 1999). IAA {iretimi oksin iiretimin
onciilii olarak bilinmekte hatta igerik direk olarak oksin olarak isimlendirilmektedir
(Chapman ve Estelle, 2009). Oksin hormonu bilinen birkag bitki hormonundan birisi olup
kok ve kokeiik gelisiminden sorumludur. Dogal ve sentetik yollarla iiretilip bitki biiyliime

arttiricis1 olarak kullanilmaktadir (Peredo ve Simmons, 2018; Woodward ve Bartel,



2005). Triptofan bagimli olarak iiretilmelerinin yaninda triptofan olmaksizin iiretim
gerceklestirebilen mutant irklarin varlig: tespit edilmis durumdadir (Peredo ve Simmons,
2018; Woodward ve Bartel, 2005). Bitki rizosferinden izole edilen bakterilerin %80
kadar1 TAA f{iretim kapasitesine sahiptir. Ipdc geni indol piirivat dekarboksilazin
tiretimden sorumlu olup IAA iiretiminden sorumludur (Patten ve Glick, 2002). Ayrica
ibr5 geni igeren mutant irkin oksin iiretimi ile ilgili ¢ok gli¢lii bir iligkisi bulunmaktadir
(Fukaki ve Tasaka, 2009). Bu genin iiretilmesi baskilandiktan sonra bitki kokiiniin lateral

olarak uzamas1 yavaglamistir (Strader vd., 2008).

1.4.2. Fosfat ¢oziinebilirliligi

Fosfat bitki biiylimesi i¢in en Oonemli besin kaynaklarinin basinda gelmesine
ragmen bazi fosfat formlar1 bitkiler tarafindan ¢dziiniir hale getirilememekte ve fosfat
alimi yeterli seviyelere ¢ikarilamamaktadir (Gadd vd., 2012). Her topragin tarim
yapilabilecek seviyelere getirilemeyecek durumda olmasindan bu bakterilerin ortaya
cikarilmasi biiyiik bir 6neme sahiptir. Bu bakteriler ¢dziinemeyen ya da daha biiylik parca
halinde bulunan fosfatlarin par¢calanmasinda gorev alarak bitki gelisimini pozitif yonde
arttirmaktadirlar (El-Tarabily ve Sivasithamparam, 2006; Joseph vd., 2007; Singh vd.,
2011). Ayrica fosfat ve fosfath bilesiklerin ¢ozilinebilir forma gegmesi sonrasi organik
asitlerin tretilmesinde kullanilmalar1 ve bitkilerin kok gelisimlerini arttirdiklar1 rapor

edilmistir (Bashan vd., 2013; Tallapragada ve Seshachala, 2012).

Coziinemeyen fosfat molekiilleri birden farkli sekilde test edilebilmekle birlikte
en yaygin olanlar1 bakterilerin bu yapilar1 ¢ézebilme potansiyellerini ortaya ¢ikartacak
besiyerleri ve igeriklerin olusturulmasindan gegmektedir (Nautiyal, 1999; Pikovskaya,

1948).

1.4.3. Siderofor iiretimi

Bakteriler tarafindan gergeklestirilen siderofor tiretimi bitkiler agisindan iki farkl
sekilde etkili olmaktadir (Rajkumar vd., 2010). ki bitkinin metal alimina yardim etmek,
ikincisi ise kiif iiretiminin engellenmesidir. Bakteriyel sideroforlarin salgilanmasi ile
birlikte bircok patojenin kontrolii saglanmistir (Gram, 1996; Holzberg ve Artis, 1983;
Shanmugaiah vd., 2015).



Siderofor tiretimi hidrojen siyanid (HCN) iiretimi ile desteklenmekte ya da HCN
tiretimi tek basina oldugu hallerde de antifungal aktivite olugsmasina sebebiyet
verebilmektedir (Nagarajkumar vd., 2004). Siderofor iiretimi gerceklestiren bircok
bakteri bulunmaktadir (Carlos vd., 2016; Chaiharn vd., 2009; Fernandez vd., 1998;
Khamna vd., 2009). Sideroforlar metal iyonlar1 igeren bir besiyerinde metal iyonlarinin
mikroorganizmalar tarafindan kullanilmasi ile belirlenmektedirler (Schwyn ve Neilands,

1987).

1.4.4. Amonyak (NH3) iiretimi

Amonyak bakteriler tarafindan nitrit ve nitrata ¢evrilerek bitki gelisimini dolayl
olarak arttirmaktadir. Amonyak iiretimi pH alkali duruma geldigi zamanlarda artisa geger
(Pearson ve Stewart, 1993). Bununla beraber amonyak {iiretimi ile bitkiler topraktan azot
alimin1 gerceklestirirler. Azot alimi amonyagin oksidasyonu ile gerceklestirilmektedir.
Bu kisimda amonyak iiretimi gergeklestiren bakteriler, azot dongiisiine katilan bakterileri
destekleyici durumdadirlar. Normal sartlarda topraklarda amonyak ¢ok az miktarlarda
olmakta ve olan miktar siilfiir ve nitrojen dongiilerinde kullanilmaktadir. Azot
kaynaklarinin toprak ortiisiinden ¢ok ¢abuk kaybolmasindan dolay1 ekstra azotlu icerik
tiretimi 6nem kazanmaktadir (Madigan vd., 2018; Nannipieri vd., 2003; Pearson ve

Stewart, 1993).

1.4.5. Giberellin, sitokinin ve etilen iiretimi

Giberellinler, oksinler gibi kok biiyiimesinden ve gelisiminden sorumludurlar
(Katznelson ve Cole, 1965). Giberellin hormonu iiretebilen Azospirillum, Agrobacterium,
Bacillus, Streptomyces, Nocardia cinsi mikroorganizmalar gesitli caligmalarda rapor
edilmislerdir (Y. Bashan ve De-Bashan, 2005; Harada-Sunao ve Akeda-Iluo, 1997; He
vd., 2019).

Sitokininler ise hiicre dongiilerinde rol alarak bitki hiicrelerinin gelisimde rol
almaktadirlar. Ayrica sitokinin hormonundan yoksun bitkilerin dallarinin daha kisa
kaldigin1 ve dallarindaki u¢ meristemlerinin daha kiiclik oldugu gosterilmistir (Werner
vd., 2001). Baz1 ¢aligmalarda organizmalarin sitokinin tiretebildigi gosterilmistir (Feng

vd., 2006; Tien vd., 1979; Timmusk vd., 1999).
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Etilen dretimi ile meyve olusumu ve yaprak dokiimii gibi olaylar
diizenlenmektedir. Ayrica stres kosullar1 altinda etilen {iretimi arttirilarak bitkinin daha
erken olgunlagsmasi saglanmaktadir. Etilen iiretimi Escherichia coli, Pseudomonas
syringae, Fusarium oxysporum gibi cesitli mikroorganizmalarda gosterilmistir (Swarup

vd., 2007; Tsavkelova vd., 2006).

1.4.6. Hidrojen siyanid (HCN) iiretimi

Hidrojen siyanid {retimi  glikoz  molekiillerinin  pargcalanmasi  ile
gerceklesmektedir (Knowles, 1976). Bitkinin besin maddelerini daha iyi saglamasinin
yaninda {retilen bu igerik patojenik oOzellikteki organizmalarin  ¢ogalmasini
baskilayabilmektedir (Barriuso vd., 2008; Gray ve Smith, 2005). Agir metallerin
bulundugu ortamlarda bu metallerin parcalanmasin1 saglayarak bitki gelisimi

arttirllmaktadir (Y. Bashan ve De-Bashan, 2005; Benidire vd., 2016; Weyens vd., 2009).

1.4.7. Aminosiklopropan-1-karboksilik asit (ACC) deaminaz iiretimi

ACC firetimi yapabilen organizmalar yardimi ile bitki gruplar1 farkli stresler
altinda daha iyi gelisebilmektedirler. Artan insan niifusu ile tarimsal iiretimin ¢ok yiiksek
seviyelere ¢iktig1 glinlimiizde ¢ok farkli toprak alanlari tarima agilmig durumdadir. Fakat
orman arazileri ve tarima uygun araziler tizerine yapilan ekimlerin ger¢eklesebilmesi i¢in
gerekli besin maddeleri ile birlikte uygun mikroorganizmalarin bu alanda olmasi

gerekmektedir.

ACC deaminaz tretimi IAA {iretimi ile sinerjetik olarak birlikte ¢alismaktadir.
Bununla birlikte ACC deaminaz iiretimi ile tasma, kuraklik, tuzluluk, agir metal etkisi,
organik kirleticiler ve bakteriyel hatta fungal patojenlere karsi miicadele miimkiindiir
(Glick, 2014). ACC deaminaz iiretimi ile diger bir bitki hormonu olan etilen seviyesinin

onemli dl¢iide disiiriildiigl gosterilmistir (Nadeem vd., 2010).

1.4.8. Proteaz aktivitesi

Proteazlar proteinlerin peptit ve amino asitlere ayristirilmasinda gérev alan enzim

gruplaridir. Aktinomisetlerin ¢ogunun saprofitik olmalarindan dolay: bitki gelisiminin
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desteklendigi durumlarda bu enzimin iretilip iiretilmediginin tespiti daha da Onem

kazanmaktadir.

Brevundimonas sp., Trabulsiella guamensis (Rehbar ve Batool, 2017),
Streptomyces sp. (Manivasagan vd., 2010), Enterobacter sp. (Benidire vd., 2016) gibi
mikroorganizmalarin proteaz liretebildikleri gosterilmistir. B-glikozidaz, seliilaz, proteaz
gibi enzimler karbon, azot ve fosfor dongiilerinde 6nemli rol oynarlar (Gil-Sotres vd.,

2005; Guiwei vd., 2008).

1.4.9. Kitinaz iiretimi

Kitinaz aktivitesi ile toprak ve toprak alt1 birgok alanda kitin igerigi bulunan yap1
degrade edilerek bu yapilarin azot ve karbon kaynagi olarak kullanilmasi saglanmaktadir
(Olander ve Vitousek, 2000). Kitinaz bitkiler tarafindan da tiretilmektedirler, fakat bitki
tarafindan sadece enfeksiyon bolgelerinin  bulundugu kisimlarda salgilanma

gostermektedirler (Roberts ve Selitrennikoff, 1988).

Kitinazlar bocek ve mantar yapilarinin pargalanmasinin yaninda patojenik kiif ve
zararli boceklerin uzaklastirilmasinda da dolayli yonden gorev almaktadirlar (Biasolo vd.,
2016; Kramer ve Muthukrishnan, 1997). Kitinaz aktivitesi ile bircok patojen organizmaya
kars1 etkinlik gosterip gostermedigi incelenmeye ¢alisiimistir (Berg vd., 2005; Ozyilmaz
ve Benlioglu, 2013; Saxena vd., 2013). Ayrica kitinazlarin hiflerin lizisine yol agarak

fungal patojenleri 61diirdiigii bilinen bir olgudur (El-Tarabily ve Sivasithamparam, 2006).

1.4.10. p-galaktozidaz iiretimi

B-galaktozidazlar bitkisel oksin tiretiminde gorev alan Onciil enzimlerin
arasindadir (Tanimoto ve Igari, 1976), ayrica bu enzim aktivitesi ile birlikte bir¢ok bitki
gelisim testi gerceklestirilmistir (Cappuccino ve Sherman, 2014; Dekkers vd., 1998;
Flores vd., 1990).

Nodiilasyonda gorev alan gen bolgelerinin belirlenmesi ile legiiminoz bitki
gruplarinda azot alimin1 6nemli seviyelerde arttirdigindan bitki biiyiimesini destekleyici

test olarak kullanilabilmektedir (Rillinga vd., 2019; Steenhoudt ve Vanderleyden, 2000).
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Beta galaktozidaz tiretimi ayrica birgok ticari iiretim potansiyeline sahip olup

giintimiiz endiistriyel alanlarinda ytiksek talep gormektedir (Princely vd., 2013).

1.4.11. Bitki gelisimini destekleyici diger enzim testleri

Azot icermeyen toprak yapilarinda organizma dagiliminin artmast sonucu azot
baglayabilme potansiyellerinde artis gozlenebilmektedir (Burns vd., 2013; Venturi ve
Fuqua, 2013). Organizmalarin fosfati mineralize edebilme 06zelligi bir caligmada
kullanilmistir (Franco-Correa vd., 2010). Bitki gruplarinin tuzluluk, agir metal, kuraklik
gibi sartlarda tiretilen ACC deaminaz iiretimi (Kamnev vd., 2005; Sarkar vd., 2018;
Vigani vd., 2018) ile ortaya ¢ikabilecek 6zelliklerinin belirlenmesi i¢in farkli ortamlar

hazirlanabilir.

Bu testlerin tercihi yapilacak ¢alismaya bagli olarak degisebilecek durumda olsa
dahi, topraktan izole edilen aktinomisetlerin yukarida belirtilen enzimlerinden farkli
olarak yine azot, karbon ve fosfor dongiilerinde gorev alan enzimlerin belirlenerek

incelenmesi Ongoriilmektedir.

Bununla birlikte yine antagonistik etkiye sahip olmast muhtemel enzim
gruplariin belirlenmesi, bunlarin saflastirilmast gibi farkli tasarimlar incelenebilir
goziikmektedir. Hiicre digina salgilanan bir¢ok enzim ailesi oldugundan ve bunlarin
bazilar1 ¢ok biiyiik miktarlarda iiretildiginden bitki gelisimini etkileyebilecek olanlarin

secilerek calisilmasi gerekmektedir.

1.5. Antagonistik Ozellikleri

Bir¢cok mikroorganizma patojenik organizmalar iizerinde farkli sekillerde etki
gostermektedirler. Mikroorganizmalarin antagonistik icerik tiretmeleriyle patojenik
organizmalar Oldiirerek veya gelisimini durdurmasindan dolay1 bitki gelisimi dogrudan
veya dolayl olarak arttirmaktadir. Antagonistik aktivite gogunlukla baska bir patojen ya
da diger organizmalar ile besin, yasama alan1 gibi sebeplerle rekabet amagli olarak ortaya

¢ikmaktadir.
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1.5.1. Antifungal aktivite

Mikroorganizmalar antifungal ajanlarin iiretiminde diinyada ilk siralarda yer
almaktadirlar. Antifungal 6zellik olmasi agisindan bazi bitkilerce iiretilen yapilar bitkileri
patojenik organizmalardan koruma amaci tiretilmektedirler. Mikroorganizmalar toprak,
deniz sulari, deniz hayvanlari, sediment tabakalari, resifler, algler, siingerler ve daha
bir¢ok alandan izole edilebilmekte ve antifungal ajan icerebilmektedirler (Xu vd., 2015).
Bazi antifungal ajanlara 6rnek vermek gerekirse; nistatin (fungisidin) (Hazen ve Brown,
1951) aktinomisetlerden ve viridiofunginler Trichoderma viride’den (Pollex vd., 2006)
sayilabilir. Serbest yasayan bakteriler (Schniirer ve Magnusson, 2005), aktinomisetler
(Demain, 1999) ve funguslardan (Kearns vd., 2017) yeni antifungal ajanlar iiretilmeye
devam edilmektedir. Bitki patojeni funguslara karsi etkinligi gosterilen organizmalara
ornek vermek gerekirse Bacillus (Yuan vd., 2013), Pseudomonas (Ligon vd., 2000),
Streptomyces (Prapagdee vd., 2008), Nocardia (Taechowisan vd., 2003) cinsi bakteriler
siklikla izole edilerek antifungal o6zellik gosterdikleri rapor edilmistir. Fusarium
culmorum (Fusarium solgunlugu), Botrytis fabae (cikolata damlalar1), Bipolaris
sorokiniana (¢okerten), Verticillium dahliae (Verticillum solgunlugu), gibi patojenik
kiifler lizerinde rizosfer aktinomisetleri denenerek etkinlikleri belirlenmeye ¢alisilmistir

(Aouar vd., 2012).

1.5.2. Antibakteriyel aktivite

Antibakteriyel icerikler antifungal ajanlarda oldugu gibi hem bitkisel hem de
mikrooganizmalar tarafindan iiretilebilmektedirler. Antibakteriyel ajanlar antifungallarda

oldugu gibi bircok bolgeden izole edilen organizmalarca iiretilmektedirler.

Antibakteriyel ajanlarin  daha siklikla ¢alisildigr  literatiirde  agikca
gozlenmektedir. Bununla beraber mikroorganizmalarca iiretildigi bilinen antibakteriyel
ajanlardan bazilarin1 siralamak gerekirse; vankomisinler, aktinomisetlerden elde
edilmislerdir (Hoagland vd., 1984), benzilpenisilinler funguslardan elde edilmiglerdir
(Panarin ve Solovskii, 1967). Bitki patojeni bakteriler bircok alanda biiyiik zararlar
vermekle birlikte Pseudomonas syringae patovarlari ¢ok fazla patojenite gosteren
gruplardan birisidir. Bunlarin kontrolii yine kendi cinsinden bakteriler tarafindan

yapilabilmektedir (Haas ve Défago, 2005). Xanthomonas campestris pathovarlart bir
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diger c¢ok karsilasilan ve bir¢ok bitki iizerinde patojenite gosteren bakteridir.
Xanthomonas campestris patovarlarindan birisinin Streptomyces cinsi bakterilerce

iiremesinin engellendigi gosterilmistir (Dinesh vd., 2017).

1.6. Bitki Biiyiimesini Diizenleyici Bakteriler/ Rizobakteriler (PGPB/PGPR)

Bitki biiylimesini diizenleyici bakteriler ya da rizobakteriler (PGPB ya da PGPR)

olarak literatiirde incelenmektedirler (Ambrosini ve Passaglia, 2017).

PGPR iki sekilde; ilki bitki hiicreleri disinda bulunanlar (ePGPR= ekstraseliiler
PGPR), digeri ise kok icerisinde bulunan bakteriler (iIPGPR= intraseliiler PGPR) olarak
incelenmektedirler (Gray ve Smith, 2005). Diger bir arastirmada ise rizosferde bulunan
bakteriler; notral, diizenleyici, ya da engelleyici olarak {i¢ sekilde etki gosterebilirler
(Antoun ve Prévost, 2005). Bagka bir aragtirmacinin yaptig1 ¢calismada ise PGPB’lerin
biyogiibre iiretimi, biyodiizenleme ve biyokontrol olmak iizere ii¢ farkli sekilde bitkileri

etkiledigi gosterilmistir (Sekil 1.2.).

N,(g)

Bitki biiyiime diizenlenmesi

indol Asetik Asit —
/

ik iceriklerin parcal

Mikorizal fungi Hidrolitik enzimler ve antibiyotikler
diizenlenmesi

Enfeksiyon sirasinda
ctilen diizenlenmesi

b Patojen * Olii patojen Biyodiizenleme |

: EES = E ; > Biyol:ontro]_h
' ' mikorizal fungi

Sekil 1.2. Bitki biiyiime diizenlenmesinin agamalarinin sematik gosterimi (Ferreira vd., 2019)

Bakteriler bitki kok sistemlerinde kolonize olarak bitki biiylimesini

gelistirmektedirler (Kloepper ve Schroth, 1978). Bitki biiyiimesini diizenleyici
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bakterilere; Bacillus, Pseudomonas (He vd., 2019), Arthrobacter (Tchuisseu Tchakounté
vd., 2018), Lactobacillus (Con ve Karasu, 2009), Rhizobium (Kang vd., 2019),
Streptomyces (Sardi vd., 1992), Psychrobacter (Ying Ma vd., 2009), Achromobacter,
Lysinibacillus (Sgroy vd., 2009), Serratia (Carlos vd., 2016), Ochrobactrum (Saikia vd.,
2018), Micromonospora, Nocardia (Khamna vd., 2009) gibi bir¢ok farkli cins 6rnek

olarak verilebilmektedir.

1980 yilindan bu yana PGPB tarimsal arazilerde kimyasal giibrelerin yerine
kullanilmaya baslanmistir. PGP 6zelligi gosteren bir organizma bitkinin endosfer ve
filosfer tabakalarindan ve toprak katmanlarindan izole edilebilmektedir. PGP &zelligi
gOsteren organizmalar sera ve laboratuvar sartlarinda denenmekle birlikte ekolojik ve
cevresel etkinlikleri genel olarak arastirilamamaktadir. Bununla birlikte yeni yapilacak
caligmalarda bakterilerin toprak, bitki ve ¢evrelerine olan etkinliklerinin de belirlenmesi

hedeflenmektedir (Rillinga vd., 2019).

Antibiyotik direncliliginin giiniimiizde c¢okga tartisilmasi PGPR iiyelerinin de
halen kullannmda olan antibiyotiklerinden dolay1 diren¢ kazanabilme potansiyelleri
yoniinden incelenmeye alinmis ve daha fazla PGPB {iyesinin izole edilerek mevcut

antibiyotik iceriklerin kullaniminin azaltilmasi 6nerilmistir (Ramakrishna vd., 2019).

Ticari olarak PGPB ile yapilan ¢aligmalarda ise mikroorganizmalarin bazilar
kullanilarak bitki gelisimini arttiric1 ticari organik gilibre uygulamalarinda patentleri
alinmaktadir. Bir calismada Bacillus velezensis bakterisinin azot baglayabilme 6zelligi ve
bitki biiyiimesini gelistirmesi adina patent alinmistir (Woong ve Chang, 2019). Bir
digerinde ise Cryptococcus podzolicus tirliniin azot baglama oOzelliginden dolay1

kullanimi patentlenmistir (Woong ve Chang, 2019).

Bitki biliylimesini  diizenleyici 6zellikler farkli tip tarimsal iirlinlerde
caligilmaktadir. Arpa, bugday, misir gibi neredeyse tiim diinyaca bilinen tarimsal araziler
ve bunlarin iiretildigi araziler {lizerinde birgok c¢aligma mevcuttur (Ahmad vd., 2007,
Beneduzi vd., 2012; Bottner vd., 1999; Jones vd., 2009; Roberts ve Selitrennikoff, 1988).
Uziim bitkisi ¢ok tiiketilen ve bir¢ok ticari iiretim asamasinda kullanildigindan bu bitkinin
mikroorganizmalarca olan iligkileri siklikla incelenmektedir (Aballay vd., 2011, 2012;
Biasolo vd., 2016; Compant vd., 2011). Mangrov ormanlarinin organizmalarca olan
iligkisi diger bitki gruplarindan farkli oldugundan (kismi olarak sivi—toprak karigiminda
biliylimesinden dolay1) ¢okga incelenen bitki gruplarindandir (Abdul Malek vd., 2014;
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Arumugam vd., 2017; Bashan ve Holguin, 2002). Pamuk bitkisi tekstil, kagit ve daha
birgok endiistri alaninda kullanildigindan bu iirliniin de siklikla toprak mikroorganizma
iliskileri incelenmistir (Cevheri ve Yilmaz, 2016; Hallmann vd., 1997; Tejada vd., 2006).
Domates bitkisi en ¢ok tiiketilen {iriinlerden birisi oldugundan yine en sik ¢alisilan bitki
gruplarindan birisidir (Gamalero vd., 2005; Tan vd., 2006; Tunali vd., 2016; Xu vd.,
2014).

Bakterilerin bitki ¢esitleri iizerindeki patojenler ile savasilmasi agisindan
biyokontrol ve antagonistik 6zelliklerinin incelenilmesi giiniimiizde en ¢ok basvurulan
alanlardan birisidir. Toprak kokenli patojenlerin yada lokal olarak antagonizm gosteren
tiirlerin tespiti ile birlikte bitki biiylimesi dogrudan ya da dolayli (siderofor ve antibiyotik
tiretimleri ile birlikte) olarak desteklenmektedir. Birgok bakteri grubunun antifungal ve

antibakteriyel aktivite gosterdigi ¢esitli caligmalarda gosterilmistir.

1.7. Bitki Biiyiimesini Diizenleyici Aktinomisetler

1940°’lh  yillarda ~ Waksman  tarafindan  aktinomiset  adlandirilmasi
gergeklestirilmistir (Waksman, 1940). Bununla birlikte aktinomisetler ile yapilan yogun
caligmalar 1970’11 yillarda karsimiza ¢ikmaya baglamistir (Collins vd., 1977; Lechevalier
vd., 1971; Lechevalier vd., 1973).

Yasam olan neredeyse tiim bdlgelerde aktinomisetlere rastlanilmistir. Bitki
topragi, ¢ol topragi, deniz sedimenti, gol sedimenti, nehir sedimenti, bitki béliimleri gibi
alanlardan da izole edilmeye devam edilmektedir (Albarracin vd., 2010; Bian vd., 2009;

Garcia vd., 2010; Nithya vd., 2018; Veyisoglu vd., 2016; Wink vd., 2004).

Aktinomisetler, filogenetik olarak Firmicutes ve Bacteriodetes subelerinin
arasinda Gram pozitif bakteriler ile birlikte smiflandirilirlar (Sekil 1.3.). Fakat
aktinomisetler yiiksek guanin-sitozin (GC) igermelerinden kaynakli olarak tekrar
dallanarak Gram pozitif bakteriler subesinin alt kolu olan yiiksek GC igeren bakteriler
olarak adlandirilirlar (Parks vd., 2018).

Aktinomisetlerin genom dizileme sonuglari incelendiginde en kiiciik genoma
Tropheryma cinsi tyelerinde karsilasilmakta olup 925938 baz ¢ifti (bg) icermektedir

(Bentley vd., 2003). Streptomyces cinsi liyeleri ise bakteria alemi igerisindeki en biiyiik
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genomlu organizmalari igermekle birlikte dokuz milyon baz ciftini gegen bir genom

biiyiikliigiine sahiptirler (Ay vd., 2018; Chun vd., 1997; Ma vd., 2017; Také vd., 2018).
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Sekil 1.3. Evrensel filogenetik agag, bu agagc rRNA gen dizilerinin karsilastirilmast ile olusturulmustur.
SEOA= son evrensel ortak ata (Madigan vd., 2018).

Aktinomisetlerin incelenebilmesi adina morfolojik, biyokimyasal, fizyolojik
karakterler yaninda, kemotaksonomik ve niimerik taksonomi ¢alismalar1 ile incelenerek
molekiiler sistematik ¢alismalari ile desteklenmektedir (Moncheva vd., 2002; Nouioui
vd., 2018; Saxena vd., 2013; Whitman vd., 2012). Kisacas1 bakteri identifikasyonu
yapilabilmesi i¢in fenotipik, kemotaksonomik ve genotipik karakterlerin (polifazik
taksonomi) incelenilmesine gerek duyulmaktadir (Nie vd., 2012; Tan vd., 2007; Zhao vd.,
2010).

Aktinomisetler misel ve spor olusturmalar1 yoniinden de ayrilmaktadirlar (Li vd.,
2016). Diger bakteriler gibi biyofilm olusturma, kist olusturma gibi kendisini savunma
mekanizmalar1 bulunmakla birlikte aktinomisetler misel uglarindan spor meydana
getirirler. Hatta bu spor olusum sekillerine gére aktinomisetlerin cins seviyelerine kadar
tespiti gergeklestirilebilmektedir. Spor olusumunun gdsterilmesi yeni kayit altina alinmig
aktinomisetlerin kesfi agisindan biiyiik bir dneme sahiptir (Waksman, 1940; Waksman ve

Henrici, 1943).
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Actinobacteria subesi, Bacteria domaini igerisinde olup, alti sinifa sahiptir.
Bununla birlikte yiiksek GC oranina sahip sinif olan Actinobacteria i¢erinde ise 22 takim

bulunur (https://bit.ly/2tp5X1V erigsim tarihi: 28.11.2019). Toprakta en ¢ok karsilasilan

aktinomisetler; Cornebacteriales takimi igerisinde bulunan Nocardiaceae ailesine baglh
Nocardia cinsi, Micromonosporales takimi i¢erisinde bulunan ve Micromonosporaceae
ailesine bagli Micromonospora cinsi, Streptomycetales takiminda Streptomycetaceae
ailesinde bulunan Streptomyces cinsleri ve Pseudonocardiales takimi igerisinde

Pseudonocardiaceae ailesinde bulunan Amycolatopsis cinsidir.

Bitki biiylimesini diizenleyici aktinomisetler (PGPA) bircok bitki biiyiime
ozelligini igerebildiginden PGPB olup olmadiklar1 belirlenmek adina diger serbest
yasayan bakterilere gore daha yeni diyebilecegimiz sekilde calismaya baslanmislardir
(Glick, 2014; Hamedi ve Mohammadipanah, 2014; Qin vd., 2015). Ciinkii aktinomisetler,
yapilan arastirmalar sonrasinda diger bes bakteri sube igerisinde 2. sirada temsil
edilmekle birlikte yiizdesel olarak ¢ok az rastlanilmaktadirlar (%90 Protobacteria, %1.5
Actinobacteria, %1.4 Planctomycetes, %1.1 Verrumicrobia ve %0.5 Acidobacteria)

(Santoyo vd., 2016).

Baz1 farkli ortamlardan (Aquilaria crassna bitkisinden, Jatropha curcas
bitkisinden) izole edilen siderofor iiretimi, fosfat ¢oziinebilirligi, IAA {iretimi, amonyak
tiretimi gibi Ozellikleri c¢alistlmistir (Nimnoi vd., 2010; Vurukonda vd., 2018).
Antagonistik icerik {iretmeleri bakimindan daha fazla calismaya konu olmuslardir
(Hamdali vd., 2008a; Kunoh, 2002; Rosenblueth ve Martinez-Romero, 2006; Shimizu
vd., 2000).

Aktinomisetler bitki biliylimesini diizenleyici olarak ticari iirtin formlarinda ¢ok
kullanilmamakla birlikte daha ¢ok akademik calismalar igerisinde kullanilmislardir
(Arumugam vd., 2017; Carberry, 2016; Hamedi ve Mohammadipanah, 2014;
Purushotham vd., 2018). Bu calismalarda farkli bitki gruplart ve bitki pargalari
incelenmistir. Tripterygium wilfordii bitkisinden endofit formda izole edilerek,
Streptomyces cinsi lyelere rastlanilmistir (Miao vd., 2014). Pseudowintera colorata
(Horopito) bitkisi ile yapilan bir ¢alismada endofitik aktinomisetler izole edilmis olunup
Streptomyces, ~ Micromonospora, Nakamurella cinsi  aktinomisetlerin  varligi

gosterilmistir. Ayni1 calismada bitki biliylimesini diizenleyici 06zelliklerden fosfat
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¢Ozebilme potansiyelleri ve siderofor iiretimleri de incelenmistir (Purushotham vd.,
2018).

Bununla birlikte aktinomisetlerden elde edilen abamectin adli ticari iiriin biyo
pestisit ve antifungal ajan olarak iiretilmekte olup Streptomyces avermitilis tarafindan

tretilmektedir (https:/bit.ly/2tnM6Ad erisim tarihi: 04.12.2019). Actinovate® ve

Actino-Iron® Streptomyces lydicus WYEC 108, Arzent™ dort farkli Streptomyces
hygroscopicus straininden ve Mycostop® ise Streptomyces griseoviridis K61 tarafindan

tiretilmektedir (Purushotham vd., 2018).

1.7.1. Nocardia cinsi aktinomisetler

Nocardia cinsi aktinomisetler Gram pozitif gubuk seklinde bakterilerdir. 119 tiir

icermekle birlikte giin gectikce sayisi artmaktadir (https:/bit.1y/301gEUz erisim tarihi

12.01.2020). Bu bakteriler organik madde igeren topraklarin neredeyse tiimiinde yayilis
gostermekle birlikte insanlar iizerinde hastalik yapan tiirlerinin oldugu bilinmektedir

(Lechevalier vd., 1973; Sharma vd., 2016). Spor ve misel yapilar1 Sekil 1.4.A’da

Sekil 1.4. Farkli aktinomiset cinslerine ait spor ve misel morfolojileri gésterimleri. Gorseller yeniden
diizenlenmigstir (Barka vd., 2016; Li vd., 2016) A) Nocardia cinsi bir bakterinin spor ve misel
yapist, B) Amycolatopsis cinsi bir bakterinin spor ve misel yapisi, C) Micromonospora cinsi bir
bakterinin spor ve misel yapisi, D) Streptomyces cinsi bakterilerin spor ve misel yapilari

gosterilmistir.



T. repens L. bitkisi rizosferinden yapilan 6rneklemeler ile izole edilen Nocardia
gibi aktinomisetler lizerinde bitki gelisim ile aktivitelerden fosfataz aktivitesi, siderofor
iiretim, fosfat ¢ozilinebilirligine etkisi gibi 6zellikler incelenmistir (Franco-Correa vd.,
2010). Ayrica birden fazla patojen lizerinde antagonistik etki varligi incelenmistir
(Lechevalier vd., 1973; Sharma vd., 2016). Hindistan Guntur bolgesinden yapilan
orneklemeler sonrasi izole edilen bakterilerden birisi Nocardia cinsine ait oldugu
belirlenmis olup, farkli fizyolojik oOzellikleri ve antagonistik icerik {iretim

mekanizmalarini ¢aligilmistir (Kavitha vd., 2010).

1.7.2. Amycolatopsis cinsi aktinomisetler

Amycolatopsis Gram pozitif, yiksek GC orani igeren ve filemantdz bir
aktinomiset cinsidir. Bu cins bir¢ok tip antibiyotigin Tretilmesini saglamakla
epoksikinomisin (Matsumoto vd., 1997), vankomisin ve ristosetin (Lechevalier vd.,
2009) ornek olarak verilebilir. Bir¢ok farkli alandan izole edilebilmektedirler (Camas vd.,
2013; Isik vd., 2018; Lee, 2006; Tang vd., 2010; Tatar vd., 2013). Toplamda 76 tip tiir ve
4 farkl alt tip blinyesinde bulundurur (https://bit.1y/2QvMgWO erisim tarihi 12.01.2020).

Farkl1 spor olusturma 6zelliklerine gore diger aktinomisetlerden ayrilmaktadirlar (Sekil

1.4.B).

Kamerun topraklarindan yapilan oOrneklemeler sonrast Amycolatopsis cinsi
bakteriler izole edilmistir. Bitki gelisimine diizenleyici 6zelliklerinin oldugu rapor
edilmis olunup, fosfat ¢c6zebilme, siderofor liretimi gibi testler ile bu durum gésterilmistir
(Tchuisseu Tchakounté vd., 2018; Zhao vd., 2016). Bir Amycolatopsis tiiriiniin (S,S)-
N,N’- etilediamindisuksinik asit iiretebilme potansiyeli belirlenerek yeni tiir kaydi i¢in
polafazik taksonomi ile isimlendirmesi gerceklestirilmistir (Goodfellow vd., 1997).
Baska bir calismada bitkisel madde igerisinden termofilik bir aktinomiset olan bir tiir ilk

kez kesfedilerek literatiire kazandirilmistir (Zhou vd., 2015).

1.7.3. Micromonospora cinsi aktinomisetler

Micromonospora cinsi aktinomisetler Gram pozitif reaksiyon gosterip toprakta en
sik bulunan aktinomiset gruplarindan birisi olarak bilinmektedir (Shirling ve Gottlieb,

1966; Viaene vd., 2016). Spor morfolojisi 6rnegi Sekil 1.4.C’de verilmistir. Bu cins 84
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adet tip tlre sahip olmakla birlikte, yedi adet de alt tir icermektedir
(https://bit.ly/37A3]VM erisim tarihi 12.01.2020). Antibiyotik {iretimi agisindan baska

bir cins olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Urettigi bilinen antibiyotik olarak gentamisin

(Moncheva vd., 2002) 6rnek verilebilir .

Micromonospora cinsi genel olarak toprak ve su yapilarinda saprofitik olarak
yasamlarini siirdiirmektedirler. Jatropha curcas L. birkisinden endofitik olarak kiiltiire
edilebilir tiirler lizerinde gerceklestirilen calismaya gore; antagonistik icerik iireterek,
fosfat ¢ozebilme 6zelliklerinin oldugu gosterilmistir (Qin vd., 2015). Micromonospora
cinsi bir aktinomiset medikal bitkilerden Terminalia mucronata iizerinde gergeklestirilen
caligsmalar sonucunda kdk bolgesinden izole edilmistir (Kaewkla vd., 2017). Diger bir
calismada Costus speciosus denilen bitkinin yapragindan endofitik olarak izole
edilebilmistir (Thawai, 2015). Bir baska c¢alismada ise Pisum sativum bitkisi kok

nodiillerinden izole edilmis olduklari rapor edilmistir (Thawai, 2015).

1.7.4. Streptomyces cinsi aktinomisetler

Streptomyces cinsi bakteriler Gram pozitif bakteriler olup, en ¢ok rastlanilan
aktinomiset cinslerindendir. Aktinomisetler arasinda en bilinen cins olmakla birlikte,
bir¢ogu spor olusturmakta ve toprak kokusu denilen metabolit olan geosmin iiretiminden
sorumludurlar (Madigan vd., 2018). Bilinen antibiyotik igeriklerin ¢cogu Streptomyces
cinsi iiyelerinden elde edilmektedir. En bilinen antibiyotik arasinda; kloramfenikol,

neomisin ve tetrasiklin 6rnek olarak verilebilir.

Antibiyotik {iretiminin yaninda antiparazitik ila¢ iliretimi ve bir¢cok enzim
aktivitesininde c¢alisilmig olan bu cins bakterilere ait kayit edilmis 854 tiir ve 38 alt tiir

bulunmaktadir (https:/bit.ly/2FpAGi7 erisim tarihi 12.01.2020). Streptomyces cinsi

aktinomisetlerin farkli spor olusturma oOzellikleri bulunmaktadir (Sekil 1.4.D). Bitki
gelisimi agisindan [A A iretimi, B-1,3-glukanaz tiretimi, HCN {iretimi, siderofor iiretimi,
kitinaz tiretimi gibi 6zellikleri incelenmistir (Gopalakrishnan vd., 2013; Viaene vd.,

2016).

Streptomyces cinsi aktinomisetler agir metallerin kullanilarak bitki gelisimini
arttirdiklar1 rapor edilmistir (Rajkumar vd., 2010). Tripterygium wilfordii bitkisinden

endofitik olarak izole edilmis olup, ¢esitli bitki stresini indiikleyen sinyal sistemlerindeki
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etkileri ¢alisilmistir (Miao vd., 2014). Yiizey sterilizasyonu yapilarak domates bitki
koklerinden izole edilen endofitik Streptomyces tiirleri spor zincir morfolojileri ve farkli
patojenlere karsi1 etkinlikleri belirlenmistir (Sardi vd., 1992). Fas topraklarindan izole
edilen izolatlar iizerinde farkli besiyerleri lizerindeki gelisim seviyelerinin belirlenmesi,

molekiiler yontemler ile tanilama gibi 6zellikleri incelenmislerdir (Oubaha vd., 2019).

1.7.5. Toprak ve bitki boliimlerinde sik karsilasilan diger aktinomiset gruplar:

Agromyces, Pseudonocardia, Glycomyces, Promicromonospora, Aeromicrobium,
Kribbella, Mycobacterium, Nocardiopsis cinsleri sik karsilasilan aktinomiset
gruplarindandir (Schlatter vd., 2019). Agromyces cinsi aktinomisetler petrol kirliligi olan
bir bolgeden izole edilmislerdir (Zheng vd., 2018). Bagka bir ¢alismada arastirmacilar
Pseudonocardia cinsi aktinomisetlere mangrov sisteminde rastlamiglardir (Mangamuri
vd., 2012). Glycomyces cinsi aktinomisetlerin s1g deniz sedimentinden izole edilmislerdir
(Bredholdt vd., 2007). Promicromonospora cinsi Cin’deki medikal bitkilerde
rastlanmistir (Zhao vd., 2011). Aeromicrobium cinsi bir aktinomiset gol iizerindeki
bakterioplanktonlarin incelenmesi sirasinda tespit edilmistir (Glockner vd., 2000).
Kribbella cinsi bir aktinomiset ise Karadeniz plato topraginda tespit edilmistir (Isik vd.,
2014). Mycobacterium cinsi aktinomisetler genellikle tiiberkiiloz etmeni olarak karsimiza
cikmakta iseler de toprakta ve su kaynaklarindan da izole edilebilmektedirler (Narang
vd., 2009). Bu kisimda Schlatter ve ¢calisma arkadaslarinin yaptigi calismaya gore yapilan
caligmalar arasinda en fazla karsilasilan cinsler agiklanmaya calisilmistir (Schlatter vd.,
2019). Bununla birlikte bu demek degildir ki baska cinslere ait aktinomisetler farkli

alanlardan da izole edilemeyecektir.

1.7.6. Antifungal aktivite gosteren aktinomisetler

Aktinomisetler diinya {lizerindeki en fazla antagonistik ajan iireticisi gruplardan
birisi olarak bilinmektedirler. Streptomyces nodosus (amfoterisin B) (Linke vd., 1974),
Streptomyces venezuelae (kloramfenikol) (Matsuoka vd., 1953), Streptomyces canus
(rezistomisin) (Zhang vd., 2013), Nocardia transvalensis (transvalensin) (Hoshino vd.,
2004), aktinomisetlerinin her birisi ayr1 bir antifungal ajani liretmektedir (Barka vd.,

2016). Yukarida ismi verilen aktinomisetler gibi dogrudan antifungal iiretimin yaninda
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dolayli olarak patojenik kiiflerle de savasilabilmektedir. Daha Once bahsedilen;
sideroforlar, hidrojen siyanidler, kitinaz tiretimi, -1-3 glikozidazlar (Knowles, 1976) vb.

gibi enzim aileleri de direkt mekanizmalara yardimci1 olmaktadirlar.

1.7.7. Antibakteriyel aktivite gosteren aktinomisetler

Aktinomisetler antifungal ajanlari {retebilme potansiyellerinin yaninda
antibakteriyel igerikler {iretebilmeleri ile de taninan bir gruptur. Verrucosispora spp.
(abissomisin) (Bister vd., 2004), Streptomyces anulatus (aktinomisinler) (Waksman ve
Woodruff, 1940), Micromonospora spp. (antrasiklin) (Grein vd., 1980), Streptomyces
venezuelae (kloramfenikol) (Matsuoka vd., 1953), Streptomyces griseus (siklohegzimid)
(Kominek, 1972) bazi antibakteriyel ajan iireten aktinomisetlere dérnek olarak verilebilir
(Barka wvd., 2016). Antibakteriyel ajan iretimi ile direkt olarak patojenlerle
savasmaktadirlar. Ayrica bazi antagonistik igerikler birden fazla patojen grubunun

gelisimini engelleyebilmektedir (Matsuoka vd., 1953).

1.7.8. Farkh sekillerde antagonistik ozellik gosteren aktinomisetler

Aktinomisetler antifungal ve antibakteriyel icerikler iiretebilmesinin yaninda
biyoherbisit/biyopestisit Streptomyces hygroscopicus (herbimisin) (Huang vd., 2004),
antiparazitik Streptomyces avermitilis (avermektinler) (Miller vd., 1979), antiviral
Streptomyces hygroscopicus (higromisin) (Gonzalez vd., 1978), antitimor Streptomyces
peucetius (adriamisin) (Arcamone vd., 1969) gibi igerikler iiretebilmeleri ile de

bilinmektedirler.

1.8. Aktinomisetlerin Polifazik Tanillama Asamalari

Aktinomisetlerin tanilamasi1 glinimiiz sartlarinda polifazik yani; fenotipik
karakterleri (spor morfolojileri, spor dizilisleri, sporangiya yapilari, susbtrat miselyumu,
hava miselyumu, kiiltiirel karakteristikleri, morfolojik incelemeler) (Q. Li vd., 2016),
kemotaksonomik karakterleri (yag asidi profilleri, menakinonlar1 vb.) (Wang ve Jiang,
2016) ve molekiiler karakterleri (genom analizleri, 16STRNA gen bdlgesi filogenetik

analizleri vb.) (Nouioui vd., 2018) incelenerek tip tiir olarak kayit altina alinabilmektedir.
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1.8.1. Fenotipik karakterlere gore tanilama

Aktinomisetler molekiiler taksonomik c¢alismalar daha fazla yapilmadig
zamanlarda daha ¢ok spor morfolojilerinin belirlenmesi, spor dizilis sekilleri, miselyum
renk degisimleri, pigment olusumlari, farkli besiyerlerinde lireme karakterleri, sekerleri
ve azot kaynaklarini kullanabilmeleri gibi karakterlere bagli olarak cins seviyelerine
kadar tanimlanabilmekte idiler (Gottlieb, 1961; Shirling ve Gottlieb, 1966; Waksman,
1940; Waksman ve Henrici, 1943).

1.8.2. Kemotaksonomik karakterlere gore tanilama

Kemotaksonomik olarak aktinomisetlerin i¢erdigi hiicresel 6zelliklerden, polar
lipitleri, menakinonlari, yag asitleri, mikolik asitleri, diaminopimelik asitleri, tiim
sekerleri bakimindan incelenerek tip tiirler ile karsilastirilarak tanilama
gerceklestirilmeye calisilmaktadir (Collins vd., 1977; Lechevalier vd., 1973; Williams
vd., 1983).

1.8.3. Molekiiler karakterlere gore tanillama

Molekiiler karakterlere gore tanilama ile ilgili olarak; tiim bakteri genomu
analizleri (Girard vd., 2013), 16S rRNA bdlgesi dizileme ve yakin akraba tiirlerin
belirlenmesi (Heuer vd., 1997), farkli gen bolgelerinin ¢ogaltilarak bunlarin ¢oklu gen
bolgelerinin dizilenmesi sonrasi ortaya ¢ikan sonuclarin incelenmesi (Guo vd., 2008),
genom guanin+sitozin oraninin belirlenmesi (Bentley vd., 2003) incelenen 6zellikler
arasindadir. Bu tanilama yonteminde de digerlerinde oldugu gibi en yakin tip tiirler ile
benzerlik ya da farkhiliklarin  belirlenmesi  amaglanmaktadir. DNA-DNA
hibridizasyonunda (DDH) karsilastirma yapilan iki veya daha fazla tiir arasinda %70’in
altinda hibridizasyon degerinin gosterilmesi tlir tanimlanmasinda yeni tiir olarak
isimlendirme basamaklarina gecis sirasinda kullanilabilen bir deneysel asamadir
(Klappenbach vd., 2007). Ayrica dizi bilgisi elde edilen organizmalarin ortalama
niikletoitid benzerlik (ANI) (Von Neubeck vd., 2017) degerlerinin incelenmesi ile de

tiirlerin ayirt edilebilmesi ger¢eklesmektedir.
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2. MATERTAL ve METOD
2.1. Materyal
2.1.1. Cahismada kullanmilan besiyerleri

2.1.1.1. Uluslararas: Streptomyces projesi 2 (ISP2) besiyeri, Himedia

Cizelge 2.1. ISP2 besiyeri icerigi

icerik Miktar
Maya 0Oziitii 4¢g
Arpa oziti 10g
Glikoz 4¢g
Agar 20g
Siklohekzimid 0,05¢g
Tuz 50-80¢g
Distile su 995 ml

Besiyeri pH’s17.3’e ayarlandiktan sonra otoklavda 121 C*’de 15 dakika 1s1l isleme
maruz birakilarak steril edilmistir, izolasyon sirasinda kullanilacak olan ISP2 besiyerine
ise sicaklik 50 C®ye distiigiinde 5 ml distile su igeresinde ¢oziindiriilen 0,05 g
siklohekzimid ilavesi gergeklestirilmistir. Yeni tiir olma potansiyelindeki tiirlerin yiiksek
tuzluluk altinda iireme potansiyellerinin belirlenmesi i¢in %5°lik ve %8’lik tuz ilaveleri

yapilarak besiyerleri hazirlanmstir.

2.1.1.2. Uluslararasi Streptomyces projesi 3 (ISP3) besiyeri Himedia
Cizelge 2.2. ISP3 besiyeri icerigi

icerik Miktar
Yulaf ezmesi 20¢g
1z tuzlarm soliisyonu* 1 ml
Agar 20g
Distile su 1000 ml

*1 ml’lik iz tuzlarin soliisyonu her birinden 0.001 g olmak iizere giimiis siilfat heptahidrat, manganaz klorid
tetrahidrat ve ¢inko siilfat heptahidrat icermektedir.

Besiyeri pH’s1 7,3 e ayarlandiktan sonra otoklavda 121 C°’de 15 dakika 1s1l isleme

maruz birakilarak steril edilmistir.
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2.1.1.3. Uluslararasi1 Streptomyces projesi 4 (ISP4) besiyeri, Himedia

Cizelge 2.3. ISP4 besiyeri icerigi

icerik Miktar
Coziinebilir nisasta 10g
Dipotasyum fosfat lg
Magnezyum siilfat heptahidrat lg
Sodyum klorid lg
Kalsiyum karbonat 2g
Demir stilfat heptahidrat 0,001 g
Manganaz klorid heptahidrat 0,001 g
Cinko siilfat heptahidrat 0,001 g
Agar 20g
Distile su 1000 ml

Besiyeri pH’s1 7,2°ye ayarlandiktan sonra otoklavda 121 C®de 15 dakika 1s1l

isleme maruz birakilarak steril edilmistir.

2.1.1.4. Uluslararas: Streptomyces projesi 5 (ISP5) besiyeri, Himedia

Cizelge 2.4. ISP5 besiyeri i¢erigi

icerik Miktar
L-asparajin lg
Dipotasyum fosfat lg

iz tuzlar soliisyonu* 1 ml
Gliserol 10 ml
Agar 20g
Distile su 990 ml

*1 ml’lik iz tuzlarin soliisyonu her birinden 0.001 g olmak iizere giimiis siilfat heptahidrat, manganaz klorid
tetrahidrat ve ¢inko siilfat heptahidrat icermektedir.

Besiyeri pH’s17,4’e ayarlandiktan sonra otoklavda 121 C*’de 15 dakika 1s1l isleme

maruz birakilarak steril edilmistir.

2.1.1.5. Uluslararasi Streptomyces projesi 6 (ISP6) besiyeri, Himedia

Cizelge 2.5. ISP6 besiyeri icerigi

icerik Miktar
Pepton I5¢g
Proteoz pepton 5g
Maya ekstrakti lg
Demir amonyum sitrat 0,5¢g
Dipotasyum fosfat lg
Sodyum tiosiilfat 0,08 g
Agar 15¢
Distile su 995 ml
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Besiyeri pH’s1 6,7°ye ayarlandiktan sonra otoklavda 121 C®de 15 dakika 1s1l

isleme maruz birakilarak steril edilmistir.

2.1.1.6. Uluslararasi Streptomyces projesi 7 (ISP7) besiyeri, Himedia
Cizelge 2.6. ISP7 besiyeri icerigi

icerik Miktar
L-asparajin lg

L- tirozin 0,5¢g
Dipotasyum fosfat 0,5¢g
Magnezyum siilfat heptahidrat 0,5¢g
Sodyum klorid 0,5¢g
Iz tuzlar soliisyonu* 1 ml
Agar 20g
Gliserol 15 ml
Distile su 985 ml

*1 ml’lik iz tuzlarin soliisyonu her birinden 0.001 g olmak iizere giimiis siilfat heptahidrat, manganaz klorid
tetrahidrat ve ¢inko siilfat heptahidrat igermektedir.

Besiyeri pH’s17,3’e ayarlandiktan sonra otoklavda 121 C°’de 15 dakika 1s1l isleme

maruz birakilarak steril edilmistir.

2.1.1.7. Bennet’s agar (BNT) besiyeri, Himedia
Cizelge 2.7. BNT besiyeri icerigi

icerik Miktar
Maya oziitii lg

Et oziitii lg
Kazein enzimik hidrolisat 2g
Dekstroz 10g
Agar 15¢
Distile su 1000 ml

Besiyeri pH’s1 7,3 e ayarlandiktan sonra otoklavda 121 C®’de 15 dakika 1s1l isleme

maruz birakilarak steril edilmistir.
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2.1.1.8. Triptik soy agar (TSA) besiyeri, Merck

Cizelge 2.8. TSA besiyeri icerigi

icerik Miktar
Kazeinden elde edilen pepton 17g
Soyadan elde edilmis pepton 3g
D-glikoz 25¢g
Sodyum klorid 5g
Dipotasyum fosfat 25¢g
Agar I5¢g
Distile su 1000 ml

Besiyeri pH’s1 7,2’ye ayarlandiktan sonra otoklavda 121 C®de 15 dakika 1s1l

isleme maruz birakilarak steril edilmistir.

2.1.1.9. Niitrient agar (NA) besiyeri, Merck

Cizelge 2.9. NA besiyeri icerigi

Icerik Miktar
Etten elde edilen pepton 5¢

Et oziitl 3g
Agar-agar 20g
Distile su 1000 ml

Besiyeri pH:7’ye ayarlandiktan sonra otoklavda 121 C®de 15 dakika 1s1l isleme

maruz birakilarak steril edilmistir.

2.1.1.10. Modifiye gliserol yeast ekstrakt agar (MGYEA) besiyeri

Cizelge 2.10. MGYEA besiyeri igerigi

Icerik Miktar
Proteaz pepton 25¢g
Maya ekstrakti 2g
Gliserol 5ml
Potasyum fosfat dibazik (KoHPO4) lg
Agar 20g
Siklohekzimid 0,05¢g
Distile su 995 ml

Besiyeri pH’1 7°ye ayarlandiktan sonra otoklavda 121 C*’de 15 dakika 1s1l igleme

maruz birakilarak steril edilmistir. Izolasyon sirasinda kullanilacak olan MGYEA
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icerigine siklohekzimid 50 pg/ml olacak sekilde distile suda ¢oziindiiriiliirek 0.2 um

boyutlu filtreden gecirilmis ve 50 C*’ye diisliriilmiis besiyerine eklenmistir.

2.1.1.11. Aktinomiset izolasyon agar (AIA) besiyeri, Himedia

Cizelge 2.11. AIA4 besiyeri icerigi

icerik Miktar
Sodyum kazeinat 2¢g

L- asparajin 0,1g
Sodyum propionat 4¢g
Dipotasyum fosfat 05¢g
Magnezyum siilfat 0,1g
Demir siilfat 0,001 g
Gliserol 5ml
Agar 20g
Distile su 995 ml

Besiyeri pH’1 8,1’e ayarlandiktan sonra otoklavda 121 C*’de 15 dakika 1s1l igleme

maruz birakilarak steril edilmistir. Izolasyon sirasinda kullanilacak olan AIA icerigine

siklohekzimid 50 pg/ml olacak sekilde distile suda ¢oziindiiriilirek 0.2 pwm boyutlu

filtreden gecirilmis ve 50 C*’ye diisiiriilmiis besiyerine eklenmistir.

2.1.1.12. Skim milk agar (SMA) besiyeri, Himedia

Cizelge 2.12. SMA besiyeri igerigi

icerik Miktar
Yagsiz siit tozu 28¢g
Dekstroz lg
Maya 0ziitii 25¢g
Kazein enzimatik hidrolizat 5g
Agar I5¢g
Distile su 1000 ml

Besiyeri pH:7’ye ayarlandiktan sonra otoklavda 121 C®de 15 dakika 1s1l isleme

maruz birakilarak steril edilmistir.
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2.1.1.13. Pikovskaya’s agar (PA) besiyeri, Himedia

Cizelge 2.13. PA besiyeri igerigi

icerik Miktar
Maya oziitii 05¢g
Dektroz 10g
Kalsiyum fosfat 5g
Amonyum siilfat 0,5¢g
Potasyum klorid 02¢g
Magnezyum siilfat 0,1g
Manganez siilfat 0,0001 g
Demir siilfat 0,0001 g
Agar I5¢g
Distile su 1000 ml

Besiyeri pH:7’ye ayarlandiktan sonra otoklavda 121 C*’de 15 dakika 1s1l isleme

maruz birakilarak steril edilmistir.

2.1.1.14. Sabouraud dekstroz agar (SDA) besiyeri, Himedia

Cizelge 2.14. SDA besiyeri i¢erigi

icerik Miktar
Kazeinin enzimatik olarak 6giitiilmiis hali 10g
Dekstroz 20¢g
Agar I5¢g
Distile su 1000 ml

Besiyeri pH:5,6’ya ayarlandiktan sonra otoklavda 121 C*’de 15 dakika 1s1l isleme

maruz birakilarak steril edilmistir.

2.1.1.15. Peptonlu su (Peptone water-PW) besiyeri, peptonlu su agar (PWA)

Cizelge 2.15. PWA besiyeri icerigi

icerik Miktar
Etten elde edilen pepton (Sigma) 10g
Sodyum klorid (Panreac) 5g
Agar 20g
Distile su 1000 ml

Besiyeri pH:7’ye ayarlandiktan sonra otoklavda 121 C*’de 15 dakika 1s1l isleme

maruz birakilarak steril edilmistir. Peptonlu su besiyeri i¢in igerige agar eklenmemistir.
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2.1.1.16. Modifiye Chrome Azurol S agar (MCAS) besiyeri
Cizelge 2.16. Mavi boya icerigi

icerik Miktar
1- Chrome azurol S* (Sigma) 0,06 g + 50 ml distile suda ¢oziiliir
2- Demir (IIT) klorid hegzahidrat (Sigma) 0,0027g + 10 mM HCl iginde ¢oziiliir

3- Hegza adesil trimetil amonyum bisiilfat (Sigma) 0,072 g +40 ml distile su i¢erisinde ¢oziiliir.
*Chrome azurol S karisimina, demir (III) klorid hegzahidrat karisimi eklenir, bu birlesik karigima ise hegza
adesil trimetil amonyum bisiilfat karigimi eklenir.

Cizelge 2.1.’deki ISP2 besiyerinin pH’s1 6,8’e¢ ayarlanmistir, ayrica Cizelge
2.12.’deki igerigi verilen mavi boya igerigi ayr1 bir erlen igcerisinde otoklavda 121 C*de
15 dakika 1s1l igleme maruz birakilarak steril edilmistir. ISP2 besiyeri ve mavi boya
icerikleri yavasca ayni erlen igerisine dokiilerek homojen oluncaya dek yavasca

karistirilarak petrilere dokiilmiistiir.

2.1.1.17. Uluslararas: Streptomyces projesi 9 (ISP9) besiyeri
Cizelge 2.17. ISP9 besiyeri icerigi

icerik Miktar
Amonyum siilfat 2.640 g
Potasyum di hidrojen fosfat 238¢
Di potasyum hidrojen fosfat trihidrat 565¢g
Magnezyum siilfat heptahidrat lg
Bakar siilfat pentahidrat 0.0064 g
Demir stilfat heptahidrat 0.0011 g
Manganaz klorid heptahidrat 0.0079 g
Cinko siilfat heptahidrat 0.0015 g
Agar 15¢g

Besiyeri pH:7.0’ye ayarlandiktan sonra otoklavda 121 C°’de 15 dakika 1s1l igleme

maruz birakilarak steril edilmistir.

2.1.1.18. Bazal medium besiyeri

Cizelge 2.18. Bazal medium besiyeri icerigi

Icerik Miktar
Glikoz 10g
Magnezyum siilfat 05¢g
Tuz 05¢g
Demir siilfat hepta hidrat 001g
Di potasyum fosfat lg
Agar 15¢g
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Besiyeri pH:7.4’e ayarlandiktan sonra otoklavda 121 C*’de 15 dakika 1s1l isleme

maruz birakilarak steril edilmistir.

2.1.2. Calismada kullanilan kimyasallar ve ayiwraclar

2.1.2.1. Kimyasallar

Ortofosforik asit (Sigma), etilen diamin tetra asetik asit (Sigma), saf alkol
(Merck), agaroz (Applichem), SYBR safe DNA jel boyas: (Invitrogen), ketakonazol
(Applichem), nistatin (Biological Industries) ve siklohekzimid (Serva), ONPG disk (o-
nitrofenil- B-D-galaktopiranoz) (Sigma) kullanilmistir.

2.1.2.2. Aywracglar

%?2’lik sodyum karbonat (sigma), %0.5’lik pikrik asit (sigma), salkowski ayiraci
(1 ml 0.5 M demir kloriir soliisyonuna 50 ml % 35°lik perklorik asit eklenir) ve Nessler
ayiract (Fluka) kullanilmistir. Yag asidi ayiraglar1 Sasser’e gore hazirlanmistir (Sasser,

2001).

2.1.3. Cahsmada kullamlan toprak lokaliteleri, bitki boliimleri ve patojenik

mikroorganizmalar

Toprak ornekleri toplanmasi sirasinda baz alinan 6zellikler; farkli lokalitelerde
bulunmalar1 ve farkli toprak yapilarma sahip olmalari ile belirlenmistir. Ornekleme
sirasinda segilen toprak drneklerinin yaninda bitki kisimlari da ayni bolgelerden alinmigtir
(Cizelge 2.19., Cizelge 2.20., Sekil 2.1. ve Sekil 2.2.). Patojenik organizmalar ise
Eskisehir Teknik Universitesi kiiltiir koleksiyonunda bulunan ve bitki patojeni oldugu

bilinen organizmalardan sec¢ilmistir (Cizelge 2.21.).
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Cizelge 2.19. Toplanilan orneklerin ozellikleri ve lokaliteleri

Ornek Numarasi ve derinlik  Ornek cesidi

Toplanilan bolge

1.Zeytin ylizey
1.Zeytin 13 cm

2

[ IV, I S S S I )

. Zeytin yiizey
. Zeytin kok 15 cm
. Zeytin yiizey
. Zeytin kdk 14 cm
. Zeytin yiizey
. Zeytin kok 19 cm
. Zeytin yiizey
. Zeytin kok 15 cm

1.Ceviz ylizey

NN DR B WWN N -

. Ceviz kok 16 cm
. Ceviz ylizey

. Ceviz kok 12 cm
. Ceviz ylizey

. Ceviz kok 13 cm
. Ceviz yiizey

. Ceviz kok 16 cm
. Ceviz yiizey

. Ceviz kok 15 cm
. Ceviz dal

. Ceviz meyve

Zeytin topragi
Zeytin topragi
Zeytin topragi
Zeytin topragi
Zeytin topragi
Zeytin topragi
Zeytin topragi
Zeytin topragi
Zeytin topragi
Zeytin topragi
Ceviz topragi
Ceyviz topragi
Ceviz topragi
Ceviz topragi
Ceviz topragi
Ceviz topragi
Ceviz topragi
Ceviz topragi
Ceviz topragi
Ceviz topragi
Ceviz dali
Ceviz meyvesi

39°33'43.0"N 27°10'58.6"E
39°33'43.0"N 27°10'58.6"E
39°33'50.8"N 27°11'14.2"E
39°33'50.8"N 27°11'14.2"E
39°34'07.5"N 27°10'34.4"E
39°34'07.5"N 27°10'34.4"E
39°33'29.0"N 27°10'01.5"E
39°33'29.0"N 27°10'01.5"E
39°33'05.9"N 27°10'31.9"E
39°33'05.9"N 27°10'31.9"E
39°32'40.0"N 27°10'02.7"E
39°32'40.0"N 27°10'02.7"E
39°37'46.8"N 27°37'56.0"E
39°37'46.8"N 27°37'56.0"E
39°37'40.7"N 27°37'32.2"E
39°37'40.7"N 27°37'32.2"E
39°35'34.7"N 27°36'24.7"E
39°35'34.7"N 27°36'24.7"E
39°38'59.6"N 27°51'12.7"E
39°38'59.6"N 27°51'12.7"E
39°47'35.1"N 30°29'55.1"E
39°79'47.5"N 30°49'69.8"E

Koylice

» ) +|=

Google Karaoglanlar g & 1

Sekil 2.1. Zeytin agaglarindan yapilan ornekleme bélgeleri
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Sekil 2.2. Ceviz agaglarindan yapilan érnekleme bolgeleri

Cizelge 2.20. Calismada kullanilan bitkiler ve boliimleri

Bitkiler Bitki boliimii Bitkiler Bitki boliimii
1.Zeytin Zeytin kokii 1. Ceviz Ceviz kokii
1.Zeytin Zeytin yapragi 1. Ceviz Ceviz yagragi
1.Zeytin Zeytin dali 1. Ceviz Ceviz dali
2.Zeytin Zeytin koki 2. Ceviz Ceviz kokii
2.Zeytin Zeytin yapragi 2. Ceviz Ceviz yagragi
2.Zeytin Zeytin dal 2. Ceviz Ceviz dali
3.Zeytin Zeytin koki 3. Ceviz Ceviz kokii
3.Zeytin Zeytin yapragi 3. Ceviz Ceviz yagragi
3.Zeytin Zeytin dali 3. Ceviz Ceviz dali
4.Zeytin Zeytin kokii 4. Ceviz Ceviz kokii
4.Zeytin Zeytin yapragi 4. Ceviz Ceviz yagragi
4.Zeytin Zeytin dali 4. Ceviz Ceviz dali
5.Zeytin Zeytin kokii 5. Ceviz Ceviz kokii
5.Zeytin Zeytin yapragi 5. Ceviz Ceviz yagragi
5.Zeytin Zeytin dali 5. Ceviz Ceviz dali

6. Ceviz Ceviz dali

7. Ceviz Ceviz meyvesi

Cizelge 2.21. Calismada kullanilan patojenik kiif (fungi) ornekleri ve ozellikleri

Kiif (fungi) Sus numarasi Calismada kullanilan kisa adi
Aspergillus parasiticus NRRL 2999 1
Aspergillus fumigatus NRRL 163 2
Gaeumannomyces graminis Vabhsi sus 3
Fusarum moniliforme Vabhsi sus 4
Aspergillus niger NRRL 321 5
Penicillium notatum NRRL 807 6
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2.2. Metod

2.2.1. Toprak ve bitki érneklerinin toplanmasi

2.2.1.1. Toprak orneklerinin toplanmas

Toprak ornekleri tek kullanimlik steril posetler icerisine alinip, mikrobiyal
biiylimenin engellenmesi adina siyah posetler icerisinde taginmislardir. Bitkilerin yiizey
toprag1 ve bitki kokii ile ilk karsilasildigr bolgelerden 6rneklemeler gergeklestirilmistir
(Cizelge 2.13.).

2.2.1.2. Endofitik bakteri izolasyonu icin bitki orneklerinin toplanmasi

Secilen bitki 6rneklerinin “saglikli” yapilarindan olmak {izere; bitki kokii ile ilk
karsilagildig1 kok bolgelerinden, dallarindan ve yapraklarindan alinan 6rnekler steril tek
kullanimlik posetler igerisine alinmiglar ve yapilarinin saglikli kalmasi adina +4 C®’lik

buzdolabinda ¢alisma yapilana dek (2-3 giin) muhafaza edilmislerdir.

2.2.2. Aktinomiset izolasyonu, saflastirilmasi ve stoklanmasi

Bu tez ¢alismasinda iistte zeytin ve ceviz agaglarinin toprak ve bitki bolgelerinden
olmak tizere 3 farkli kategoride (zeytin, ceviz ve endofitik Aktinomisetler olmak {izere)
ayrim yapilmistir. Toplamda 422 adet Aktinomiset izole edilmistir. Bundan sonra

yapilacak olan deneyler bu organizmalara ve siralamalarina gore gergeklestirilmistir.

2.2.2.1. Endofitik aktinomiset izolasyonu, saflastirilmasi ve stoklanmast

Endofitik aktinomiset izolasyonu (Chanway vd., 2000) yilinda yaptiklari metodun
modifikasyonu ile gerceklestirilmistir.

1. Saglikli 6rnekler akan suda yikanarak iizerlerinde bulunan toprak vb. pargalari
uzaklagtirilmastir.

2. Yaprak ve dal parcalar1 yaklasik 1 cm®lik alana sahip olacak sekilde, kok
parcalari ise yaklasik 1 cm olacak sekilde kesilmistir (Sekil 2.3.).

3. %70’lik etanol icerisinde 5 dakika bekletilmistir.

4. Sodyum hipoklorit soliisyonu i¢erisinde (%0.9°luk) 20 dakika bekletilmistir.

5. 3 kere steril distile suda yikama yapilmistir.
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6. %10’luk sodyum bikarbonat icerisinde 15 dakika bekletilmistir.

7. 3 kere steril distile suda yikama yapilmistir.

Yiizey siterilizasyonu gerceklestirilen parcalar modifiye edilmis gliserol yeast
ekstrakt agar (MGYEA) ve aktinomiset izolasyon agar igerigine 50 pg/mL’de olacak
sekilde siklohegzimid eklenerek olusturulmus besiyerlerine inokule edilerek 28 C*de,

15-20 giin boyunca inkiibasyona birakilmislardir.

Endofitik aktinomiset izolasyonu sonrasinda, saf oldugu belirlenen
aktinomisetlerin spor yapilar1 olusturmalar1 beklenmis (10-14 giin inkiibasyon sonrasi) ve
sonrasinda %20’lik gliserol igerisinde -86 C®’lik derin dondurucuda diger caligsmalar

yapilana kadar saklanmiglardir.

2.2.2.2. Toprakta serbest halde bulunan aktinomiset izolasyonu, saflastirilmast ve

stoklanmasi

Serbest aktinomiset izolasyonu sirasinda toplanan toprak oOrneklerinin 1/9°luk
kalsiyum karbonat igerisinde 1 ay kurutulmasinin ardindan, 1/9’luk diliisyon serileri
hazirlanmis (10~’e kadar) ve modifiye edilmis gliserol yeast ekstrakt agar (MGYEA)
tizerine 100 pl olacak sekilde yayilmasinin ardindan kiltiirler 28 C®de, 7-10 giin

inkiibasyona birakilmiglardir.

Serbest aktinomiset izolasyonu sonrasinda saf oldugu belirlenen aktinomisetlerin
spor yapilari olusturmalari beklenmis (10-14 giin inkiibasyon sonras1) ve %20’lik gliserol
icerisinde -86 C°lik ultra derin dondurucuda diger ¢aligmalar yapilana kadar

saklanmislardir.

2.2.3. Bitki biiyiime diizenleyici testlerin belirlenmesi

Bitki biliylimesinin tesvik edici aktinomisetlerin belirlenmesi amaciyla bir¢ok
deney tasarimi gerceklestirilmis olup, gerekli adaptasyon c¢alismalar1 yapildiktan sonra
diger bakterilerden farkli ireme potansiyeli gosteren aktinomisetler lizerinde ilgili testler

gerceklestirilmistir.
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2.2.3.1. Siderofor iiretim testi (SUT)

Siderofor {retim testi i¢in Schwyn ve Neilands’in buldugu teknigin
modifikasyonu kullanilmistir (Schwyn ve Neilands, 1987). Cizelge 2.1. ve Cizelge
2.12.°de igerikleri verilen besiyerlerine ekimi gerceklestirilen aktinomisetlerin  28+2
C®de 10-12 giinliik inkiibasyonlar1 sonrasinda sari, turuncu, mor ve magenta rengine

doniisen ornekler siderofor pozitif olarak kayit edilmislerdir.

2.2.3.2. Fosfat ¢ozebilme testi (FCT)

Pikovskaya agar besiyeri iizerine ekilen izolatlar 28+2 C®de 10-15 giinliik
inkiibasyona birakilmistir (Pikovskaya, 1948). Fosfat ¢ozebilen bakterilerin besiyeri

tizerinde seffaf zonlar olugsmasi pozitif sonug olarak kabul edilmistir.

2.2.3.3. Indol -3- asetik asit (IAA) iiretim testi

Aktinomiset kiiltiirlerinin peptonlu su besiyerinde 28+2 C°de 10-12 giinliikk
inkiibasyonu sonrasinda, gelisen Orneklerden 8000 rpm’de santrifiij islemi
gerceklestirilmistir. Siipernatanttan 2 ml alinarak 2 damla ortofosforik asit ve 4 ml
Salkowski ayiraci ile karistirilir (Gordon ve Weber, 1951). Pembe renk olusumu ile indol

asetik asit liretiminin pozitif olarak degerlendirilmistir.

2.2.3.4. Amonyak iiretim testi (AUT)

Bakteriyel izolatlar amonyak iiretimi i¢in peptonlu su i¢erinde test edileceklerdir.
Taze tiretilmis bakteri kiiltiirleri 10 ml peptonlu su igerisine inokule edildikten sonra 10-
15 giin boyunca 2842 C®de inkiibasyona birakilmistir. Nessler ayiract (0.5 ml) her bir
tiipe eklendikten sonra olusan sari, sari-turuncu renk olusumu ile amonyak iiretimi pozitif

olarak kayit edilmistir (Cappuccino ve Sherman, 2014).

2.2.4. Bitki biiyiimesini diizenleyici enzim aktivite testleri

Bu boliimdeki aktivite testleri bitki biiylimesini ikincil olarak etkileme
potansiyelinde olan enzim iiretim mekanizmalari incelenerek belirlenmeye c¢aligilmistir.

Bu enzimlerin {iretimleri sayesinde bitki daha iyi tiretim gerceklestirilebilmekle birlikte
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ayn1 zamanda bitkisel hormon iiretimlerinin de tesvik edilmelerinden dolayi tercih edilen

testler gergeklestirilmistir.

2.2.4.1. Proteaz iiretim testi (PUT)

Protein yapida makromolekiillerin pargalanarak bitkiler tarafindan alinmasinin
daha cabuk olabilmesi adina proteaz aktivitesi incelenmistir. Ayrica proteazlar bircok
alanda kullanim1 olan bir enzim grubu oldugundan proteaz iiretimi pozitif

aktinomisetlerin eldesi daha biiyiik bir nem arz etmektedir.

Deney sirasinda sivi kiiltiir igerisinde aktiflestirilmis aktinomisetlerin SMA
tizerinde ekilmesinin ardindan 28 C°de 10-14 giin inkiibasyona birakilmalar1 ile
gerceklestirilmistir. Besiyerinde meydana gelen seffaf zonlar proteaz aktivitesi pozitif

olarak kayit edilmistir (Kazanas, 1968).

2.2.4.2. Beta galaktozidaz iiretim testi (f-GUT)

Aktinomiset Orneklerinin peptonlu su besiyerinde liretilmesinin ardindan bir
tiipiin igerisine 150 mikrolitre fizyolojik tuzlu su (%0.9 NaCl) 150 mikrolitre olacak
sekilde izolat iceren PW besiyeri icerisindeki izolatlarin ekimi yapilmistir. Flores ve
arkadaslarinin yaptig1 deneyin modifikasyonu ile gergeklestirilen deneyde (Flores vd.,
1990), ONPG disklerinin organizma igeren karisima aktarimi sonrasi 28 C*’de 3 giinliik
inkiibasyondan sonra sar1 ve agik sar1 renk olusumu pozitif sonug olarak kayit edilmistir

(Cappuccino ve Sherman, 2014).

2.2.4.3. Kitinaz iiretim testi (KUT)

Aktinomisetlerin ‘peptone water’ besiyerinde 28+2 C®de yaklagsik olarak 14
giinliik inkiibasyonu sonrasi modifiye edilerek hazirlanmis ISP2 besiyeri ve askida kitin
iceren ortama inokulasyonu sonrasinda 10-14 giinliik inkiibasyon sonrasinda meydana

gelen seffaf zonlar pozitif olarak kaydedilmistir.

Kitinin askida kitin formuna doniistiiriilmesi islemi Roberts ve Selitrennikoff’un
olusturdugu yontemin modifikasyonu ile gergeklestirilmistir (Roberts ve Selitrennikoft,

1988) kisaca kitin %37’lik hidrojen kloriir i¢erisinde ¢oziindiiriildiikten sonra filtrasyon
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islemi ile sivi kisim uzaklastirilmistir ve pargalara ayrilan kitin kurutularak besiyerine
aktarilmigtir. Organizmalarin optimum biiylimesinde siklikla kullanilan ISP2 besiyerine
litaratiirde belirtildigi miktarda (%2) uygulanmis ve aktinomisetler besiyeri lizerine

inokule edilmistir.

2.2.4.4. API ZYM ftesti

Ureticinin talimatlar1 dogrultusunda gerceklestirilmistir. API ZYM testi bitki
biiylimesini en fazla tesvik etmis aktinomisetler tizerinde denenmistir. PW besiyerinde 7-
10 giin aktif olarak iiretilen bakterilerin test kiipiirlerine aktarimi iireticinin talimatlari
disinda tutularak 28+2 C°de 3 giin ile sinirhi tutulmustur. API ZYM testinde incelenen

enzimler ve deney sirasinda gostermesi beklenen renk degisimleri Ek.1°de verilmistir.

2.2.4.5. API 20E testi

Ureticinin talimatlar1 dogrultusunda gerceklestirilmistir. API 20E testi bitki
biiylimesini en fazla tesvik etmis aktinomisetler tizerinde denenmistir. PW besiyerinde 7-
10 giin aktif olarak iiretilen bakterilerin test kiipiirlerine aktarimi iireticinin talimatlari
disinda tutularak 28+2 Cde 3 giin ile sinirh tutulmustur. API 20E testinde incelenen
enzimler, karbon kaynaklar1 ve deney sirasinda gostermesi beklenen renk degisimleri

Ek.2’de verilmistir.

2.2.5. Antagonistik aktivite testleri

Saf izolatlarin uygun besiyerinde ¢ogaltilmasinin ardindan se¢ilmis bitki patojeni
olan tiirlerin sabaroud dextrose agar (SDA) iizerinde “modifiye edilmis agar kuyucuk
difiizyon” yontemi ile gergeklestirilmistir (Magaldi vd., 2004). Patojen funguslarin
(Cizelge 3.) sporlarinin 1 ml’de 10° olacak sekilde ayarlanarak ve SDA iizerine ekimi
gerceklestirilmistir. Daha sonra aktinomisetlerin peptonlu su (PW) besiyerinde 14 giinliik
gelisim siirecinin ardindan SDA iizerine 19-20 ul mekanik olarak pargalanarak misel
icerecek sekilde siispansiyon halinde uygulanmis ve 2542 C®de 5-6 giinlik
inkiibasyonlar1 sonrasinda meydana gelecek olan temiz halkasal kiif tiremeyen bolgelerin

varligi ile antifungal 6zellige sahip aktinomisetlerin varlig1 olarak kayit edilmistir.
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2.2.6. Aktinomisetlerin yag asidi analizleri

Aktinomiset izolatlarinin yag asidi analizleri, iiretici firmanin 6nerdigi sekilde
gergeklestirilmistir (Sasser, 2001). Triptik Soy Agar (TSA) besiyerinde ¢izgi ekim
yapilarak (ayrica saflik kontrolii yapilmasi agisindan) 28+2 C°’de gelistirilen 5-7 giinliik
kiiltiirlerden steril 6ze yardimiyla 40-50 mg bakteri 6rnegi toplanmis ve steril tiiplere
aktarilmistir. Hiicrelerin pargalanmasi asamasi olan saponifikasyon basamaginda dnce
igerisinde kiiltiir bulunan her tiipe 1 ml ‘ayira¢ bir’ (metanolik baz) eklenmistir. Daha
sonra tiipler 95-100 C* ye ayarlanmis su banyosunda bes dakika bekletilmistir. Bu siire
sonunda tiipler soguk su igerisinde hizlica sogutulmuslardir. Tiipler tekrar ayni
sicakliktaki su banyosunda 25 dakika bekletilmistir. Islem sonras1 érneklerin bulundugu
deney tiipleri tekrar sogutulmustur. Metillestirme basamaginda, her bir tiipe ‘ayirag iki’
(metillestirme ayiraci) eklenmis ve tiipler 80 C* ye ayarli su banyosunda 10 dakika
bekletilmistir. Bu siire sonunda tiipler hizlica sogutulmuslardir. Saflagtirma/ ekstraksiyon
basamaginda sogutulan tiiplere 1.25 ml ‘ayirag ii¢’ (ekstraksiyon ¢oziiciisii) eklenmis ve
tiipler rotatorda 10 dakika boyunca ters-diiz edilmislerdir. Islem sonunda tiipiin alt
kisminda sulu faz Pasteur pipeti ile ortamdan uzaklastirilmistir. Son basamak olan bazik
yikama igleminde ise her bir tlipe 3 ml ‘ayirag dort’ eklenerek, 5 dakika boyunca rotatorda
ters-diiz edilmistir. Ters- diiz isleminden sonra tiiplerde meydana gelen organik fazin (en
istte meydana gelen kisim) 2/ 3” ii Pasteur pipeti ile alinarak steril viallere aktarilmistir.
Hazirlanan 6rnekler Yag Asidi Analiz Sistemi’ne (Agilent®, 6890N, gaz kromatofrafisi)
verilmis ve elde edilen pikler Mikrobiyal Identifikasyon Sistemi (MIDI) tarafindan,

ACTINII veritabanina gore analiz edilmislerdir.

2.2.7. Genomik DNA (gDNA) izolasyonu

Aktinomiset izolatlarinin bitki biiylimesini tesvik edici ve segilen enzim
aktivitelerinden yiiksek sayida pozitif olan 6rneklerin se¢ilmesinden sonra bu izolatlarin
peptone water besiyerinde 28+2 C®de 14 giinlilk inkiibasyonlar1 sonrasinda hiicre
peletleri alinmig ve 1 mM’lik Tris ile bakterilerin tiretildigi besiyerinden arindirilmasi ve
bir giin boyunca -80 C*’de bekletilmesinin ardindan iiretici firmanin talimatlarina uygun

olarak DNA izolasyonu gergeklestirilmistir.

DNA izolasyonu Wizard® ‘Genomic DNA Purification Kit’ -genomik DNA

saflagtirma kiti- (Promega) ile {ireticinin tavsiyesine uygun olarak gercgeklestirilmistir.
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DNA varlig1 %0,8’lik agaroz jel lizerinde 1 KB generular markir (Thermo®) ile birlikte

gosterilmistir.

2.2.8. 16S rRNA gen bolgesi ¢cogaltilmasi, saflastirilmasi ve dizilenmesi

Bakteri domaini icin evrensel olan 16S rRNA bdlgesinin ¢ogaltilmasi sirasinda
evrensel primerler ile polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) gergeklestirilmistir (Zhao vd.
2011). PCR dongiileri Cizelge 2.22.°de, kullanilan primerler ise Cizelge 2.23.°te
verilmigtir. PCR ile 16S rRNA bdlgelerinin ¢ogaltilmasi islemi %1.2’lik agaroz jelde 1

KB generular markir (Thermo®) ile goriintiilenmistir.

Cizelge 2.22. 16S rRNA golgesi i¢in evrensel primerler ile yapilan PCR islemi basamaklar

PCR basamag Siire Dongii sayisi
On denatiirasyon 94 C° 2 dakika 1
Denatiirasyon 94 C° 30 saniye 35

Baglanma 51,6 C° 30 saniye 35

Uzama 72 C° 2 dakika 35

Uzama sonrasi 72 C° 5 dakika 1

Sonlanma 4 C° o0 1

16S rRNA bolgelerinin saflastirilmasi i¢in Thermo® Gene Jet PCR saflagtirma
kiti tireticinin verdigi yonergelere uygun olarak gerceklestirilmistir. Yaklagik olarak 1500
baz-¢ifti (bg) biiyiikliiglindeki bolgelerin kesilerek saflastirilmasi sonrasinda dizilenmesi
icin Macrogen® Europe firmasina gonderilmislerdir. Dizileme islemi 23 ABI 3730XLs
cihazi kullanilarak gergeklestirilmistir.

Cizelge 2.23. 16 S rRNA bolgesinin ¢ogaltilmasi ve dizileme sirasinda kullanilan primerler

Primer ismi Kullanildig: yer Baz siralamasi 5°-3°

518F Dizileme CCAGCAGCCGCGGTAATACG
800R Dizileme TACCAGGGTATCTAATCC
1492R Dizileme TACGGYTACCTTGTTACGACTT
337F Dizileme GACTCCTACGGGAGGCWGCAG
1492R 16S rRNA bolgesi TACGGYTACCTTGTTACGACTT
27F 16S rRNA bolgesi AGAGTTTGATCMTGGCTCAG
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2.2.9. 16S rRNA gen bolgelerinin analizi ve filogenetik dendogramlarin

olusturulmasi

16S rRNA gen bolgelerinin en dogru okuma bdlgeleri BioEdit programi ile
belirlenir (Hall, 1999). Daha sonra ayn1 organizmanin farkli primerler ile dizilenmis dizi
bilgileri BioEdit programu ile birlestirilir ve 1500 baz ¢iftinin olabildigince dizi bilgisi
elde edilmis olunur. Daha sonra EzTaxon server kullanilarak en yakin tip tiirler ile
karsilastirmalar1 yapilir (Kim vd., 2012). Olasi yeni tiirlerin analizi icin MEGA7 programi
kullanilarak benzer tiirlerin dizi bilgileri CLUSTAL W opsiyonu ile hizalanarak
filogenetik dendogramlart hazirlanir (Kumar vd., 2016). 16S rRNA bdélgelerinin
filogenetik dendogramlar1 neigbor-joining (akrabalik-iliskileri) algoritmasi kullanilarak
olusturulur. Neigbor- joining (akrabalik iligkileri) algoritmasinin evrimsel uzaklik
matriksi hesaplamalar1 gergeklestirilmistir (Jukes ve Cantor, 1969). Bootstrap analizleri

ise MEGAT7 paket programi1 kullanilarak 1000 tekrarli olacak sekilde gerceklestirilmistir.

2.2.10. EA12’nin polifazik yontemler ile tanimlanmasi

2.2.10.1. Farkl besiyerlerinde iireme potansiyellerinin belirlenmesi

Yeni tiir olma olasiliginda olan aktinomiset izolatlar1 icin MGYEA, ISP2, ISP3,
ISP4, ISPS, ISP6, ISP7 (Shirling ve Gottlieb, 1966), BNT, TSA, NA, PWA, ISP2+%5
NaCl ve ISP2+%8 NaCl besiyerleri iizerindeki iireme dzellikleri incelenmistir. Ureme

sirasindaki gosterdikleri farkli renk 6zellikleri Kelly’ye gore belirlenmistir (Kelly, 1958).

2.2.10.2. Temel karbon ve azot kaynaklarint kullanabilme testleri

Yeni tiir olma olasiginda olan izolatlarin ISP9 besiyerinde %1’lik karbon kaynag1
icerecek sekilde hazirlanarak aktinomisetlerin inokulayonu ger¢eklestirilmistir (Williams
vd., 1983). Test edilen aktinomisetler 30 C*’de 14 giin inkiibe edildikten sonra sonuglar
kayit edilmistir. Pozitif kontrol olarak D-glikoz negatif kontrol olarak ise ISP9 medium

kullanilmastir.

Azot kaynagini kullanma agisindan test edilmeleri icin ise bazal medium
besiyerinde %0.1 madde igerecek seviyede besiyerine yapilan ekleme sonrasi

aktinomisetlerin inokulasyon gercgeklestirilmistir (Williams vd., 1983). Test edilen
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aktinomisetler 30 C*’de 14 giin inkiibe edildikten sonra sonuglar kayit edilmislerdir.
Pozitif kontrol olarak %0,1°lik L-asparajin negatif kontrol olarak ise bazal medium

kullanilmistir. Kullanilan azot ve karbon kaynaklar1 Cizelge 2.24’te verilmistir.

Cizelge 2.24. Calismada kullanilan karbon ve azot kaynaklar

Kaynak Besiyeri Kullanim amaci Marka Kullanilan miktar
Tween 20 ISP9 Deterjan pargalama Fluka % 1
Mannoz ISP9 Karbon kaynagi Fluka % 1
D(+) sikloz ISP9 Karbon kaynagi Merck % 1
L-arabinoz ISP9 Karbon kaynagi Fluka % 1
D(+)galaktoz ISP9 Karbon kaynagi Merck % 1
Myo-inositol ISP9 Karbon kaynagi sigma % 1
D(-)friiktoz ISP9 Karbon kaynagi Merck % 1
Siikroz ISP9 Karbon kaynagi Fluka % 1
D(+)rafinoz ISP9 Karbon kaynagi AppliChem % 1
Seliiloz ISP9 Karbon kaynagi Fluka % 1
L-ramnoz ISP9 Karbon kaynagi Sigma % 1
Suksinik asit ISP9 Degradasyon Fluka % 0.1
L treonin Bazal Azot kaynagi Fluka % 0.1
L-prolin Bazal Azot kaynag1 Sigma % 0.1
L-tirozin Bazal Azot kaynagi Merck % 0.1
L-fenilalanin Bazal Azot kaynagi Fluka % 0.1
D-arjinin Bazal Azot kaynagi Sigma % 0.1
DL-metiyonin Bazal Azot kaynagi Aldrich % 0.1
L-16sin Bazal Azot kaynagi Fluka % 0.1
L-valin Bazal Azot kaynagi Fluka % 0.1
L-alanin Bazal Azot kaynagi Fluka % 0.1

2.2.10.3. Menakinon (respiratuar izoprenoid) analizleri

Izolatlarin menakinon analizleri Collins’e gore gerceklestirilmistir (Collins,
1994). Ozetle cam tiiplerin igerisine 100 mg ornek tartildiktan sonra iizerine
kloroform/metanol (2:1) karsimi eklenerek 2 saat boyunca manyetik karistiricida
birakilmistir. Hiicre/¢oziicii karisimi whatman filtre kagidindan siiziilerek sivi kisim
rotary evaparatdrde kurutulur. Daha sonra ¢ok az miktarda kloroform ve metanol
eklenerek uniform sekilde dagilim saglanir. Bunun ardindan ince tabaka kromatografisi
(ITK) plaklarma (aluminyum tabaka, 254 nm, Merck) yiikleme gergeklestirilir. ITK
plakalar1 hegzae ve dietil eter (85:15) karisiminda birakildiktan sonra 254 nm de meydana
gelen bantlar isaretlenir ve plaka iizerinden kazinan ornekler izopropanol igerisinde

¢oziindiiriilerek HPLC ile incelenmistir.

HPLC ile analiz kisminda ters faz C18 kolonu kullanilmistir. izokratik mobil faz

olarak, oda sicakliginda metanol:izopropanol (3:2, v/v) ¢ozeltisi 1 ml/dk akig hiz1 ile
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kullanilmistir. Ornek incelenmesi i¢in cihaza 20 ul yiiklenmistir. Menakinon bilesikleri
270 nm dalga boyunda incelenmis ve UV dedektérde (SPD-10A, Shimadzu Co.)
gorlntiilenmistir. Standart bilesiklerin profilleri ile karsilastirilarak 6rneklerin menakinon

profilleri belirlenmistir.

2.2.10.4. Tiim seker analizleri

Yeni tiir olma olashigr belirlenen izolatin seker analizleri Lechevalier ve
Lechevalier,'in kesfettigi yonteme gore gergeklestirilmistir (Lechevalier ve Lechevalier,
1970). Ozetle 50 mg liyofilize 6rnek iizerine 1 ml 1N siilfirik asit eklenmistir. 95 C°’de 2
saat 1siticida bekletildikten sonra sicakligin oda 1sisina diismesi beklenir. Daha sonra
baryum hidroksit ¢zelitisi ile pH’1 5-5.5’¢e ayarlanan 6rnek 1800 rpm’de 5 dakika santrifiij
edilmistir. Ust faz temiz bir tiipe aktarilarak liyofilizatérde kurutulmustur. 0,3 ml distile
su cerisinde c¢oziinen kuru oOrnek 13500 rpm’de yeni bir ependorf kullanilarak
santrifiijlenmistir. Ust faz yeni bir santrifiij tiipiine aktarilmistir. Kurutma kagid: etil
asetat: piridin: distile su (100:35:25) ¢6zelitisi igerisinde 1 giin bekletilmistir. Daha sonra
kurutulularak seker soliisyonlar1 ve standartlar (%1 ramnoz, %1 riboz, %1 ksiloz, %1
arabinoz, %1 mannoz, %1 Glikoz, %1 galaktoz) 5 ul olacak sekilde ITK (aliiminyum
tabaka, 254 nm, Merck) iizerine eklenmistir. Ceker ocak icerisinde kurutulan plaka yine
ayn1 ¢oziicii icerisinde iki saat yliriitilmiistiir. Yiiriitiiciiniin plaka iizerinde ilerledigi alan
isaretlendikten sonra ayni1 islem iki kere daha tekrarlanmistir. Daha sonra plaka kurumaya
birakilmistir ve anilin fitalat ile spreylenerek 5 dakika 105 C°’de birakildiktan sonra

meydana gelen spotlar seker profillerini gostermektedir.

2.2.10.5. Polar lipid analizi

Polar lipidlerin analizi Minnikin vd.’lerinin kesfettigi (Minnikin vd., 1984) ve
Kroppenstedt ve Goodfellow tarafindan modifiye edilen yonteme uygun olarak
gerceklestirilmistir (Kroppenstedt ve Goodfellow, 2006). Ozetle; 100 mg liyofilize 6rnek
izerine tuzlu su: metanol (1:10) ¢ozeltisi ve petrol eterden ikiser ml ilave edilerek ve 30
dakika kanistirilmistir. 1800 rpm’de 5 dakika santrifiij sonrasi siipernatant uzaklastirilarak
1 ml petrol eter eklenerek 30 dakika karistirllmigtir. 1800 rpm’de 5 dakika santrifiij
tekrarlanarak siipernatant tekrar atilmistir. Peletler 99 C®’lik su banyosunda 5 dakika
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bekletildikten sonra iizerlerine 2,3 ml kloroform: methanol: %0,3’lik tuzlu su
(90:100:30) soliisyonundan eklenmis ve 1 saat calkalanmistir. 1800 rpm’de 5 dakika
santrifiij sonrasi {ist faz yeni tiip icerisine aktarilmiglardir. Siipernatant iizerine 0,75 ml
kloroform: metanol:%0.3’liik tuzlu su (50:100:40) soliisyonundan eklenerek 30 dakika
karistirilmistir. 1800 rpm’de 5 dakika sonrasi siipernatant toplanarak 1,3 ml kloroform ve
1,3 ml 9%0,3’liik tuzlu su eklenmis ve karistirilmistir. Daha sonra tiim igerik evaparatorde
kurutulurak ve iizerine kloroform, methanol (2:1) soliisyonu eklenmis ve gerekli

miktarlarda tiiplere aktarilmistir.

Polar lipid profili belirlenmesi icin 4 farkli kromatografi plakasi (10x10)
kullanilmistir (alliminyum tabaka, 254 nm, Merck). 20 mikrolitre 6rnek plakanin kosesine
yiikklenmis ve plakalar kurutulmustur. ilk yiiriitiicii olan kloroform: metanol: saf su
(65:25:4) soliisyonu tankin iki tarafindan eklenen kurutma kagitlariyla birlikte eklenerek
¢Oziiclinilin en iist tabakaya ilerlemesi beklenmistir. Bu siire sonrasi 30 dakika kurumaya
birakilmislardir. ikinci ¢oziicli olan kloroform: asetik asit: metanol: saf su (80:12:15:4)
karisimi kurutma kagitlariyla plakalar lizerine g¢ektirilir ve son olarak analiz 6ncesi 30

dakika boyunca kurutma gergeklestirilir.
1. plaka: Ttim lipitlerin incelenmesi

%S35’lik etanol igerisinde ¢oziinen molibdatofosforik asit ile spreylenen plakalar
ilkin 150 C*’de daha sonra ise 170 C°’de 20 dakika bekletilmistir. Siyah renkli lekeler

lipitlerin varligin1 géstermektedir.
2. plaka: Amino gruplarin incelenmesi

Aseton veya metanol i¢inde c¢oziindiiriilen %0,2°lik ninhidrin spreylenerek
gerceklestirilir. 10 dakika 80 C”de bekletildikten sonra meydana gelen pembe spotlar

amino gruplarini gostermektedir.

2. plaka: Fosfo gruplarin incelenmesi (amino gruplarinin belirlenmesinden sonra

bu uygulumaya gegilir)

4,5M’lik siilfirik asit igerisinde ¢Oziindiiriilen %1,3 molibden mavisi ile
spreylenmistir. Plaka oda sicakliginda kurutulduktan sonra meydana gelen mavi spotlar
fosfo gruplarini gdstermektedir. Ikinci plakada hem amino hem de fosfo gruplari farkli
zamanlarda, ayni plakada incelendiginden plakadaki say1 artig numarasi yukarida oldugu
gibidir.
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3. plaka: Gliko gruplarimin incelenmesi

a-nafto-stilfiirik asit [40.5 ml etanol, 4 ml distile su, 6.5 ml konsantre siilflirik asit
ve 10.5 ml a-naftol (1 litre etanolde 15 g) karisimi] ile spreylenen plaka 10 dakika
boyunca 80 C°de bekletilmistir. Beyaz zemin iizerindeki kahverengi spotlar gliko

gruplarini gostermektedir.
4. plaka: Kolin gruplarinin incelenmesi

Dragendorff reaktifi ile spreylenen plaka oda sicakliginda kurutulur ve turuncu

noktalar kolin gruplarini géstermektedir (Tindall, 1990).

2.2.10.6. Diaminopimelik asit (DAP) analizi

Diaminopimelik asit analizleri Staneck ve Roberts’a gore gerceklestirilmistir
(Staneck ve Roberts, 1974). 10 mg liyofilize 6rnek tizerine 200 pl 6 N’lik hidroklorik asit
eklenerek 100 C°’de 16 saat tutulurlar. 2000 rpm’de santriflij edilen tiiplerin {ist
stipernatantlar1 60-70 C®’lik sicaklikta kurutulurlar. Buharlagsma gerceklestikten sonra 0, 1

ml distile su i¢ginde O6rnek ¢Ozlindiirtiliir.

Metanol: distile su: hidroklorik asit: piridin (80:26:4:10) soliisyonunda ITK
plakasi 1 giin boyunca tutulur. Plakanin (ITK silika jel 254nm, plastik tabaka 20x20,
Merck) 1,5 cm yukarisina 1 cm genisliginde her bir 6rnek ve standartlar yiiklenir ve ¢eker
ocak lizerinde kurumaya birakilirlar. Ayni soliisyon igerisinde 3 saat yiiriitiilen plaka
%2’lik ninhidrin (aseton ile hazirlanmis) ile spreylenir ve 5 dakika 100 C®lik etiivde

bekletildikten sonra diaminopimelik asitleri belirlenmistir.

2.2.10.7. SEM analizi

Aktinomisetlerin spor ve miselyum morfolojilerinin belirlenmesi amaciyla
gelisim Ozelliklerinin incelendigi MGYEA, ISP2, ISP3, ISP4, ISP5, ISP6, ISP7, BNT,
TSA, NA, PWA besiyerine ekim sonrasi her bir besiyerinden 6rneklem alinarak yapilar
incelenmistir. Bu islem i¢in aktinomisetlerin besiyerine tutunduklart yiizey {izerinden
aliminyum stublar {lizerine aktarimi gerceklestirilmis olunup, 50 nm boyutunda 6rnek
kaplama cihaz1 ile organik Ornegin iletkenligi saglamasi adina altin kaplanmasi

gerceklestirilmistir. Daha sonra bakteri yapilarinin incelenmesi adina en az 5000 en fazla
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ise 20000 biiylitmede FESEM, ZEISS Ultraplus cihazi ile goriintii yakalanmaya

calisilmigtir.

2.2.11. Bitki biiyiime testleri

Bitki biiyiime testleri bitki kok bolgesinin daha iyi gdzlenebilmesi agisindan
hidroponik yontem kullanilarak belirlenmeye calisiimistir. Bu yontem toprak ile yapilan
caligmalarda  yasanilmasi  muhtemel kok  kayiplarin1  engellemek  adina
gerceklestirilmistir. Aktinomisetler 14 giin boyunca peptonlu su besiyerinde
gelistirilmislerdir. Daha sonra ylizer tane olacak sekilde daha once agiklanan sekilde
yiizey sterilizasyonu yapilmis ‘Masaccio’ (genis adaptasyon kabiliyeti ile yiiksek verim
ve kalite degerlerine sahip ekmeklik bugday c¢esididir, soguklara tolerant, orta-uzun
boylu, saglam sapli ve yatmaya toleranshidir. kiilleme, sar1 pas ve kahverengi pas
hastaliklarina toleranshidir, Triticum aestivum L.) isimli ticari tohumluk bugday tohumlari
lizerine inokulasyon gergeklestirilmistir. Tohumlar iizerine bakteri besiyeri karisimi
uygulandigindan negatif kontrolde sadece besiyeri ile tohumlar uygulamaya
alinmiglardir. Yarim saatlik bakteri-tohum inokulasyonu sonrasinda tohumlar 6zel bir
diizenek ile s1v1 bitki besini (besin igerigi Cizelge 2.25. ve Cizelge 2.26.’de verilmistir)
iceren beherlerin {izerine birakilarak hidroponik iiretim ile bitkilerin gelistirilmesi
saglanmistir. Cimlenmeyi takip eden siirecgte bitkilerin sivi ¢ekme 6zelligine gore bitki

besini igeren su eklemesi hasat yapilana kadar siirdiiriilmiistiir.

Cizelge 2.25. Hidroponik iiretim baz sivi besiyeri i¢erigi

Icerik Miktar
Amonyum siilfat % 4
Di amonyum fosfat % 18
Potasyum siilfat % 38
Magnezyum siilfat % 0,5
Borik asit % 0,2
Bakir siilfat % 0,05
Demir siilfat % 0,4
Manganez oksit % 0,2
Molibden oksit % 0,01
Cinko siilfat % 0,05
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Cizelge 2.26. Hidroponik iiretim besiyeri karisimi

icerik Miktar
Cizelge 2.25.’deki besiyeri igerigi 2g
Kalsiyum nitrat 2g
Magnezyum siilfat lg
Steril distile su 4L

Tohum ¢imlenmesinin ardindan 30 giinliik ¢imlenme sonrasi bitkiler tek tek sivi
besiyerinden ayirilarak, kok ve govde boylar1 ayr1 ayr1 Sl¢iilmiistiir. Sonuglar SPSS
programinda one way ANOVA test uygulanarak p<0,05 degerine gore istatiksel analizler
gerceklestirilmistir. Bitki gelisiminin olup olmadigi SPSS programi yardimiyla

gosterilmistir.
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3. BULGULAR
3.1. Aktinomiset izolasyonu, Saflastirilmasi ve Stoklanmasi

12 farkhi bitki boliimii ve 20 farkli toprak alanindan 422 izolat saflastirilip
stoklanmistir. Bunlarin 33 tanesi endofitik, 389 tanesi ise toprakta serbest halde bulunan
aktimisetlerdir. Aktinomisetlerin izole edildigi bolgelere gore sayisal gosterimi Cizelge

3.1.’de verilmistir.

Cizelge 3.1. Aktinomisetlerin izole edildigi bolgeler ve izolat sayilar

izolasyon bélgesi izolat sayis1
Ceviz agact meyvesi 2

Ceviz agaci dal 4

Ceviz agac1 yapragi 4

Zeytin agac1 bitki koki 23

Zeytin agaci ylizey topragi 113

Zeytin agact kok bolgesi topragi 58

Ceviz agaci ylizey topragi 101

Ceviz agact kok bolgesi topragi 117

Toplam 422

3.1.1. Endofitik aktinomiset izolasyonu, saflastirilmasi ve stoklanmasi

Calisma sirasinda farkli bitki Orneklerinden yapilan ylizey sterilizasyonu
sonrasinda saf olarak elde edilen endofitik bakteri sayisi 33 olarak kayit edilmistir. Cesitli
bitki gruplarinin ¢ogunlukla kok olmak iizere, yaprak, gévde ve meyve kisimlarindan
aktinomiset izolasyonu gerceklestirilmistir. Ceviz agaglarindan 10, zeytin agaglarindan

ise 23 izolat saflastirilmistir.

Sekil 3.1. de izolasyon Oncesi (Sekil 3.1.C) ve sonrasindaki (3.1.A ve 3.1.B) ekim
sekilleri (Sekil 3.2.) gosterilmis olup, Cizelge 3.2.’de ise izole edilen endofitik

aktinomisetler ve 6zellikleri siralanmaistir.

Izolasyon sonrasinda ISP3 ve ISP4 besiyerlerine ekim yapilarak saflik kontrolleri
gerceklestirilmis ve ikili  stoklar1 %20’lik gliserol soliisyonunda -86 C° derin

dondurucuda saklanmuislardir.
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Sekil 3.1. 4) 1. Ceviz agacimin yapraklarmmin sterilizasyonu sonrasi, besiyeri iizerinde iiremesi goriilen
bakteriler. B) 1. Zeytin agacimin kék bolgelerinin sterilizasyonu sonrasi, besiyeri iizerinde
tiremesi goriilen bakteriler. C ) 6. Ceviz agacinin dal par¢alarimnin uygun sartlarda kesilip yiizey
sterilizasyonu yapilmasinin ardindan besiyeri tizerine yerlestirilmeleri.

Cizelge 3.2. Cesitli bitki boliimlerinden izole edilen endofitik aktinomisetler ve izole edildikleri bolgeler

Ornek ad1 Ornek numarasi Izole edildigi kisim
C.1.Y.Y.1 EAl 1. ceviz agacinin yapragindan
C.1.Y.2 EA2 1. ceviz agacinin yapragindan
C.1.Y.Y.2 EA3 1. ceviz agacinin yapragindan
C.1.Y.2 EA4 1. ceviz agacinin yapragindan
Z.1.K.21.1 EAS 1. zeytin agacinin kokiinden
Z2KYA432 EA6 2. zeytin agacinin kokiinden
Z2K.Y.6 EA7 2. zeytin agacinin kokiinden
Z2K.Y.8.1 EAS 2. zeytin agacinin kokiinden
Z2XK.Y.1 EA9 2. zeytin agacinin kokiinden
Z.1.K.22 EAI10 1. zeytin agacinin kokiinden
Z3KY.S5 EAll 3. zeytin agacinin kokiinden
Z4XK.Y.6 EA12 4. zeytin agacinin kokiinden
7.2XK.6.1 EA13 2. zeytin agacinin kokiinden
7.2XK.6.2 EA14 2. zeytin agacinin kokiinden
Z4XK.Y.3 EA1S5 4. zeytin agacinin kokiinden
Z4XK.6.1 EAl6 4. zeytin agacinin kokiinden
Z4K.6 EA17 4. zeytin agacimin kdkiinden
74XK.6.2 EAIS 4. zeytin agacinin kokiinden
7.5K.22 EA19 5. zeytin agacinin kdkiinden
Z.5K.23 EA20 5. zeytin agacinin kdkiinden
Z.5K.23.1 EA21 5. zeytin agacinin kdkiinden
7.5K.24 EA22 5. zeytin agacinin kdkiinden
Z.5XK.25 EA23 5. zeytin agacinin kokiinden
Z.5K.32 EA24 5. zeytin agacinin kokiinden
Z.5K.33.1 EA25 5. zeytin agacinin kokiinden
Z.5K.34 EA26 5. zeytin agacinin kokiinden
Z.5K.35 EA27 5. zeytin agacinin kokiinden
C.6.G.31 EA28 6. ceviz agacinin govdesinden
C.6.G.36 EA29 6. ceviz agacinin govdesinden
C.6.G.37 EA30 6. ceviz agacinin govdesinden
C.6.G.10 EA31 6. ceviz agacinin govdesinden
C.7.E.AM.12 EA34 7. ceviz agacinin meyvesinden
C.7.E.AM.13 EA35 7. ceviz agacinin meyvesinden
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Sekil 3.2. Farkl: besiyerlerinde EAI kodlu aktinomisetin tireme o6zellikleri. A) ISP4 besiyerindeki subsrat
miselyumu gelisimi, B) ISP4 besiyeri hava miselyumu geligimi, C) ISP3 besiyerindeki subsrat
miselyumu gelisimi, D) ISP3 besiyerindeki hava miselyumu gelisimi

3.1.2. Toprakta serbest halde yasayan aktinomiset izolasyonu, saflastirilmasi ve

stoklanmasi

Toprakta serbest halde yasayan aktinomisetlerin izolasyonu sirasinda seri
diliisyonlar gergeklestirilerek MGYEA agar petrileri tizerinde yapilan ekimler sonrasinda
171 izolat zeytin agaglarinin yilizey ve kok bolgelerinden, 218 izolat ise ceviz agaclarinin

yiizey ve kok bolgelerinden (rizosferden) izole edilmislerdir.

Ceviz aktinomisetleri, 5 farkli ceviz agacindan olacak sekilde 101 tanesi yiizey
topraklarindan, 117 tanesi ise kok bolgesinden izole edilmiglerdir. ISP3 ve ISP4
besiyerlerinde farkli iireme potansiyellerini belirlemek icin ekildikleri sirada, tek
kolonilerin elde edilmesi ile birlikte organizma saflik kontrolleri yapilmistir (Sekil 3.3.).
Saf olduklar1 belirlenen izolatlar kisa kodlar olusturularak %20’lik gliserol igerisinde -86
C®lik ultra derin dondurucuda diger calismalar yapilana kadar saklanmiglardir, ceviz

agaci1 rizosferinden izole edilen aktinomisetlerin listesi Cizelge 3.3.’te verilmistir.

Sekil 3.3. Farklr besiyerlerinde C4 kodlu aktinomisetin iireme ézellikleri. A) ISP4 besiyerindeki subsrat
miselyumu gelisim sekli B) ISP4 besiyeri hava miselyumu gelisim sekli, C) ISP3 besiyerindeki
subsrat miselyumu gelisim sekli D) ISP3 besiyerindeki hava miselyumu gelisim sekli
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Cizelge 3.3. Ceviz agaglarindan izole edilen aktinomisetler

Izolat numarasi Izole edildigi bolge Izolat Izole edildigi bolge
C.S.1.Y.1.2 1. ceviz ylizey C.S.3.Y.5 3. ceviz ylizey
C.S.1.Y.2.1 1. ceviz ylizey C.S.2.K.8.1 2. ceviz kok bolgesi
CS.1.Y22 1. ceviz ylizey C.S3.Y5.1 3. ceviz ylizey
C.S.1.Y.5 1. ceviz ylizey C.S.3.Y.5.2 3. ceviz ylizey
CS.1.Y.6.1 1. ceviz ylizey C.S.3.Y.6.1 3. ceviz ylizey
CS.1.Y.6.2 1. ceviz ylizey CS.3.Y.6.2 3. ceviz ylizey
CS.1.Y.8.1 1. ceviz ylizey C.S.3.Y.9.1 3. ceviz ylizey
CS.1.Y.8.2 1. ceviz ylizey CS.3.Y9.2 3. ceviz ylizey
C.S.1.Y.10.2 1. ceviz ylizey C.S.3.Y.10 3. ceviz ylizey
C.S.1.Y.11 1. ceviz ylizey C.S.3.Y.12.1 3. ceviz ylizey
C.S.1.Y.12.1 1. ceviz ylizey C.S3.Y.12.2 3. ceviz ylizey
C.S.1.Y.12.2 1. ceviz ylizey C.S.3.Y.13.1 3. ceviz ylizey
C.S.1.Y.12.3 1. ceviz ylizey C.S.3.Y.13.2 3. ceviz ylizey
C.S.4.K.27.2 4. ceviz kok bolgesi C.S.3.Y.17.1 3. ceviz ylizey
C.S4.K.27.4 4. ceviz kok bolgesi C.S.3.Y.17.2 3. ceviz ylizey
CS.4K.1.2 4. ceviz kok bolgesi C.S8.3.Y.19.2 3. ceviz ylizey
CS.1.K.7.1.1 1. ceviz kok bolgesi C.S.3.Y.20.1 3. ceviz ylizey
CS.1.K.7.2.1 1. ceviz kok bolgesi C.8.3.Y.20.2 3. ceviz ylizey
CS.1.K.7..2 1. ceviz kok bolgesi C.S.3.Y.21 3. ceviz ylizey
C.S.1.K.8.1 1. ceviz kok bolgesi C.S.3.Y.22 3. ceviz ylizey
CS.1.K.8.2 1. ceviz kok bolgesi C.S.3.Y.24.1 3. ceviz ylizey
C.S.1.K.9 1. ceviz kok bolgesi C.S.3.Y.24.2 3. ceviz ylizey
C.S.1.K.10.2 1. ceviz kok bolgesi C.S.3.Y.24.2.2 3. ceviz ylizey
C.S.1.K.11 1. ceviz kok bolgesi C.S.3.Y.242.2 3. ceviz ylizey
C.S.1.K.12.1 1. ceviz kok bolgesi C.S.3.Y.24.3 3. ceviz ylizey
C.S.1.K.12.2 1. ceviz kok bolgesi C.S.3.Y.25 3. ceviz ylizey
C.S.1.K.12.3 1. ceviz kok bolgesi C.S.3.Y.26 3. ceviz ylizey
CS.1.K.5.2.1 1. ceviz kok bdlgesi C.S.3.Y.27.1.1.1 3. ceviz ylizey
CS.1.K.5.2.2 1. ceviz kok bolgesi C.S8.3.Y.27.1.1.2 3. ceviz ylizey
CS.1.K.5 1. ceviz kok bolgesi C.S.3.Y.27.1.2 3. ceviz ylizey
CS.1.K.5.1 1. ceviz kok bolgesi C.S8.3.Y.27.2.1 3. ceviz ylizey
CS.1.K.5.2.3 1. ceviz kok bolgesi C.S.3.Y.27.2.2 3. ceviz ylizey
C.S.2.Y.2.1 2. ceviz ylizey C.S.3.Y.3.1 (31) 3. ceviz ylizey
C.S.2.Y.2.2 2. ceviz ylizey C.S.3.Y.3.2 (32) 3. ceviz ylizey
C.S.2.Y.3.1 2. ceviz ylizey C.S.3.Y.5.1 3. ceviz ylizey
C.S.2.Y.3.2 2. ceviz ylizey C.S.3.Y.16.1 3. ceviz ylizey
CS.2Y4 2. ceviz ylizey C.S3.Y.11.1.1 3. ceviz ylizey
C.S.2.Y.6 2. ceviz ylizey C.S.3.Y.11.1.2 3. ceviz ylizey
CS.2.Y.7 2. ceviz ylizey CS.3.Y.11.2.1 3. ceviz ylizey
CS.2.Y.11 2. ceviz ylizey CS.3.Y.11.2.2 3. ceviz ylizey
C.S.2.Y.17 2. ceviz ylizey CS.3.Y.11.2.2 3. ceviz ylizey
C.S8.2.Y.19.1 2. ceviz ylizey CS.3.Y.16.3 3. ceviz ylizey
C.8.2.Y.26 2. ceviz ylizey C.S8.3.Y.27.1.1 3. ceviz ylizey
CS.2.K.6 2. ceviz kok bolgesi C.S.3.Y.27.1.2 3. ceviz ylizey
CS5Y4 5. ceviz ylizey C.S.3.Y.27.13 3. ceviz ylizey
C.S.5.Y.5 5. ceviz yiizey C.S.3.Y.27.2.1.2 3. ceviz ylizey
C.S.5.Y.7 5. ceviz yiizey C.S.3.Y.27.2.1.2 3. ceviz ylizey
C.S.5.Y.9 5. ceviz yiizey C.S.3.Y.27.2.1 3. ceviz ylizey
C.S.5.Y9.1.1 5. ceviz yiizey C.S.3.Y.27.2.2 3. ceviz ylizey
C.S.5Y.9.1.2 5. ceviz yiizey C.S.3.Y.27.2.2 3. ceviz ylizey
C.8.5.Y.20 5. ceviz ylizey C.S8.3.Y.29.1.1 3. ceviz ylizey
CS.5.Y.2 5. ceviz ylizey C.S8.3.Y.29.1.2 3. ceviz ylizey
C.S.2.K.8 2. ceviz kok bolgesi C.8.3.Y.29.2 3. ceviz ylizey
CS.3.Y.2 3. ceviz ylizey C.S8.3.Y.29.3 3. ceviz ylizey
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Cizelge 3.3. (devam) Ceviz agaglarindan izole edilen aktinomisetler

izolat

izole edildigi bolge

izolat

izole edildigi bolge

CS8.3.Y.32.1.1
C.S.3.K.8
C.S8.3.K.9.1
C.S.3.K.18
C.S8.3.K.23.1
C.S.3.K.23.2
C.S8.3.K.23.3
C.S.3.K.23.1.2
CS.3XK.23.1.2
CS8.3K.23.2.1
C.S8.3.K.24.2
C.S8.3.K.25
C.8.3.K.28.1
C.S8.3.K.28.2
C.S8.3.K.28.2.1
C.S.3.K.29
C.S.3.K.30
C.S.3.K.31
C.S.3.K.32
C.S.3.K.33
C.8.3.K.34.1
C.S8.3.K.35
C.S5.3.K.37
C.8.3.K.39
CS4.Y9.1.1
CS.4.Y9.2
CS.4.Y.15
C.S.4.Y.16
CS4.Y4
CS.4XK.2.1
CS.4K4.1
CS.4K4.2
CS4K.11.1.1
CS4K.11.1.3
CS4K.11.14
CS4K.11.23
CS.4K.12
C.S.4.K.13.1
CS.4XK.13.2
C.S.4.XK.13.3
CS.4XK.134
C.S.4XK.14.1
CS.4K.14.2
C.S5.4.K.18.1
CS.4XK.18.2
C.S5.4.K.19.1
C.S5.4XK.19.2
C.S5.4XK.22
C.S.4.K.23.1
C.S.4K.23.2
C.S.4.K.24
C.S.4.K.25.1
C.S.4.K.252
C.S5.4.K.27.1

C.S.4K.27.2
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. ceviz kok bolgesi

. ceviz kok bolgesi

C.5.4.K.28.1
C.S5.4.K.28.1
C.S5.4.K.30.2
C.S5.4.K.30.3
C.S.4.K.31
C.S.4.K.32.1
C.S.4.K.32.2
C.S.4.K.33
CS4XK.34.1.1
CS.4K.34.1.2
C.S5.4K.34.2
CS4K.1.1
CS4K.13
CS.5K.2.1
CS.5K.2.2
C.S.5K.23
CS.5K.2.4
C.S.5K.2.6
CS.5K.2.5
CS.5K3.1
CS.5K3.2
CS8.5K.3.3
CS.5K3.4
CS.5K.5.1
CS.5K.5.2
CS.5K.5.4
C.S.5K.5.3
C.8.5.K.10.1
C.8.5.K.10.2
C.S.4.K.27
CS8.3.Y.133
C.8.3.Y.30
CS3.Y.11.1.3
CS8.3.Y.322
C.S.3.K.10
C.S.3.K.16
C.S.3.K.23.2
C.S.3.K.16
C.S.3.K.28.1
CS4XK.11.1.2
CS4XK.11.2.2
CS.4XK.14.2
CS.4XK.18.3
C.S5.4XK.27.3
C.5.4.K.30.1
CS.5K.24
CS.5K.25
C.85.5K.10.3
C.8.2.Y.19.2
CS.5.Y.7.1.1
CS.5.Y22
C.S.2.K.8.1
CS.1.Y 4.2
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. ceviz kok bolgesi
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. ceviz kok bolgesi
. ceviz ylizey
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Zeytin rizosferindeki aktinomisetlerin 113 tanesi yiizey topraklarindan, 58 tanesi
ise kok bolgesi rizosfer topraklarindan izole edilmislerdir. ISP3 ve ISP4 besiyerlerinde
farkli iireme potansiyellerini belirlemek icin ekildikleri sirada, tek kolonilerin elde
edilmesi ile birlikte organizma saflik kontrolleri yapilmistir. Saf olduklar1 belirlenen
izolatlar %20’lik gliserol icerisinde -86 C®’lik ultra derin dondurucuda diger caligsmalar
yapilana kadar saklanmuslardir (Sekil 3.4.). izole edilen aktinomisetlerin sirali listesi

Cizelge 3.4.’te verilmistir.

Sekil 3.4. Z.5.1.Y.11.1 izolat numarali Z53 kodlu aktinomisetnin ISP4 besiyerine inokulasyonu. A) Subsrat
miselyumu gelisimi B) hava miselyumu geligimi
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Cizelge 3.4 Zeytin agaglarindan izole edilen aktinomisetler

Izolat Izole edildigi bolge Izolat Izole edildigi bolge
Z.S.1.Y.12.1 1. zeytin ylizey ZS.1.Y.11.3 1. zeytin ylizey
7S.1.Y.12.2 1. zeytin yiizey 7.S.2K.6 2. zeytin kok bolgesi
Z.S.1.Y.13.1 1. zeytin yiizey Z.S.2K.7 2. zeytin kdk bolgesi
Z.S.1.Y.13.2 1. zeytin yiizey Z.S.2.K.9.1 2. zeytin kdk bolgesi
Z.S.1.K.4.1 1. zeytin kok bolgesi Z.S.2.K.9.2 2. zeytin kdk bolgesi
Z.S.1.K.42 1. zeytin kok bolgesi Z.S.2XK.13.1 2. zeytin kok bolgesi
Z.S.1.K.43 1. zeytin kok bolgesi Z.S2XK.13.2 2. zeytin kok bolgesi
Z.S.1.K.5 1. zeytin kok bolgesi Z.S2XK.13.4 2. zeytin kok bolgesi
Z.S.1.K.10 1. zeytin kok bolgesi Z.S2K.17.2 2. zeytin kok bolgesi
ZS.2K.1.1 2. zeytin kok bolgesi Z.S.2K.18.1 2. zeytin kok bolgesi
ZS2XK.1.2 2. zeytin kok bdlgesi Z.S.2XK.18.2 2. zeytin kok bdlgesi
7.8.3.Y.3.1 3. zeytin ylizey Z.S.2K.19.1 2. zeytin kok bolgesi
7ZS3Y32 3. zeytin ylizey Z.S.2XK.19.2 2. zeytin kok bdlgesi
Z.5.3.YA4 3. zeytin ylizey Z.5.2K.23.1 2. zeytin kok bolgesi
7.5.4.Y.19.1 4. zeytin ylizey Z7.S.2.K.23.2 2. zeytin kok bolgesi
72.S.4.Y.19.2 4. zeytin ylizey 7.S.2.K.23.3 2. zeytin kok bolgesi
72.S4.Y.19.3 4. zeytin ylizey 72.S2Y.2.1 2. zeytin ylizey
7.S4.Y.20 4. zeytin ylizey 72.S2Y.22 2. zeytin ylizey
Z.S.4XK.13.1 4. zeytin kok bolgesi 7S2Y.23 2. zeytin ylizey
7.8.4K.30.1.1 4. zeytin kok bolgesi 7.S5.2.Y.3.1 2. zeytin ylizey
7.S4XK.30.2 4. zeytin kok bolgesi 78.2Y.32 2. zeytin ylizey
ZS.5Y.2 5. zeytin ylizey 72S2.YA4 2. zeytin ylizey
7.8.5.Y.20.1 5. zeytin ylizey ZS2Y.5 2. zeytin ylizey
7.S.5.Y.23.1 5. zeytin ylizey 7.8.2.Y.6.1 2. zeytin ylizey
7.8.5.Y.23.3 5. zeytin ylizey 7S8.2Y.6.2 2. zeytin ylizey
Z.8.5Y.23.2 5. zeytin yiizey 7.S.2.Y.6.3 2. zeytin ylizey
Z.S.5XK.10.2 5. zeytin kok bolgesi 7S82.Y.6.4 2. zeytin ylizey
ZS.1.Y.5 1. zeytin yiizey 72.S.2.Y.6.5 2. zeytin ylizey
Z.S2XK.3.1 2. zeytin kok bolgesi 7S2.Y.8 2. zeytin ylizey
Z.8.2.K.24.1 2. zeytin kok bolgesi 7.S.2.Y.9.1 2. zeytin ylizey
7.8.2K.24.2 2. zeytin kok bolgesi 7S82Y9.2 2. zeytin ylizey
7.S.2.K.24.3 2. zeytin kok bdlgesi 72.8.2.Y9.3 2. zeytin ylizey
7.S8.5Y.2 5. zeytin yiizey 7S.2.Y.14 2. zeytin ylizey
Z.S.5.Y.8 5. zeytin ylizey 7Z.8.2.Y.16 2. zeytin ylizey
ZS.1.Y.6 1. zeytin ylizey Z.S8.2.Y.15.1.1 2. zeytin ylizey
7Z.S8.2K.5.1 2. zeytin kok bolgesi 7ZS.2.Y.15.1.2 2. zeytin ylizey
Z.8.2.K.26 2. zeytin kok bolgesi 7.S2.Y.15.2.1 2. zeytin ylizey
ZS.1.K.2 1. zeytin kok bolgesi 72S2.Y.1522 2. zeytin ylizey
Z.S.1K.3 1. zeytin kok bolgesi Z.S.4XK.30.1.1 4. zeytin kdk bolgesi
Z.S.1.K.6.1 1. zeytin kok bolgesi 7.5.4K.30.1.2 4. zeytin kdk bolgesi
Z.S.1.K.6.2 1. zeytin kok bolgesi Z.S.1.K.4 1. zeytin kok bolgesi
Z.S.1.K.8.1 1. zeytin kok bolgesi Z.S.1.K.6.1 1. zeytin kok bolgesi
7.S.1K.8.2 1. zeytin kok bolgesi 7Z.S.1K.6.2 1. zeytin kok bolgesi
ZS.1.Y.1.1 1. zeytin yiizey 7.8.5.Y.23.2 5. zeytin yiizey
ZS.1.Y.1.2.1 1. zeytin ylizey 72.8.2.Y.15.2.1 2. zeytin ylizey
7S.1.Y.2 1. zeytin yiizey 7S.2Y.152.2 2. zeytin ylizey
ZS.1.Y3.1 1. zeytin ylizey Z.S3XK.6 3. zeytin kok bdlgesi
ZS.1.Y3.2 1. zeytin ylizey Z.S3.XK.7 3. zeytin kok bdlgesi
ZS.1.YA4 1. zeytin yiizey ZS3XK.14 3. zeytin kok bolgesi
ZS.1.Y.5 1. zeytin yiizey Z.S3K.15.1 3. zeytin kok bolgesi
ZS.1.Y.7 1. zeytin yiizey Z.S3.K.15.2 3. zeytin kok bolgesi
Z.S.1.Y.10 1. zeytin yiizey Z.S3.K.16.1 3. zeytin kok bolgesi
Z.S.1.Y.11.1 1. zeytin yiizey Z.S3.K.16.2 3. zeytin kok bolgesi
7ZS.1Y.11.2 1. zeytin yiizey 7.5.3.K.23 3. zeytin kok bolgesi
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Cizelge 3.4. (devam) Zeytin aga¢larindan izole edilen aktinomisetler

izolat izolat

ZS.3Y.1.1.1 3. zeytin ylizey 7.S.5Y.2.1 5. zeytin yiizey
72S3.Y.1.1.2 3. zeytin yiizey 72.S5Y.22 5. zeytin yiizey
7S8.3Y.1.2.1 3. zeytin ylizey 7.8.5.Y.6.1 5. zeytin yiizey
ZS3Y.1.2.2 3. zeytin ylizey 72.8.5Y.6.2 5. zeytin yiizey
7S83Y.5 3. zeytin ylizey 7.S8.5Y.7.1 5. zeytin yiizey
7Z.S3.Y.7.1 3. zeytin ylizey ZS8.5Y.7.2 5. zeytin yiizey
7.8.3.Y.7.2 3. zeytin ylizey 7.8.5.Y.8.1 5. zeytin yiizey
7S83Y.8 3. zeytin ylizey 7.S.5Y.8.2 5. zeytin yiizey
7.8.3.Y.9.1 3. zeytin ylizey ZS.5Y.9 5. zeytin yiizey
7Z.83.Y.9.2 3. zeytin yiizey ZS.5Y.11 5. zeytin yiizey
7.8.3.Y.10.1 3. zeytin ylizey Z.S.5Y.12.1 5. zeytin yiizey
Z.8.3.Y.10.2 3. zeytin ylizey ZS.5Y.12.2 5. zeytin yiizey
Z.8.3.Y.11 3. zeytin yiizey 72S.5Y.14 5. zeytin yiizey
7Z.S3.Y.13.2 3. zeytin ylizey Z.S.5Y.12.1.1 5. zeytin yiizey
7.S8.3.Y.17.1 3. zeytin ylizey Z.5.5.Y.13.1 5. zeytin yiizey
7.8.3.Y.19 3. zeytin ylizey Z.S.5.Y.15.1 5. zeytin yiizey
7.S.3.Y.20 3. zeytin ylizey Z.S.5.Y.18.1 5. zeytin ylizey
7.8.3.Y.21 3. zeytin ylizey 7.5.5.Y.18.2 5. zeytin ylizey
Z.S4XK.6 4. zeytin kok bolgesi Z.8.5.Y.19.1 5. zeytin yiizey
72S4Y.2 4. zeytin ylizey 7.8.5.Y.19.2 5. zeytin yiizey
7S5.4Y.14 4. zeytin ylizey 7.8.5.Y.20 5. zeytin yiizey
7S.4Y.17 4. zeytin ylizey 7Z.S.5Y.21 5. zeytin yiizey
7.54.Y.18.1 4. zeytin ylizey 7.8.5Y.22 5. zeytin yiizey
7.S.4.Y.18.2 4. zeytin ylizey 7.8.5.Y.28.1 5. zeytin yiizey
7.5.4.Y.21 4. zeytin ylizey 7.8.5.Y.28.2 5. zeytin yiizey
7.8.4Y.22.1 4. zeytin ylizey 7.5.5.Y.30.1 5. zeytin ylizey
7.S4Y.22.2 4. zeytin ylizey Z.8.5.Y.30.2 5. zeytin yiizey
7.8.4K.23 4. zeytin kok bolgesi Z.S.5K.9 5. zeytin kok bolgesi
7.S.4K.18.1 4. zeytin kok bolgesi 7.5.5Y.7.2.1 5. zeytin yiizey
Z.S4XK.18.2 4. zeytin kok bolgesi 2.8.5Y.72.2 5. zeytin yiizey
Z.S.5K.7.1 5. zeytin kok bolgesi Z.S.3.Y.21.1 3. zeytin yiizey
Z.S.5K.10.1 5. zeytin kok bolgesi

3.2. Bitki Biilyiime Diizenleyici Testlerin Belirlenmesi
3.2.1. Siderofor iiretim testi (SUT)

Siderofor iiretiminde; sar1, turuncu, mor ve magenta renklerine doniisen 6rnekler
pozitif olarak kayit edilmistir. 195 aktinomiset MCAS iizerindeki aktivitesi sonrasi pozitif
olduklar1 belirlenmis 56 tanesi iizerinde belirleyici ayrim yapilamamistir (Cizelge 3.5.-

3.7.) Siderofor iiretebilen aktinomisetlerden bazilar1 Sekil 3.5.A.’da gosterilmistir.
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3.2.2. Fosfat cozebilme testi (FCT)

Agar lizerinde belirlenen seffaf zonlar pozitif olarak kayit edilmisdir. Toplamda
165 izolatin fosfat c¢ozebilme aktivitesi bulunmaktadir (Cizelge 3.5.-3.7.). Fosfat

¢cOzebilen aktinomisetlerden bazilar1 Sekil 3.5.C.’de gosterilmistir.

3.2.3. indol -3- asetik asit (IAA) iiretim testi

Pembe renk olusumu ile indol asetik asit liretiminin pozitif oldugu izolatlar
belirlenmistir. 214 izolat pozitif olarak kayit edilmistir. Pembe renk olusumunun
belirlenemedigi izolat sayist ise 42 olarak tespit edilmistir (Cizelge 3.5.- 3.7.). IAA

iretebilen aktinomisetlerden bazilart Sekil 3.5.B.’de gosterilmistir.

3.2.4. Amonyak iiretim testi (AUT)

Nessler ayiraci tiipe eklendikten sonra olusan sari, sari-turuncu renk pozitif olarak
kayit edilmistir. Toplamda 376 aktinomiset izolati amonyak iiretmistir (Cizelge 3.5.-

3.7.). Amonyak {iretebilen aktinomisetlerden bazilar1 Sekil 3.5.D.’te gosterilmistir.

Sekil 3.5. Bitki biiyiimesini diizenleyici ozelliklerin tespiti i¢in yapilan bazi testler. A) Siderofor iiretimi
porzitif bakteriler sart halkalar olusturur. B) Fosfat ¢ozebilen bakteriler besiyerinde temiz
halkalar meydana getiriler. C) IAA iiretebilen bakterilerin dis ortamina Salkowski ayiraci ile
muamele edildiginde pembe renk alirlar. D) Amonyak tiretebilen bakteriler Nessler ayiraci ile
muamele edildiginde kirmizimsi bir turuncu renk almaktadirlar.
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Cizelge 3.5. Endofitik aktinomisetlerin bitki biiytimesini tegvik edici dzellikleri ve bitki biiyiimesini
destekledikleri enzimatik aktivite testi sonuglart

Ornek adi Ornekno  FCT SUT JiAA AUT PUT B-GUT KUT
C.1.Y.Y.1 EAl + + + ¥ n n
C.lY.2 EA2 + + + + + + +
C.1.Y.Y.2 EA3 + + + + + + +
C.lY.2 EA4 + + + + + +
Z1XK21.1 EAS5 + + + n
Z2KYA432 EA6 + + + + + +
Z2XKY.6 EA7 + + + n
Z2K.YS8.1 EAS + + + + + +
Z2XK.Y.1 EA9 + + + +
Z.1.K.22 EAI10 + + + +
Z3KY.5 EAll ? + + +
ZAKY.6 EAI2 + + n +
Z.2.K.6.1 EAI13 + + +

72XK.6.2 EA14 + + + + + + +
Z4KY.3 EAL5 + + + n
Z.4K.6.1 EALl6 + + + + + +
Z.4XK.6 EA17 S + + + +
7.4XK.6.2 EA18 ++ + + +

Z.5K.22 EA19 + + + +
Z.5XK.23 EA20 + . F + +
Z.5K.23.1 EA21 =+ + + + +
Z.5K.24 EA22 + + + + + +
Z.5XK.25 EA23 + + + + +
Z.5K.32 EA24 + + + + + + +
Z.5K.33.1 EA25 + + + + + +
Z.5K.34 EA26 + + + + + +
Z.5K.35 EA27 + - + + + +
C.6.G.31 EA28 ? ++ + +
C.6.G.36 EA29 + ++ + + +
C.6.G.37 EA30 ++ ? +

C.6.G.10 EA31 ++ + +
C.7.E.AM.12 EA34 te te te te te te te
C.7.E.AM.13 EA35 te te te te te te te

+= pozitif sonuglar, 1= kismen pozitif sonuglar, bos kisimlar negatif sonuglar, ?= belirlenemeyen sonuglar.
+ seviyesi deney pozitifligi artisi ile orantilidir. te= PGP 6zellikleri bakimindan test edilmemis.
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Cizelge 3.6. Ceviz agact rizosfer ve yiizey bolgelerinden izole edilen aktinomisetlerin bitki biiyiimesini tesvik
edici ozellikleri ve enzimatik aktivite testi sonuglart

Ornek adi Ornekno  FCT SUT 1AA AUT PUT KUT B-GUT
C.S.1.Y.1.2 Cl ? n

C.S.1.Y.2.1 C2 + ? +

CS.1.Y22 C3

CS.1.Y5 C4 + + " n
C.8.1.Y.6.1 Cs + + + + +
C.S.1.Y.6.2 C6 + + + + + 9
C.8.1.Y.8.1 C7 + + +

C.S.1.Y.8.2 C8 +

C.S.1.Y.10.2 9 + +

CS.1.Y.11 C10 + + + + n
C.S.1.Y.12.1 Cl11 9 n " i n
C.S.1.Y.12.2 C12 + n
C.S.1.Y.12.3 C13 + + n "
C.8.4K.27.2 795 ++ + +

C.S.4K.274 796 + + +

C.S.4K.1.2 797 + +
C.S.1K.7.1.1 C19 + + + + n
C.S.1K.7.2.1 C20 + + + +
C.S.1.K.7.2 C21 + + + + "
C.S.1.K.8.1 C22 + + + + "
C.S.1.K.8.2 C23 + + + n +
C.S.1.K.9 C24 + - ¥ +
C.S.1.K.10.2 C25 + + 9 + n +
CS.1.K.11 C26 + 9 n b, + "
C.S.1K.12.1 C27 + + + n "
C.S.1K.12.2 C28 ? + + + +
C.S.1K.12.3 C29 + + + b n
C.S.1K.5.2.1 C30 + + +

C.S.1K.522 C31 +

C.S.1.K.5 C32 +

C.S.1.K.5.1 C33 + +

CS.1.K.5.2.3 C34 + +

C.S.2.Y2.1 C35 + + + +
C.S.2.Y22 C36 + + + + +
C.S.2.Y3.1 C37 + + n n +
C.82Y32 C38 + + "
C.S2.Y.4 C39 + "
CS2Y.6 C40 + n " " n +
C.8.2.Y.7 C41 + + n
C.S.2.Y.11 Cc42 + + + + + +
C.8.2.Y.17 C43 + +

C.S.2.Y.19.1 C44 + + + n
C.8.2.Y.26 C45 +

C.S.2.K.6 C46 ? + "
CS.5Y4 C47 ? + ¥ ¥
CS.5Y.5 C48 + + + + + +
C.S.5Y.7 C49

C.8.5Y.9 C50 +

C.8.5.Y.9.1.1 Csl1 + +

C.8.5Y.9.1.2 C52

C.8.5.Y.20 C53 + + + +
C.85Y.2 C54 + + n +
C.S2.K.8 Cs5 ? + + "
C.S3.Y2 C56 + + + + +
C.S.3.Y.5 C57 + + + n
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Cizelge 3.6. (devam) Ceviz agaci rizosfer ve yiizey bélgelerinden izole edilen aktinomisetlerin bitki
biiyiimesini tegvik edici dzellikleri ve enzimatik aktivite testi sonuglar

Ornek adi Ornekno  FCT SUT 1AA AUT PUT KUT B-GUT
C.S.2.K.8.1 C58

C.S.3.Y.2.1 C59 + + +

C.S.3.Y5.1 C60 ++ +

C.S3YS52 Co6l1 + + + 4t +
CS3.Y.6.1 C62 + ++ ++ + + +
C.S.3.Y.6.2 C63 + -+ + +

C.S.3.Y.9.1 C64 + + ? +

C.S8.3.Y9.2 C65 ++ ? +

C.S.3.Y.10 C66 ++ ? + + +
C.S.3.Y.12.1 C67 + + + +
C.S3.Y.12.2 C68 + + + ++ + +
C.S.3.Y.13.1 C69 + ++ ++ + +
C.S.3.Y.132 C70 + + + +
C.S8.3.Y.17.1 C71 + +++ + ++ + +
CS3.Y.17.2 C72 + + +++ + + + +
C.S.3.Y.19.2 C73 + +++ ++ + + +
C.S.3.Y.20.1 C74 ? + 4 +
C.S.3.Y.20.2 C75 + ? + + +
C.S.3.Y.21 C76 + + + +
C.S.3.Y.22 C77 + ? + T L
C.S.3.Y.24.1 C78 + + ++ + +
C.S.3.Y.24.2 C79 + + ++ + ++ + +
C.S.3.Y.242.2 C80 ++ ++ 4+ 4t +
C.8.3.Y.2422 C81 ++ ++ ++ + +
C.S.3.Y.243 C82 ? + o + +
C.S.3.Y.25 C83 + + ? + I
C.S.3.Y.26 C84 + 9 -

C.S.3.Y.27.1.1.1 C85 + + + + + + ?
C.S.3.Y.27.1.1.2 C86 + ++ + + + T
C.S.3.Y.27.12 C87 + ? + + + +
C.S8.3.Y.27.2.1 C88 + + +
CS3.Y.2722 C89 + ? + + "
C.S.3.Y3.1(31) C90 + + + "
C.S8.3.Y32(32) Ca1 + ? + + +
CS3.Y.5.1 C92 + ? + T L
C.S.3.Y.16.1 C93 ++ + + +
C.S.3.Y.11.1.1 C94 + ++ + + + T
C.S.3.Y.11.1.2 C95 + + + T
C.S.3.Y.11.2.1 C96 + ++ + ++ + +
C.S.3.Y.11.22 C97 ++ + 1t ++ +
C.S.3.Y.11.22 C98 ++ + + + +
C.S3.Y.16.3 C99 +++ ? + + +
C.S8.3.Y.27.1.1 C100 + + ? + ++ +
C.S.3.Y.27.12 C101 ? + ++ + +
C.S3.Y.27.13 C102 ? + ++ + +
C.S3.Y.27.2.1.2 C103 + + ++ ++ + +
CS3.Y272.12 C104 + ++ ++ +
C.S.3.Y.27.2.1 C105 + o ++ + +
C.S.3.Y.27.22 C106 ++ ? ++ + + +
C.S.3.Y.27.22 C107 ++ ? + ++ + +
C.S.3.Y.29.1.1 C108 + + + +
C.S.3.Y.29.1.2 C109 ++

C.S.3.Y.29.2 Cl110 ++ ? + T
C.S8.3.Y.29.3 Cll11 + +

C.S.3.Y.32.1.1 Cl12 + + + +
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Cizelge 3.6. (devam) Ceviz agaci rizosfer ve yiizey bélgelerinden izole edilen aktinomisetlerin bitki
biiyiimesini tegvik edici dzellikleri ve enzimatik aktivite testi sonuglar

Ornek adi Ornekno  FCT SUT 1AA AUT PUT KUT B-GUT
C.S.3K.8 Cl113 ++ + + T
C.S.3K.9.1 Cl14 + + + "
C.S.3.K.18 Cl115 ++ 4+ + + + +
C.S.3.K.23.1 Cll16 + +

C.S.3.K.23.2 C117 + ++ ++ + +
C.S.3.K.23.3 C118 + ++ +

C.S.3.K.23.1.2 C119 ++ ++ + +

C.S.3.K.23.1.2 C120 + +

C.S.3.K.23.2.1 C121 + ++ + +

C.S.3.K.24.2 C122 4+ +

C.S.3.K.25 C123 + +

C.S.3.K.28.1 Cl124 + + ++ +

C.S.3.K.28.2 C125 ++ +

C.S.3.K.28.2.1 Cl126 + + + + +
C.S.3K.29 C127 + ++ + +
C.S.3.K.30 C128 + +

C.S.3.K.31 C129 +
C.S.3.K.32 C130 + + +
C.S.3.K.33 C131 ++ + + +
C.S.3.K.34.1 C132 + + 4
C.S.3.K.35 C133 +

C.S.3.K.37 Cl134 + oy ? + n
C.S.3.K.39 C135 ++ i

C.S4Y.9.1.1 C136 + + +
C.S4Y.9.2 C137 + + +
C.S4.Y.15 C138 ++ + + +
C.S4.Y.16 C139 + +

CS4Y 4 C140 +++ ++ + +
C.S4K.2.1 Cl141 ++

CS.4K4.1 C142 ++ + ++ + +
CS4K42 C143 ++ + + + 9
CS4K.11.1.1 Cl44 + + "

C.S4K.11.1.3 Cl145 + + +

C.S4K.11.1.4 Cl46 + T+t
C.S4K.11.23 Cl147 + + +

C.S4XK.12 C148 + ++ + + +
C.S.4XK.13.1 C149 ++ + + + +
C.S4XK.13.2 C150 + ++ +
C.S.4XK.13.3 C151 ++ + + +
C.S4K.134 C152 ++ + + + +
C.S4K.14.1 C153 ++ + + + + +
C.S4K.14.2 Cl154 ++ ++ + + +
C.S.4K.18.1 C155 ++ + + ++

C.S.4K.18.2 Cl156 ++ + + ++ + 4
C.S.4XK.19.1 C157 + + + 4
C.S.4K.19.2 C158 + +

C.S.4K.22 C159 + + 9 4 "
C.S.4XK.23.1 C160 + ++ ++ + +

C.S.4XK.23.2 Cl61 ++ +
C.S.4K.24 C162 ++ + + + +
C.S.4K.25.1 C163 ++ ++ +

C.S.4XK.252 Cle4 ++ +

C.S4K.27.1 C165 + + 4+ +

C.S.4K.27.2 C166 + ++

C.5.4.K.28.1 Cl167 + +++ + +
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Cizelge 3.6. (devam) Ceviz agaci rizosfer ve yiizey bélgelerinden izole edilen aktinomisetlerin bitki
biiyiimesini tegvik edici dzellikleri ve enzimatik aktivite testi sonuglar

Ornek adi Ornekno  FCT SUT 1AA AUT PUT KUT B-GUT
C.S.4.K.28.1 C168 + ++ ++

C.S.4XK.29 C169 + +
C.8.4K.30.2 C170 + ++ + +
C.8.4K.30.3 C171 + + + +
C.S.4.K.31 C172 + + ++ + +
C.S.4K.32.1 C173 + + + ?
C.S.4K.32.2 Cl174 ++

C.S.4.K.33 Cl175 ++

C.S4.K.34.1.1 C176 + +

CS4.K.34.12 C177 + ++ + + +
C.S.4.K.342 C178 ++ + + +

CS4K.1.1 C179 + + + ++ + +
CS.4K.13 C180 ++ + + + +
C.S.5K.2.1 C181 + + + +
C.S.5.K.2.2 C182 ++ ? + + +
CS.5K.23 Cl183 ++ + + r

C.S.5K.2.4 C184 + ? + +

C.S85K.2.6 C185 + +

C.S.5K25 C186 ++ + + +
C.S.5.K.3.1 C187 ++ ? + + +
C.S.5K.3.2 C188 + + + +
C.S8.5K.3.3 C189 + ++ ? + + +
CS.5.K.3.4 C190 + ++ ? + +
CS.5.K.5.1 C191 + ? ++ + +
C.8.5K.S5.2 C192 + +
C.8.5K.5.4 C193 + + + +
C.S8.5K.5.3 C194 + + +
C.S.5.K.10.1 C195 +++ +

C.8.5K.10.2 C196 + ++ +

C.S.4.K27 C197 + + +

C.8.3.Y.13.3 C198 + + + + +
C.8.3.Y.30 C199 + +

CS3.Y.11.13 C200 + + + + ?
C.S.3.Y.322 201 ? ++ + + +
C.S.3.K.10 202 ?2 + + +
C.S3K.16 203

C.8.3K.23.2 C204 + + + + +
C.S3K.16 C205 + +
C.S.3K.28.1 C206 + + + +
CS.4K.11.1.2 207 + + + +
C.S.4K.11.2.2 208 + + +
CS4.K.14.2 C209 + + + + +
C.S.4.K.183 C210 + + + +
C.S.4.K.273 C211

C.S.4.K.30.1 C212 + + +

CS.5.K.2.4 C213 + + +

C.S.5K.2.5 C214 + + ? + + +
C.8.5K.10.3 C215 ? +

C.8.2.Y.19.2 C216 + + + +
C.8.5Y.7.1.1 C217 + + ?2 + +
C85Y.22 C218 + + + + +
C.S2KJ8.1 C219 + + + +
CS.1.Y.4.2 220 ? +

7= belirlenemeyen sonuglar, += pozitif sonuglar, bos kisimlar negatif sonuglardir. + seviyesi deney
pozitifligi artis1 ile orantilidir.
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Cizelge 3.7. Zeytin agaci rizosfer ve yiizey bélgelerinden izole edilen aktinomisetlerin bitki biiyiimesini
tesvik edici ozellikleri ve enzimatik aktivite testi sonu¢lari

Ornek ad1 Ornekno FCT SUT 1IAA AUT PUT KUT B-GUT
Z.S.1.Y.12.1 Z1 + 92 + 4t + 4t
Z.S.1.Y.12.2 72 + 9 + 4 + 4t
Z.S.1.Y.13.1 73 + 9 + 4 + 4t
Z.S.1.Y.13.2 74

ZS.1K.4.1 75 + + 4+ +

Z.S5.1.K4.2 76 + + + ++ +

Z.S.1K.43 77 + + ++ +

Z.S.1.K.5 78 ++ + +

Z.5.1K.10 79 + + + ++ ++ ++
ZS2K.1.1 Z10 + ++ + 4+ +
Z.S2XK.1.2 Z11 + ++ ++ ++ T+t +
7.S3.Y.3.1 712 + + ++ 4t +
7.S8.3.Y.32 713 + + ++ +
7.S.3.Y.4 714 + ++

7.5.4.Y.19.1 715 ++ + ++ ++ ++
7.5.4.Y.19.2 716 + + ++ ++ LS 4t
7.S4.Y.19.3 717 4 ++ T+ Tt

7.5.4.Y.20 718 + ++ + + +
Z.S4K.13.1 719 + ++ ++ 4+ ++ +
Z.S.4XK.30.1.1 720 +
7.S.4XK.30.2 721 + + ++ + + +
ZS.5Y.2 722 ? ++ +
7.8.5.Y.20.1 723 ++ ++ 4+
7.S.5.Y.23.1 724 + + ++ 4t
7.S.5.Y.23.3 725 ? 4+ T
7.8.5.Y.23.2 726 + ++ ++ +
Z.S.5K.10.2 727 + ++ ++ +

ZS.1.Y.5 728 + ? +

Z.S2XK.3.1 729 + ? ++ T+
7.S.2.K.24.1 730 ++ + +
7.S.2.K.24.2 731 ? ++ ++
7.S.2.K.24.3 732 ++ ++ ++ + 1 +
ZS.5Y.2 733 ? ++ + ++ +
7S8.5Y.8 734 ? ++ ++ ++ ++ +
Z.S.1.Y.6 735 + + 4+ + +
7Z.S.2.K.5.1 736 + ++ + +
7.S.2.K.26 737 + +

ZS.1.K.2 738 + + ++ + +

Z.S.1.KJ3 739 ++ + ++ ++ ++
Z.S.1.K.6.1 740 + ? + T+ + 4
Z.S.1.K.6.2 741 + + + ++

Z.S.1.K.8.1 742 + ? ++ T+ T I
Z.S.1.K.8.2 743 + ? ++ T+ T I n
ZS.1.Y.1.1 744 + + ++ + T
7ZS.1.Y.1.2.1 745 + ++ + + +
ZS.1.Y.2 746 + + 4+ + 4+
Z.S.1.Y3.1 747 + + ++ ++ + +
Z.S.1.Y.3.2 748 + + ++ ++ + +
ZS.1.Y.4 749 + 4 +

ZS.1.Y.5 750 ++ 9 + ++ 4+
ZS.1.Y.7 751 + ? ++ 4+ T+
Z.S.1.Y.10 752 + + ++ + +
Z.S.1.Y.11.1 753 + + ++ +
ZS.1.Y.11.2 754 + ++ +
7Z.S.1.Y.11.3 755 + ++ + I
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Cizelge 3.7. (devam) Zeytin agaci rizosfer ve yiizey bélgelerinden izole edilen aktinomisetlerin bitki
biiyiimesini tegvik edici dzellikleri ve enzimatik aktivite testi sonuglar

Ornek adi Ornekno  FCT SUT 1ITAA AUT PUT KUT  B-GUT
Z.S2.K.6 756 + + =+ T

Z.S.2.K.7 757 + ++ ++ ++ + +
7.S.2.K.9.1 758 ++ ++
7.8.2K.9.2 759 + ++ + +

ZS.2XK.13.1 760 ++ +
ZS2X.13.2 Z61

ZS2XK.13.4 762 T+t
Z.S2XK.17.2 763 ++ + +t .
Z.S.2.K.18.1 764 + ++ + Tt
Z.S2.K.18.2 765 + + ++ T+ Tt
Z.S.2.K.19.1 766 + + +
Z2.S2K.19.2 767 + + ++ + ++ + +
Z.S.2.K.23.1 768

7.S.2.K.23.2 769 + ++ + ++ +
7Z.52K.233 Z70 + + ++ ++
7.S2Y.2.1 771 —+ 2 + S +
7S2Y.22 Z72 S + ++ ++ 1 +
7.S2Y.23 773 + 4+ 4t + +
7.S.2.Y.3.1 774 ++ 9 L ++ ++ 4+ +
7ZS52Y32 Z75 + ? + =k ++ +
7.S.2Y.4 776 ++ + 1 4+

ZS2Y.5 777 ? T+ Tt 4
7.5.2.Y.6.1 778 + ? + +—+ Tt
7.5.2.Y.6.2 779 + ? + +—+ ot
7.8.2.Y.6.3 780 + + ++ + + +
7.S.2.Y.6.4 Z81 ? + ++ ++
7.S2.Y.6.5 782 ? ++ ++ +
7S.2Y.8 783 + ++ ++ + +
Z.S5.2.Y9.1 784 ? ++ ++
78.2.Y.9.2 785 ? ++ + ++ +
785.2.Y.93 786 + + ++ ++ ++ +
7.S5.2.Y.14 787 ? 4+ + 4+ +
Z.8.2.Y.16 788 + + +—+ +t T
Z.S.2.Y.15.1.1 789 + ? ++ ++ ++ +
Z.S2.Y.15.1.2 790 ? ++ T 4 n
Z.8.2.Y.152.1 791 + + ++ ++ + +
7.S2Y.1522 792 ++ + + +
Z.S.4XK.30.1.1 Cl4 + + +
Z.S4XK.30.1.2 Cl15 + + +
ZS.1.X.4 Cl16 ? + + + +
ZS.1.X.6.1 C17 + + + T
ZS.1K.6.2 C18 + + +
7.8.5Y.23.2 798 ? + + ++ + +
Z.S.2.Y.152.1 799 ? + ++ +
Z.S2Y.1522 Z100 + + +

Z.S.3.K.6 7101 + ++ + + +

Z.S3.K.7 7102 + + + T 4
Z.S3XK.14 7103 + +

Z.S3.XK.15.1 7104 ++ + T+ T
ZS3XK.15.2 Z105 ? ++ + + +
Z.S.3K.16.1 7106 + + 4+

Z.S3XK.16.2 Z107 + + +
Z.S.3XK.23 7108 + ++ + +
ZS3.Y.1.1.1 Z109 + ++ + + + +
7S3Y.1.1.2 Z110 ++ + + + +

65



Cizelge 3.7. (devam) Zeytin agaci rizosfer ve yiizey bélgelerinden izole edilen aktinomisetlerin bitki
biiyiimesini tegvik edici dzellikleri ve enzimatik aktivite testi sonuglar

Ornek adi Ornekno  FCT SUT 1AA AUT PUT KUT B-GUT
Z.S3Y.1.2.1 Z111 + ++ + + I T
7Z.S3Y.122 Z112 ++ + + +
ZS3Y.5 Z113 + ? + +

Z.S83.Y.7.1 Z114 ? + + + T
7ZS3Y.7.2 Z115 ? + + + + +
ZS3.Y.8 Z116 + +

7.5.3.Y.9.1 Z117 ++ ++ ++ + 4+ + +
7.8.3Y9.2 Z118 + ? + + + +
7.8.3.Y.10.1 Z119 + ++ + +
7.8.3.Y.10.2 7120

72S3.Y.11 7121 ++ ++ + + ++

Z.S3.Y.13.2 7122 ? + +

Z.S3Y.17.1 7123 + ? ++ +

Z.S3.Y.19 7124 ++ + + ++

7.5.3.Y.20 7125 ++ ++ + +

7.83.Y.21 7126 ? + e

Z.S4XK.6 7127 +

ZSA4AY.2 7128 ? + + +

Z.5.4.Y.14 7129 ++ ? + + + +
2S54Y.17 7130 ++ + + i +
7.5.4.Y.18.1 Z131 + + + + + +
72.S54.Y.18.2 7132 ++ ++ + ++ + +
Z.5.4.Y.21 7133 + + + +
7.5.4Y.22.1 7134 + + + +
7ZS4Y.222 Z135 + + +

Z.S4XK.23 7136 +

ZS4XK.18.1 Z137 + +
Z.S4X.18.2 Z138 + +
ZS5XK.7.1 Z139 +

Z.S.5K.10.1 7140 + + Tt

Z.S.5Y.2.1 Z141 + + +
7.8.5Y.2.2 7142 + i
Z.8.5.Y.6.1 7143 + + + +
7.5.5Y.6.2 7144 + + ++ + +
Z.8.5Y.7.1 7145 ? + 1
ZS5Y.7.2 7146 ? + + +
Z.S85.Y.8.1 7147 ? + + + +
7ZS5Y.8.2 7148 ? + + + +
ZS5Y.9 7149 ? + + +
ZS5Y.11 Z150 ? ++ + + +
ZS.5Y.12.1 Z151 ? ++ +

Z.8.5Y.12.2 7152 + ++

7.8.5.Y.14 7153 ++ ? + + +
Z.S.5Y.12.1.1 7154 ? +

Z.8.5Y.13.1 Z155 + ++ +
Z.S.5.Y.15.1 7156 ++ ++ ++ + + +
Z.8.5.Y.18.1 7157 ? + +

7.S.5.Y.18.2 Z158 + +

7Z.S.5.Y.19.1 7159 ? + +

7.8.5Y.19.2 7160 ? + +

7.S.5.Y.20 7161 + ? 4t + +
Z.85Y.21 7162 ? + +

Z.8.5Y.22 7163 ? + +

2.S.5Y.28.1 7164 ++ ++ + ++ + +
7.8.5.Y.28.2 7165 + ++ + ++ + +




Cizelge 3.7. (devam) Zeytin agaci rizosfer ve yiizey bélgelerinden izole edilen aktinomisetlerin bitki
biiyiimesini tegvik edici dzellikleri ve enzimatik aktivite testi sonuglar

Ornek adi Ornekno  FCT SUT I1AA AUT PUT KUT B-GUT
7.5.5.Y.30.1 7166 + ++ ++ + +

7.5.5.Y.30.2 7167 + ++ ++ + + +

7.8.5K.9 7168 + ++ + ++ i +
7.S8.5.Y.7.2.1 7169 ++ + "
7.8.5Y.72.2 7170 + ? + n

7.8.3.Y.21.1 Z171 + ++ + n ¥

7= belirlenemeyen sonuglar, += pozitif sonuglar, 1= kismen pozitif sonuglar, bos kisimlar negatif sonuclar.
+ seviyesi deney pozitifligi artigi ile orantilidir.

3.3. Bitki Biiyiimesini Diizenleyici Enzim Aktivite Testleri
3.3.1. Proteaz iiretim testi (PUT)

SMA besiyerinde izolatlarin bir haftalik inokulasyonu sonrasi meydana gelmis
olan seffaf zonlarin goriilmesi, test edilen aktinomisetin proteinleri par¢alayan enzimlere
sahip oldugunu gostermistir. Toplamda 228 aktinomiset 6rnegi proteaz iiretebilmektedir,
bir tanesinde ise sonug¢ belirlenememistir (Cizelge 3.5.-3.7.). Proteaz iiretebilen

aktinomisetlerden bazilar1 Sekil 3.6.A’da gosterilmistir

3.3.2. Beta galaktozidaz iiretim testi (B-GUT)

Sar1 ve agik sar1 renk olusturan aktinomisetler beta galaktozidaz pozitif olarak
kayit edilmislerdir. Toplamda 221 aktinomiset Ornegi beta galaktozidaz iiretebilme
Ozelligi gostermis, 4 tanesinin ise sonucu belirlenememistir (Cizelge 3.5.-3.7.). Beta

galaktozidaz iiretebilen aktinomisetlerden bazilar1 Sekil 3.6.B’de gdsterilmistir.

3.3.3. Kitinaz iiretim testi (KUT)

Coziinemeyen kitinin ISP2 besiyerine eklenmesi ile besiyeri iizerinde meydana
gelen seffaf zonlar, kitinaz iiretebilen aktinomiset 6rnegini gostermistir. Toplamda 230
aktinomiset kitinaz {iretmis, 7 tanesi ise kismi iiretim gostermistir (Cizelge 3.5.-3.7.).

Kitinaz iiretebilen aktinomisetlerden bazilar1 Sekil 3.6.C’de gdsterilmistir.
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Sekil 3.6. Enzimatik aktivite testleri. A) Proteaz iiretimi (seffaf halkalar), B) Beta galaktozidaz tiretimi (sar
renk), C) Kitinaz iiretimi (seffaf halkalar)

3.3.4. API 20E testi

API 20E testi iireticinin Onerdigi yonerge ile gergeklestirilmis, sonuglar renk
degisimi olarak pozitif veya negatif olarak kaydedilmislerdir. Sonuglar Ek 1.’de ve bir

ornek ise Sekil 3.7.A’da verilmistir.

3.3.5. API ZYM testi

API ZYM testi iireticinin talimatlar1 dogrultusunda gerceklestirilmistir. Sonuglar
iireticinin verdigi listeye gore pozitif /negatif olarak nitelendirilmistir. APT ZYM testi

sonuclar1 Ek 2.’de, bir 6rnek ise Sekil 3.7.B verilmistir.

Sekil 3.7. A) Z21 aktinomiseti ile API 20E testi, B) Z164 aktinomiset 6rnegi ile APl ZYM testi
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3.4. Antagonistik Aktivite Testleri

SDA besiyeri iizerinde 5-6 giinliik inkiibasyon sonrasi, kiifler iizerinde seffaf
zonlar meydana getiren aktinomisetler antagonistik aktiviteye sahip olarak belirlenmistir
(Cizelge 3.8.- 3.10.). Antifungal O6zellik goOsteren aktinomisetlere ornekler ise Sekil
3.7.°de verilmistir. 4. parasiticus lizerinde 39 aktinomiset etkili iken 25 tanesi de kismi
etki gostermistir. A. fumigatus lizerinde 21 aktinomiset etki gosterirken, 18 tanesi ise
kismi etki géstermistir. G. graminis lizerinde 18 aktinomiset 6ldiiriicii etki gostermisken,
15 kismi 6ldiiriicii izolat gozlenmistir. F. moniliforme iizerinde 21 izolat 6ldiirticii iken,
bir izolat kismi olarak biiylimesini durdurmustur. A. niger tizerinde etkinlik gbzlenen
aktinomiset sayis1 20 iken kismi etkiye sahip organizma sayisi iictiir. P. notatum tizerinde
33 izolat oldiiriicii etki gostermisken, 8 tanesi kismi etki gostermistir. Antifungal aktivite

gosteren bazi izolatlar Sekil 3.8.’de gosterilmistir.

Cizelge 3.8. Endofitik aktinomisetlerin patojenik kiifler tizerindeki antifungal aktiviteleri

Ornek ad1 Ornek no 1 2 3 4 5 6
C.LY.Y.I EAL T . T
C.LY2 EA2 + . N N
C.1.Y.Y.2 EA3 + + + +
C1Y2 EA4 T T T ;
Z.1.K.21.1 EAS + +

7Z2K.Y.6 EA7 + +

Z2KYS.1 EA8 + N N N
7Z.1.K.22 EA10 + +

72K.62 EAl4 T . ; N
7.4K.6.1 EA16 + + +
Z4K.62 EALS + 4 . + . N
Z.5K.32 EA24 +

Z.5.K.33.1 EA25 +

Z.5K.35 EA27 + +

C.6.G.36 EA34 + + +
C.6.G37 EA35 " " .

+; antagonistik aktivite, bos kisimlar negatif sonuglar1 gostermektedir. 1) Aspergillus parasiticus NRRL
2999, 2) Aspergillus fumigatus NRRL 163, 3) Gaeumannomyces graminis, 4) Fusarum moniliforme, 5)
Aspergillus niger NRRL 321, 6) Penicillium notatum NRRL 807
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Sekil 3.8. Farkli aktinomisetlerin farkli patojenik kiifler iizerindeki etkileri. 4 numarali kiif Fusarum
moniliforme, 6 numarall kiif ise Penicillium notatum 'dur
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Cizelge 3.9. Ceviz agact yiizey bdlgesi ve rizosfer bolgesinden izole edilen serbest aktinomisetlerin
antifungal aktiviteleri

Ornek ad1 Ornek No 1 2 3 4 5 6
C.S.1.Y.8.1 Cc7 + + + ++ + +
CS.1K.7.1.1 CI19 + +

CS.1K.8.2 C23 +

CS.1.K.523 C34 + + +
C.S.2.Y.21 C35 + +

C.S.2.Y.22 C36 +
CS.5Y.5 C48 ++ + + +
CS3Y.2 C56 + ++ ++ 4+
C.S2XK.38.1 C58 + + +
C.S.3.Y.5.1 C60 +

C.S.3.Y.12.1 C67 +

C.S3.Y.12.2 C68 +

C.S.3.Y.22 C77 +

C.S.3.Y.26 C84 + + + + +
C.S.3.Y.3.1 (31 C90 ++ ++ ++ 4+
C.S.3.Y.3.2(32) C91 ++ ++ ++ ++
C.S.3.K.233 C118 + +

C.S.3.K.30 C128 +

C.S.3.K.32 C130 + + + + +
C.S4KA4.1 Cl142 + + + + ++
CS4K42 C143 + + + +
CS4XK.11.1.1 Cl44 ++ + + + +
CS4K.12 C148 +

C.S4K.23.1 C160 + + + +
C.S.4K.24 Cl62 +
C.S4XK.252 Cl64 + +

C.S4XK.1.1 C179 + + + +
C.S.5K.3.1 C187 + +

CS.5K.3.2 C188 +
CS5K.34 C190 + +

C.S.3.Y.32.2 C201 ++

C.S.3.K.28.1 C206 ++ ++ + ++ ++
CS4K.11.22 C208 +

C.S.4K.30.1 C212 +

CS5Y.7.1.1 C217 + + +

+; pozitif sonug, +; kismi pozitif sonug, bos kisimlar negatif sonuglar. 1) Aspergillus parasiticus NRRL
2999, 2) Aspergillus fumigatus NRRL 163, 3) Gaeumannomyces graminis, 4) Fusarum moniliforme, 5)
Aspergillus niger NRRL 321, 6) Penicillium notatum NRRL 807. + seviyesi deney pozitifligi artig1 ile
orantilidir.
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Cizelge 3.10. Zeytin agaci yiizey bolgesi ve rizosfer bolgesinden izole edilen serbest aktinomisetlerin
antifungal aktiviteleri

Ornek ad1 Ornek no 1 2 3 4 5 6
Z.S.1.Y.12.1 Z1 + + +

Z.S.1.Y.12.2 72 +

Z.S.1.Y.13.1 73 +

ZS.1K.4.1 75 + + +

ZS5.1.K.4.2 76 + + +

Z.S.1K.5 78 + +

ZS4K.13.1 Z19 +

ZS5Y.2 722 + + +
7.S.5.Y.23.1 724 + + + +
Z.S.2K.3.1 729 +

7Z.S5Y.2 733 + +

Z.S.1.K.6.1 740 + +

ZS.1Y.5 750 +

7Z.S.2.K.18.1 764 + + + + +
Z.S.2.K.18.2 765 + + + + +
7ZS2.Y.31 774 + +
ZS2Y32 775 + + +

7S52.Y9.2 785 + +
752Y93 786 + +
Z.S3K.15.1 7104 + +

Z.S.3K.16.1 7106 + + +

7Z.S.3.K.23 7108 +

7.S3Y.1.2.1 Z111 + +
7.S3Y.7.1 Z114 +

7ZS3Y.7.2 Z115 +

7Z.S.3.Y.0.1 Z117 +

Z.S.4K.6 7127 + + + +
7.54.Y.14 7129 +

7.5.4.Y.22.1 7134 + +

Z.S.4.K.18.1 7137 + ++ ++ ++ ++
Z.S8.5Y.7.1 7145 +

7ZS5Y.7.2 7146 +

Z.S5Y.9 7149 + +
Z.S.5Y.11 7150 + + + + +
7Z.S5Y.12.1.1 7154 +

7.S.5Y.22 7163 +

7.S.5.Y.28.1 7164 + +

7.5.5.Y.30.2 7167 +

+; pozitif sonug, +; kismi pozitif sonug, bos kisimlar negatif sonuglar. 1) Aspergillus parasiticus NRRL
2999, 2) Aspergillus fumigatus NRRL 163, 3) Gaeumannomyces graminis, 4) Fusarum moniliforme, 5)
Aspergillus niger NRRL 321, 6) Penicillium notatum NRRL 807. + seviyesi deney pozitifligi artist ile
orantilidir.
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3.5. Aktinomisetlerin Yag Asidi Analizleri

Yag asidi analizine alinan aktinomisetlerin neredeyse tiimiinde Cigo (tim
aktinomisetlerde), iso Cis. (iki 6rnek harici tiim aktinomisetlerde), iso Cis.o (iki 6rnek
harici tiim aktinomisetlerde), anteiso Cis.o (iki izolat harici tiim aktinomisetlerde) ve
anteiso C17.0 (bir izolat harici tiim aktinomisetlerde) gézlenmistir. Bununla birlikte ylizde
olarak en fazla; anteiso Ciso, Ciso, 150Ci60, anteiso Ci7.0 gozlenmistir. Ayrica
organizmaya bagli olarak Cis.0 30H ,Ci6:0 9-methyl, iso-Ci6:1H, anteiso-Ci7.1c, Ci7:1 cis9,
Cie:0 oranlar1 degisikliklere ugramaktadir (Cizelge 3.11.). Bir aktinomiset 0rnegine ait

yag asidi profili Sekil 3.9.’de gosterilmistir

FID1 A, (E18529.443\A0193228.D)
PA -

1670

30
27.5%
25
225
20

17.5-

154

12.5

25 5 75 10 12.5 15 17.5 min
Sekil 3.9. EA12 (Z.4.K.Y.6) kodlu izolatin yag asidi metil esterleri profilleri
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Cizelge 3.11. Aktinomisetlerin yag asidi metil esterleri profilleri

Yag asidi

c7

C71

C144

C156

C206 C217

EAl11

EA12

EA18

Cioo

Ci0:030H

Cito

Ci2o0

Ci2:020H
Ci2:030H

Cizo

Ciso

Ciso

Ci5030H

CisiB

Ciso

Ciso 9—methyl
Ciso IO—methyl
Cig:1 cis9

Ci7:0

Cizocyclo

Ci7:0 10-methyl
Ci7:1¢cis9

Cigo

Cig:1 ¢cis9

TBSA Cis.0 IO—methyl
Ca0:0

iso-Ci2:0

iso-Ci3.0

iso-Ci4:0

iso-Cis:0
is0-C15.1G
iso-Cieo
is0-Ci6:020H
iso-Cie1H
is0-Ci161G
iso-Ci7.0

iso-Ci7.0 10-methyl
iso-Cis:0

iso-Cis.0 10-methyl
iso-Cisq1 H
anteiso-Ci1.0
anteiso-Ciz.o
anteiso-Cia.0
anteiso-Cis:o
anteiso-Cys.0 20H
anteiso-Cie:0
anteiso-Ci7.0
anteiso-C17.1C
Sum in feature 4§
Sum in feature 5 6
Sum in feature 7%
Unknown 14966
Unknown 16580
Unknown 17493 SM
Unknown 17595 SM

0,42
1,05

2,95
2,39
5,50
0,87

0,62

5,35
6,98

30,25
9,31

1,10

2,46

19,67 23,24

4,55
6,53

0,45
1,38

3,03
4,58

3,32
3,80
1,50
0,37
0,76

3,58
9,07

13,34

2,23
3,83

6,21

2,81
3,14

20,27 25,33

2,90

1,92
0,53

10,46

8,20

0,63

721

1,66

6,99
0,85

14,55
2,15

9,70

0,87

0,75
0,45
2,39
1,89

2,55
0,41

2,32
0,44

0,37

17,85
9,34

29,81
121

1,34

1,19

1,22

20,31

4,42

1,00
5,92

6,32
4,14

4,17

3,02

10,68

19,86 27,93

4,66

5,55

3,42

11,20 27,54

438
8,21

5,68

1,00
0,79

1,12

1,55
1,74

0,72

5,45
5,73

4,62

1,64

14,19
6,33

1,44

1,87
4,38
2,60
1,43

2,49
3,23

0,59
12,02

0,99

2,92
5,12

35,71
11,12
1,65
2,52
0,71

0,52
4,14

0,91

2,37

1,73

0,99

2,80
1,74
2,74

3,68
5,99

12,46
1,67
1,64
0,02
3,35
7,47

31,28
8,13

1,99
3,84

0,62

2,10

4,61

2,13

1,73

4,35

8,15
5,40
7,52

4,79

15,77

13,13

0,25
7,14

4,90

35,99

$ISO15.020H/916:1, TRANS 16:19/15120H ; 6 ISO 7.1 /ANTEI B, ANTEISO 7. B/iI; & CIS 15,111/t 9/t 6,
TRANS 8.19/t6/c11, TRANS 151 6/t9/c11, koyu degerler en fazla goriilen ilk alt1 yag asidi profilleridir,
sonuglar yiizde olarak verilmistir. Bos kisimlarda sonu¢ bulunmamaktadir.
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Cizelge 3.11. (devam) Aktinomisetlerin yag asidi metil esterleri profilleri

Yag asidi EA22 EA24 EA27 719 721 734 747 748 764
Cioo

Ci0:030H

Cito

Ci20

Ci2:020H

Ci2:030H

Cizo

Cia0 0,27 0,49

Ciso 3,57 4,54 3,80 1,15

Ci5030H 1,19 2,66 2,16 10,91 15,75 9,52

CisuB

Cis0 4,60 6,00 6,11 1,65 8,31 1,45 5,69 6,26 2,14
Cie:0 9-methyl 6,16 10,01 2,57
Cie:0 10-methyl 0,29

Cie:1 cis9 4,18 2,31 2,62 5,76 3,37 1,66
Ci7:0 5,59 11,30 10,03

Cirocyclo 1,76

Ci7.0 10-methyl 0,54 0,42 0,53

Ci7:1 ¢is9 9,77 7,45 8,07 0,98 0,46
Cigo

Cig:1 ¢cis9 1,19 0,62 0,88

TBSA Cis.0 10-methyl 20,02

Cao:0

iso-Cia:o

iso-Ci3.0

is0-Cia:0 12,25 9,67 2,01 1,13 0,77 9,87 10,93 4,55
iso-Cis:o 13,85 9,88 11,54 21,64 7,92 3,54 5,44 3,84
is0-C151G

iso-Cie:0 27,89 23,71 19,69 32,68 15,25 10,90 2244 2433 21,89
is0-Ci6:020H 423 4,19 5,13

iso-Ci6:1H 0,69 0,49 0,43 2,66 2,03 531
is0-Ci161G

iso-Ci7.0 1,68 0,95 2,25 8,17 8,78 4,17 2,29
iso-Ci7.0 10-methyl 0,95 1,35 1,39

is0-Cig.o 1,89

iso-Cis.0 10-methyl 2,09 3,28 2,30 14,38 13,68 8,27 2,24
iso-Cig.1 H 0,81

anteiso-Ci1.0
anteiso-Cis.o
anteiso-Cia.0

anteiso-Cis. 3,07 3,16 3,57 12,76 18,80 21,52 23,43 30,09
anteiso-Cis.020H 0,92 1,05 1,64

anteiso-Cie:0 0,21

anteiso-Ci7.0 2,77 1,87 2,51 3,79 10,98 22,60 7,51 7,64 14,35
anteiso-Cy7.:C 3,24 11,75 7,81
Sum in feature 4§ 3,05 4,42

Sum in feature 5 6 0,54

Sum in feature 72

Unknown 14966 12,66

Unknown 16580 1,26 0,64

§ISO15;0 20H/t916.1, TRANS 16:19/15120H ; 6 ISO 7.1 I/ANTEI B, ANTEISO ;7.1 B/i I; @ CIS 15111/t 9/t 6,
TRANS 1s.19/t6/c11, TRANS 5.1 6/t9/c11, koyu degerler en fazla goriilen ilk alt1 yag asidi profilleridir,
sonuglar yiizde olarak verilmistir. Bos kisimlarda sonu¢ bulunmamaktadir.
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Cizelge 3.11. (devam) Aktinomisetlerin yag asidi metil esterleri profilleri

Yag asidi 765 767 772 774 7380 786 789 791 798
Cioo

Ci0:030H

Cito

Ci20

Ci2:020H

Ci2:030H

Cizo

Cia0 0,75 0,65 1,15

Ciso 0,94 1,18 0,80 3,42 0,31 0,46 1,39 2,18
Ci5.030H 5,67 8,04 4,69 1,62 13,31 5,62 3,97
CisuB

Ciso 2,20 6,25 5,19 2,96 13,61 6,76 1,99 13,83 5,50
Cie:0 9-methyl 3,51 3,23 1,27 2,02 3,88 0,53 1,63

Ciso IO—methyl

Cie:1 cis9 2,03 3,32 7,37 0,85 3,11 2,47 0,37
Ci70 0,48 1,73 1,06 0,90
Cirocyclo 0,60 4,01 1,29 0,57 1,06

Ci7:1 cis9 1,48 0,46

Ci7:0 10-methyl 0,68

Cigo

Cig1cis 9

TBSA Cis.0 10-methyl

Cao:0

is0-Ci2:0 0,55

iso-Ci3:0 0,44

is0-Cia:0 4,11 2,86 12,87 8,14 1,87 12,53 10,25 18,30 10,17
is0-Cis. 5,57 8,37 5,34 5,14 10,64 6,64 2,39 352 11,24
is0-C15.1G

is0-Cie:0 21,83 17,45 27,14 30,63 12,48 30,10 31,84 30,35 27,08
is0-Ci6:020H

iso-Cis:1H 5,32 2,49 1,30 4,11 0,87 0,31 8,19

is0-Ci161G

iso-Ci7.0 3,05 5,32 5,45 1,38 7,82 3,73 0,83 2,57 4,89
iso-Ci7.0 10-methyl

is0-Cig.o 0,41

iso-Cig:0 10-methyl 3,11 2,79 5,23 2,92 1,21 1,99 5,60 3,48
iso-Cis1 H 0,92 0,50

anteiso- Cji:o

anteiso- Ci3: 0,71

anteiso- Cja:0

anteiso-Cis: 27,84 15,17 20,11 27,23 15,19 24,14 19,85 10,41 23,94
anteiso-Cys.0 20H 7,55

anteiso-Cie:0

anteiso-Ci7.0 11,64 10,05 6,88 7,81 11,31 7,94 8,40 3,73 6,63
anteiso-Cy7.:C 8,27 4,57 6,35

Sum in feature 4§ 5,27

Sum in feature 5 6

Sum in feature 72

Unknown 17,493 SM 1,24

Unknown 17,595 SM 0,86 0,60

§ISO15;0 20H/t916.1, TRANS 16:19/15120H ; 6 ISO 7.1 I/ANTEI B, ANTEISO ;7.1 B/i I; @ CIS 15111/t 9/t 6,
TRANS 1s.19/t6/c11, TRANS 5.1 6/t9/c11, koyu degerler en fazla goriilen ilk alt1 yag asidi profilleridir,
sonuglar yiizde olarak verilmistir. Bos kisimlarda sonu¢ bulunmamaktadir.
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Cizelge 3.11. (devam) Aktinomisetlerin yag asidi metil esterleri profilleri

Yag asidi 7109 7115 Z117 Z118 7131 Z137 7168 EA12 A. magu
Cioo

Ci0.030H

Cito

Ci2o0

Ci2:020H

C12:030H

Cizo

Cis0 0,53 0,75 0,42 0,30
Ciso 1,40 1,31 0,69 0,93 1,67 2,06 0,57 2,42 0,80
Ci5.030H 1,76 2,33 3,61 1,91 1,36
Cis1B 0,48
Ciso 7,38 4,75 2,00 1,81 4,77 10,38 0,59 491 4,85
Ci6:09-methyl 0,34 6,18 3,78 4,02 11,48 1,16 2,65 0,30
Ciso IO—methyl

Ci6:1 20H 1,83 2,64 1,87 1,97

Cie:1 cis9 2,48 1,94 1,64 3,83
Ci70 0,64 0,31 0,61 0,68 5,04 3,10
Ci7:0cyclo 0,35 0,92 0,57 0,39

Ci7:1 cis9 1,01 0,84 0,63 1,24 1,69 3,21
Ci7:0 10-methyl 0,26 7,14 6,96 0,52
Ciso 2,22 5,09
Cis:icis 9 0,99 1,33
TBSA Cis.0 10-methyl

Cao:0

iso-Cia:o

iso-Ci3:0 0,44 0,21 1,20

is0-Cia0 5,81 2,80 6,35 4,91 0,96 3,69 0,58 1,25 1,23
is0-Cis. 8,07 20,43 5,50 7,70 17,90 25,33 27,75 6,03 13,84
is0-C15.1G

is0-Cie:0 23,42 26,62 42,80 34,06 13,97 18,65 14,84 26,09 28,31
is0-Ci6:020H 2,04 5,78
iso-Cie:1H 3,94 7,75 6,72 2,76 0,62 1,42 0,43
is0-Ci161G

iso-Cs:0 10-methyl

iso-Ci7.0 4,54 5,93 2,84 3,42 7,76 8,58 7,54 5,30

iso-Ci7.0 10-methyl 1,29
iso-Cis:0 0,33 0,72 1,32
iso-Cis.0 10-methyl 1,39 1,75 2,72

iso-Cisq1 H 1,01 0,59

anteiso- Ci1.0

anteiso- Ci3:0 0,82 0,34 0,51 0,44

anteiso- Cia:0

anteiso-Cis: 30,55 13,42 11,03 15,71 15,50 13,37 8,00 26,09 249
anteiso-Cys.0 20H 0,71
anteiso-Cie:0

anteiso-Ci7.0 11,85 8,13 8,80 10,67 13,47 6,98 15,11 11,05 8,30
anteiso-Cy7.:C 3,09 3,92 4,78 5,99

Sum in feature 4§ 2,05
Unknown 14966

Unknown 16048 0,95

Unknown 17,493 SM

Unknown 17,595 SM 0,51

§ISO15;0 20H/t916.1, TRANS 16:19/15120H ; 6 ISO 7.1 I/ANTEI B, ANTEISO ;7.1 B/iI; @ CIS 15111/t 9/t 6,
TRANS 1s.19/t6/c11, TRANS 5.1 6/t9/c11, koyu degerler en fazla goriilen ilk alt1 yag asidi profilleridir,
sonuglar yiizde olarak verilmistir. Bos kisimlarda sonu¢ bulunmamaktadir. A. magu= 4. magusensis

77



3.6. Genomik DNA (gDNA) izolasyonu

Bitki biiylimesini diizenledikleri ve yiiksek antagonistik etki gosterdikleri
belirlenen aktinomisetlerden DNA izolasyonu ger¢eklestirilmis, safliklar1 9%0,8’lik
agaroz jelde kontrol edilmis (Sekil 3.10.), 50’ser ul olacak sekilde ikiye boliinmiis ve -20

C®lik derin dondurucuya saklanmaistir.

Sekil 3.10. [zole edilen bazi gDNA larin agaroz jel elektroforez goriintiisii (%0,8 agaroz konsantrasyonu,
Bio-Rad Gel Doc™ EZ imager).

3.7.16S rRNA Gen Bolgesi Cogaltilmasi, Saflagtirilmasi Ve Dizilenmesi

Genomik DNA izolasyonunu takiben, 16S rRNA’y1 kodlayan gen bolgeleri PCR
ile cogaltilmis ve yaklasik olarak 1500 bg biiyiikliiglinde amplikon elde edilmistir (Sekil
3.11.). Elde edilen amplikon jelden saflastirma kiti kullanilarak alinmis ve saflastirilmasi
gerceklestirilmistir. Daha sonra miktarlar1 ve bilyiikliikleri agaroz jel {iizerinde
dogrulanmis, 96 cukurlu plaklara 30 ul (en az 50 ng/ul olacak sekilde ayarlanarak)
aktarilarak baz dizilemesi yapilmak {izere hizmet alimi Macrogen Inc. firmasinda
gerceklestirilmistir. Gonderilen orneklerden 89 tanesi ¢ok iyi okuma seviyelerinde

oldugundan sadece bunlar ile ¢alismaya devam edilmistir.
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Sekil 3.11. PCR ile ¢ogaltilmis bazi 16S rRNA gen bélgelerinin jel elektroforez goriintiisii (%1,2 lik agaroz
Jjel, Bio-Rad Gel Doc™ EZ ).

3.8. 16S rRNA Gen Bolgelerinin Analizi ve Filogenetik Dendogramlarin

Olusturulmasi

Her bir mikroorganizma i¢in dizi analizinden gelen islenmemis datalar 16S rRNA
bolgesinin en dogru olarak belirlenmesi i¢in birden farkli primerin kullanilmistir. BioEdit
programi ile dogru (temiz ve kirlilik gostermeyen piklerin) okuma bdlgeleri
belirlendikten bu bolgeler siralanmis, diger okuma yapilan bdlgelere de ayni islemler
uygulanarak birlestirilmis ve tek bir dizi yani 16S rRNA gen bolgesi dizisi elde edilmistir.
Elde edilen dizi bilgisi EzTaxon (https://www.ezbiocloud.net/ erisim tarihi 12.01.2020)

veri tabaninda en yakin akraba tiirler ile karsilagtirma yapilarak yeni tiir olma

potansiyelleri belirlenmistir.

Sadece EA12 kodlu izolat yeni tiir olma potansiyeli oldugundan, bu tiiriin en
yakin akraba tip tiirleri gosterilmistir (Cizelge 3.12.). Sekil 3.12.’de ise EA12 ve en yakin
akraba tiirlerin akrabalik iligkileri, yakin tiirlerin CLUSTAL analizi sonrasinda
hizalanmasinin ardindan MEGA7 programinda hazirlanmistir. Diger 16S rRNA bolgesi
dizilenen orneklerin ve bazi tip tiirlerin dizi bilgileri Ek 3.’te NCBI genbank numaralar1
ile verilmistir. Ek 4.’te ise 16S rRNA dizilemesi sonrasi en yakin tiire gore ayrim
yapildiginda birbirinden farkli oldugu goézlenen 45 farkli organizma oldugu
gosterilmektedir. Izole edilen diger aktinomisetlerin filogenetik agaclari (aktabakalik
iliskileri), dizi bilgilerinin yine CLUSTAL ile hizalanalarak MEGA7 programinda
hazirlanmistir (Sekil 3.13., Sekil 3.14., Sekil 3.15.). Tiim aktinomisetlerin gdsterilmesi
ise Sekil 3.16.da web tabanli ITOL programinda ¢izilmistir (Letunic ve Bork, 2019).
Ceviz, zeytin ve endofitik aktinomisetlerin bazilarinin daha kapsamli akrabalik iligkileri

Ek 5.-10.’da verilmistir.
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Cizelge 3.12. EA12 (Z.4.K.Y.6) kodlu izolatin en yakin akraba tip tiirlerle karsilastirilmasi

En yakin takson ismi Sus numarast  NCBI numaras1 Benzerlik Farkli/toplam nt
Amycolatopsis magusensis KT2025(T) HQ157190 99.17 12/1438
Amycolatopsis albispora WPI(T) KT751086 97.77 32/1438
Amycolatopsis lurida DSM 43134(T) AJ577997 97.69 32/1385

3 [ odycoluiopsis praioricasds DSM 44654 (i, 0339031

NRRL B-23131 (ML

Ampeeialupia kentechronsis NRRL B-24129 (MUMIOLI00384)

Amwooltopsis rifan:

M 46005 {AVILTH03)

Amycotatopsis beelinging FLL 1594 (KBS 13037)

rscolotops v HS (11217411

ASNU 20056 (A12837541

Amvoctaropsis hudlii SFIT (HO65173
Ampcoisiupsis iwlvpenyeias TSM 44544 (TNSOO1000004)
Anpoolatopsis siemonae ST1-IS (LOITTT0RY

Amyeoiatupsis sitviterras C12CAL (KRS FT071

HKI03ST (1792500}

DSM 44571 (TPIGAI 000006}

Amyccdatapsis Denoariivtica AK 16405 (ARPRUTIIOO0Z)

Anrcolutomsis rubida DSM 44637 (. 1083901)

i LT (ARMESIS)

Amyeataaps S1-3(TIQNZ1202)

inpealopsis equisns SEEY (HQIZ1 204)
owis cobradensiy 13SM 4225 (VIOUQN 000038

wendalapsis Hiilarcensis JUM 16380 {NMOTU1000085)

Auyenigiopsis wmge LI (DOT1087)
Awpeoitivpsis aliiu DSM 44262 (KBI13032)
257y

crereaor GYOBO (LQCIO1000022)

LAmyeolasapis spothonae 1572 (K

pientalis 1M 414140 [ASIBIN 0HI052)

Ampestatapsis rovdepooetensis M29 (KFTT1262)

i subsp. ipiita 198 43409 [LOM 11RO

wwiia ISM 44586 [AT30R238)

Anmpcalatapsis affvivridis SCM MK2-1 (1.0225637)
Amveohatopsis decaplening DSM 44594 (ATS08237)

Amueniarapsis iaponier MGATT-CF1T {CPUORYS3)

antarreica AU-C6 (NKYEH 00024y

e Ampeolropsis nigesseens CSCLTTa-90 [ARVWINODKION Y

7 . 32112 DOIFE82)

Apeiuiopsis stfphureo DS 46093 (PDUKO1000002)
{ Amventasapsis fefuensis NKRL B-24427 (INYZH00MI77)
stz RMIST (GL38L310)

- iy o iy BNTS2 (INIS93021
Ampeoiatopsis i crisis KLBMP 1262 (J819253)

1DHS 1 Be4-3 {LC333357)

o simycoduiopris saschart DSM 44468 (gL LO855991

99 L dmyenianapcis dangeiuionensis ¥ IM 75904 (1636710}

| i avlmicer CPCC 202659 (F1325702)

= albispora WP1 KTTS1056)

is plutepshacyniey IBDZ (AT419268)
" is anariag CGMOC 3568 (i 10703106)
EALZ (MN90TT36)

Awmealatspsis magusensis KT2023 (HQ157190)

Actinaplioeola pyerriizae DMP BS152 MGL9003 1)

oo

Sekil 3.12. EA12 kodlu (Z.4.K.Y.6) aktinomisetin 16S rRNA bélgesinin dizi bilgilerine gore yakin akrabalik
iligkilerinin gosterildigi aga¢. Agag olusturulurken neighbor-joining metodu kullanimistir
(Jukes ve Cantor, 1969). Analiz 1000 tekrarli olarak uygulanmistir. Sadece %50 ve iizerinde
bootstrap (tekrarlanma) degerleri gosterilmistir. Actinophytocola glycyrrhizae BMP B8152
(MG190031) dis grup olarak segilmistir.
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0.005

Sekil 3.13. Farkl: ceviz agaglarimin rizosfer bélgelerinden izole edilen aktinomisetlerin 16S rRNA
bélgesinin dizi bilgilerine gore yakin akrabalik iliskilerinin gosterildigi aga¢. Agag
olusturulurken neighbor-joining metodu kullanilmigtir (Jukes ve Cantor, 1969). Analiz 1000
tekrarli olarak uygulanmistir. Sadece %50 ve iizerinde bootstrap (tekrarlanma) degerleri
gosterilmistir.
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9 4{
100 | 780
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5. Tongisporafluvis AB184220

Z87

5. provensis JQE06215
Z8o

Za8
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100 1732
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100 [ M globbuc L 177306

L2168

|,'V, dassonvillei subsp. dassowvilled ABULO1000017

Z19
100|
yall

0.01

Sekil 3.14. Farkli zeytin agaglarinin rizosfer bolgelerinden izole edilen aktinomisetlerin 16S rRNA
bolgesinin dizi bilgilerine gore yakin akrabalik iliskilerinin gosterildigi aga¢. Agag
olusturulurken neighbor-joining metodu kullanilmistir (Jukes ve Cantor, 1969). 1000 tekrarly

olarak uygulanmustir. Sadece %50 ve iizerinde bootstrap (tekrarlanma) degerleri
gosterilmistir.
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100 | EALO

EAS

94 [ A. roodepooriensis KFT71262

EA24

100 100 EAL3
96 LEA7

A. magusensis HQ157190

EAl6

99 100 {1 gar2

77 {EALS
75LEAlL

EA31

M. zamorensis LT607755
100

EA35
100
EA34

8. capoamus AB045877

EA28

EA29

LA6
EA14
EA2

EA17

EAS8

EA18

0.02

Sekil 3.15. Farkli bitki béliimlerinden izole edilen endofitik bakterilerin 16S rRNA bdlgesinin dizi
bilgilerine gore yakin akrabalik iliskilerinin gosterildigi agag¢. Aga¢ olusturulurken neighbor-
joining metodu kullanimistir (Jukes ve Cantor, 1969). Analiz 1000 tekrarli olarak
uygulanmugtir. Sadece %50 ve iizerinde bootstrap (tekrarlanma) degerleri gosterilmistir.
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Sekil 3.16. I[zole edilen aktinomisetlerin 16S rRNA bélgesinin dizi bilgilerine gére yakin akrabalik
iligkilerinin gosterildigi aga¢. Aga¢ olusturulurken neighbor-joining metodu kullanilmistir
(Jukes ve Cantor, 1969). Analiz 1000 tekrarli olarak uygulanmistir. Sadece %50 ve iizerinde
bootstrap (tekrarlanma) degerleri gésterilmistir.

0.01 ——

3.9. EA12’nin Polifazik Yontemler ile Tanimlanmasi

3.9.1. Farkh besiyerlerindeki iireme potansiyelleri

EA12 ve A. magusensis KT2025 tip tlriiniin farkli besiyerlerinde gelismeleri
Cizelge 3.13. ve 3.14.’te verilmistir. Ureme sirasinda gosterdikleri renk degisimleri ve
tireme miktarlar1 kayit edilmistir. Farkli besiyerleri lizerindeki tiremeler Sekil 3.17.’de

gosterilmistir.
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Sekil 3.17. A)EAI2 ve B) A. magusensis bakterilerini farkli besiyerleri iizerinde gosterdigi gelisim
ozellikleri

Cizelge 3.13. EA12 'nin 14 giin 30 C°’de inkiibasyon sonras: biiyiime ve kiiltiirel karakteristikleri

Besiyeri Biiyiime Miselyum rengi
Hava Subsrat
ISP2 ++ Agik turuncu sari Orta turuncu sar1
ISP3 ++ Agik sar1 Acik turuncu sar1
ISP4 ++ Cok koyu morumsu kirmizi Cok koyu morumsu kirmizi
ISP5 ++ koyu morumsu kirmizi Cok karanlik koyu morumsu kirmiz
ISP6 ++ Orta turuncu sar1 Gii¢lii turuncu sar1
ISP7 ++ Cok koyu morumsu kirmizi Cok koyu morumsu kirmizi
BNT ++ Agik turuncu sart Orta turuncu sart
TSA ++ Orta turuncu sar1 Gii¢lii turuncu sar1
NA + Agik turuncu sart Agik turuncu sart
PWA ++ Acik sart Acik sart
MGYEA + Orta turuncu sar1 Orta turuncu sar1
ISP2+%>5 NaCl - - -
ISP2+ %8 NaCl - - -

+ lireme az, ++ {ireme orta, +++ iireme giigli, - tireme yok
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Cizelge 3.14. A. magusensis’in 14 giin 30 C°'de inkiibasyon sonrasi biiyiime ve kiiltiirel karakteristikleri

Besiyeri Biiyiime Miselyum rengi

Hava Substrat
ISP2 ++ Sarimsi beyaz Orta turuncu sar1
ISP3 ++ Acik sari Acik turuncu sari
ISP4 ++ Sarimsi beyaz Acik sar1
ISP5 ++ Sarimsi beyaz Acik sar1
ISP6 ++ Agik turuncu sart Giiglii turuncu sart
ISP7 +++ Sarims1 beyaz Acik turuncu sar1
BNT ++ Agik turuncu sart Agik turuncu sart
TSA ++ Orta turuncu sar1 Orta turuncu sar1
NA ++ Acik sari Cok agik turuncu sar1
PWA ++ Acik sari Acik sar1
MGYEA + Acik turuncu sar1 Orta turuncu sar1
ISP2+%>5 NaCl - - -
ISP2+ %8 NaCl - - -

+ lireme az, ++ iireme orta, +++ tireme guigli, - ireme yok

3.9.2. Temel karbon ve azot kaynaklarim1 kullanabilme potansiyelleri

EA12 ve A. magusensis 'in farkli karbon ve azot kaynaklarinda 30 C° ve 14 giinliik

inkiibasyonu sonras1 sonuglar pozitif ve negatif olarak kayit edilmislerdir. Besiyerinde

hi¢bir karbon ve azot kaynagi olmadan olan iiremelere yakin iiremeler negatif digerleri

ise pozitif olarak kayit edilmislerdir (Cizelge 3.15.). Ureme 6zellikleri Sekil 3.18. ve

3.19.°da gosterilmistir.

Cizelge 3.15. Farkli azot ve karbon kaynaklarinda meydana gelen iireme ézellikleri

Kaynak

EA12

A. magusensis

Tween 20
Mannoz
D(+) sikloz
L-arabinoz
D(+)galaktoz
Myo-inositol
D(-)friiktoz
Siikroz
D(+)rafinoz
Seliiloz
L-ramnoz
Suksinik asit
L treonin
L-prolin
L-tirozin
L-fenilalanin
D-arjinin
DL-metiyonin
L-16sin
L-valin
L-alanin

L S S

ot

+ 1

+

J’_

+ o+ o+

e L S

+

+

+ kaynak kullanimini, - kaynak kullanmamay1 gostermektedir.
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Sekil 3.19. EA12 (4) ve A. magusensis (B) bakterilerin farkli karbon kaynaklart ile iireme ozellikleri

3.9.3. Menakinon (respiratuar izoprenoid) analizi

Menakinon analizi sonrast HPLC cihazi ile yapilan okumalar sonrasinda MK-9
(H4) (%79,0), MK-9 (Hs) (%8,1) ve MK-7 (H4) (%7,9) menakinonlar1 ana gruplar
olustururken MK-9 (Hs) %79’luk seviyesi ile major menakinon olarak belirlenmistir.
EA12 kodlu izolatin menakinon analizleri Sekil 3.20.’de gosterilmistir. Yiizde %5 ten

daha kiiciik menakinon degerleri incelemeye dahil edilmemistir.
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Sekil 3.20. EA12 kodlu izolatin menakinon analizi sonu¢lar

3.9.4. Tiim seker analizi
Tiim seker analizinde sonras1 ITK plakasi iizerinde standart sekerler ile yapilan

incelemeler sonrasinda EA12 kodlu aktinomisetin galaktoz, glikoz, arabinoz, sikloz ve iz

seviyede riboz icerdigi gozlenmistir (Sekil 3.21.).

_

. 1 s

- Gl
-

Sekil 3.21. EA12 kodlu izolatin tiim seker analizi sonrast seker profilleri (1.ve 2. siralarda standartlar 3.
swrada ise EA12 izolati yiiklenmistir

88



3.9.5. Polar lipid analizi

Polar lipidler dért farkli ITK plakasi iizerinde yapilan testler sonucunda
belirlenmistir. Ik ITK plakas1 (Sekil 3.22.A) tiim lipidlerin tespiti icin kullanilmistir.
EA12 kodlu izolatin tespit edilen lipidleri; fosfotidilinositol (PT) amino fosfolipid (APL),
aminolipid (AL), fosfolipid 6 (PL6), fosfolipid 5 (PL5), fosfotidilklorin PC, lipid 1 (L1),
fosfotidilgliserol (PG), fosfolipid 3 (PL3), fosfolipid 4 (PL4), difosfatidilgliserol (DPG),
lipid 2 (L2), glikolipid (GL) ve fosfolipid 1 (PL1) olarak kayit edilmistir. 2 numarali ITK
plakasinda EA12 kodlu izolatin gliko gruplar1 belirlenmistir (Sekil 3.22.B). Bir diger
plakada hem amino gruplari, hem de fosfo grubu lipidler belirlenmistir (Sekil 3.22.C ve
Sekil 3.22.D). Son olarak ise kolin gruplari belirlenmistir (3.22.E).

L2 ppG
o
.
PL2
s o .
.pc‘ GL
PE .
AL
‘u
i =p
s APL

Sekil 3.22. EA12 kodlu izolatin polar lipid analizi sonuglart A) Tiim lipidler, B) Gliko gruplari, C) Amino
gruplari, D) Fosfo gruplar, E) Kolin gruplari

3.9.6. Diaminopimelik asit (DAP) analizi
EA12’nin diaminopimelik asit analizi sonrasi Amyclotopsis tiirline 6zgli meso-

DAP gozlenmis olup, diger sahip oldugu igerikler ise Sekil 3.23.’de verilmistir.
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Sekil 3.23. EA12 kodlu izolatin DAP analizi sonrast meso-DAP igerigi gozlenmektedir.

3.9.7. SEM analizi

EA12 kodlu izolatin taramali elektron mikroskobunda goriintiisiintin alinabilmesi
i¢in biiyiime testleri sirasinda ekildigi besiyerleri kullanilmistir. Bu besiyerlerinden en 1yi
gorlintii ISP3 besiyerindeki lireme sonrasi hazirlanan o6rnekten elde edilmistir. Sekil

3.24.”de organizmanin morfolojik karakteri gosterilmektedir.

WD = 87mm Mag= 30.00K>Signal A=SE2 EHT = 5.00kV
Sekil 3.24. EA12 kodlu izolatin taramali elektron mikroskobu goriintiileri. Gor 00 biiyiitmede

gerceklestirilmistir. ISP3 besiyeri iizerinde 30 C®de 14 giin boyunca gelistirilen bakteri
morfolojisi.
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3.10. Bitki Biiyiime Testleri

Bitki biiylime testleri yedi bitki biiyiime 6zelliginden en az altisina sahip (C48,
C72,EA22, 7109 ve Z167) ve yeni tiir olma potansiyelindeki EA12 ile birlikte toplam 6
aktinomiset ile bugday tohumlar {izerinde gergeklestirilmistir. EA12, EA22 ve Z109
aktinomisetleri negatif kontroller karsilagtirma yapildiginda daha fazla kok uzamasina
neden olmustur (Sekil 3.25.). 100 tohumun c¢imlenmesi lizerinden degerlendirilen

sonuglarda en fazla tohum ¢imlenmesi EA22 aktinomiset ile gdzlenmistir.

Sekil 3.25. Farkli aktinomisetlerin bugday tohumu iizerindeki biiyiime ozellikleri. Cetvel 50 cm uzunlugu
gostermektedir. A) EA22 ve bitki besini, B) EA12 ve bitki besini, C) Z167 ve bitki besini, D) C72
ve bitki besini, E) C48 ve bitki besini , F) Z109 ve bitki besini , H) negatif (bitki besini iceren),
G) negatif (tohum ve distile su).

Bitkilerin kok ve gdvde boylarinin ortalamalari 3.16.’da verilmistir. SPSS
programi kullanilarak yapilan analizler ile anlamlilik degeri 0,05, one way ANOVA
Tukey analizi gerceklestirilmistir. Analizler sonrasinda ise EA12 ve Z109 aktinomisetleri
negatif bitki besini iceren ortama goére anlamli olarak arttirma saglamisken, gévde boylari
incelenmesinde anlamli biliyiime iliskisi sadece Z109 6rneginde gozlenmistir (Cizelge

3.17.).
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Cizelge 3.16. Incelenen bitki sayilari, ortalamalari, maksimum ve minimum deger araliklar:

Ornek Tohum sayis1  Ort. (cm) Min. Maks.
Kok boylari C48 76 16,1118 7,00 21,00
C72 78 15,8654 10,50 19,50
EA12 80 20,4000 8,00 29,00
EA22 89 17,2135 12,00 22,00
7109 78 18,9295 15,00 22,50
7167 78 14,9872 10,50 19,50
Negatif* 76 16,1776 13,50 18,50
D. Negatif 75 5,9333 3,00 7,50
Govde boylart ¢ 76 34,8421 13,00 50,00
C72 78 36,8590 25,00 50,00
EA12 80 36,5250 13,00 52,00
EA22 89 37,3258 18,00 53,00
7109 78 38,4744 22,00 49,00
7167 78 35,3846 8,00 50,00
Negatif* 76 35,5526 19,00 51,00
D. Negatif 75 25,2000 12,00 36,00

Ort.= Ortalama, Min.= Minimum, Maks. Maksimum. ” Bitki besini ile yapilan negatif kontrol, ¥ Sadece
distile su ile tiretilen tohum uygulamasi

Cizelge 3.17. Kok ve govde boylarinmin SPSS’de analizi sonrast p>0,05 e gore anlamlilik degerleri

Bitki kismi  SPSS uygulamasi  Karsilastirllan  Karsilastirma yapilan ~ Ort. farkhihik (I-J)

Kok Tukey Negatif Cc42 0,065789474
c72 0,312246964
EA12 -4,22237*
EA22 -1,03585*
7109 -2,75186*
7167 1,19045*
N.d.su 10,24430*

Govde Tukey Negatif Cc42 0,710526316
c72 -1,30634278
EA12 -0,972368421
EA22 -1,773211118
7109 -2,92173"
7167 0,168016194
N.d.su 10,35263"

* degeri 0,05>p istatistiksel farklilik gdsteren drnekleri gostermektedir. Deger negatif oldugunda pozitif
farklilik, pozitif oldugunda ise negatif farklig1 gostermektedir.
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4. TARTISMA, SONUCLAR VE ONERILER

Bitki koklerinden salinan organik igerikler ve topragi saran bitki kok yapilart
canlilar i¢in bir yasama ortami olusturmakla birlikte, dolayli olarak bitkilerden toprak
yilizeyine birakilan dal ve yaprak parcalari organik madde miktarinin oldukca yiiksek
seviyelere ¢ikmasina neden olmaktadir (Saatchi vd., 2007). Cok yogun bitki Ortiisiine
sahip ekosistemlerde bitki gelisimi i¢in organik madde miktar1 tek basma yeterli

olmadigindan giinlimiizde bakteri-bitki etkilesim caligmalar1 dikkat ¢ekmektedir.

Zeytin tarimi, oncelikle Marmara ve Ege bolgesinde olmakla birlikte, ceviz tarimi
Tiirkiye’nin birgok alaninda yapilmaktadir. Birlesmis milletler gida ve tarim
organizasyonu (FAO) 2017 yil1 verilerine gore Tiirkiye zeytin iiretiminde Yunanistan’in
arkasindan diinyada dordiincii pozisyonda bulunmakta olup, yillik iiretimi 2,1 milyon

tondur (https://bit.ly/2MtjBaQ erigsim tarihi 12.01.2020). Ayni1 sekilde 2017 yil1 verilerine

gore kabuklu ceviz iiretiminde Tiirkiye diinya dordiinciisii olarak yilda 0,21 milyon ton

tiretim gergeklestirilmektedir (https://bit.ly/2MtjBaQ erisim tarihi 12.01.2020). Her iki

bitki grubu i¢in de Tiirkiye’nin yeterli tarimsal araziye sahip durumda olmasinin yaninda,
diinyadaki liretim payim arttirmaya yonelik arastirmalar yapmak ihtiyaci ortadadir. Bu
sebeple calisma i¢in secilen drnekleme alanlari ceviz ve zeytin agaclarinin toprak
boliimleri ile bitki boliimlerinden olusmaktadir. Organizmalar ise yiiksek sekonder

metabolit liretebilen aktinomisetler olarak belirlenmistir.

Miselli yapilar ile funguslara morfolojik olarak benzeyen aktinomisetler, dikkat
cekici antagonistik aktiviteleri nedeniyle Ozellikle farkli antibiyotiklerin iiretilmesi
amactyla ¢ok calisilmis bir mikroorganizma grubudur. Antibiyotik iiretimin diginda
herbisitler, antifungallar, antitiimér ve daha bir¢cok ajan iiretiminden sorumludurlar
(Purushotham vd., 2018). Aktinomiset-bitki iligkisini ortaya ¢ikarmak i¢in farkli toprak
alanlarindan (Hamdali vd., 2008a; Williams ve Davies, 1965) ve bitki kisimlarindan
aktinomisetler izole edilmislerdir (Nimnoi vd., 2010; Shimizu, 2011). Literatiir
incelendiginde, ceviz ve zeytin agaci ile yapilan farkli caligmalar (Gao vd., 2019; Miiller
vd., 2015; Pham vd., 2017; Rincon vd., 2006) bulunmakla birlikte, bitki biiyiimesini
tesvik edici ozellikteki aktinomisetleri igeren ¢alisma sayisi az denilecek kadar azdir. Bu
caligmalar toprak ya da bitkisel {irlinlerin atik incelemeleri seklinde goriilmekle birlikte,
genel olarak toplam genomik DNA caligmalariyla organizma popiilasyonlar

belirlenmeye ¢alisilmaktadir (Gao vd., 2019; Miiller vd., 2015; Pham vd., 2017; Rincon
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vd., 2006). Bu bitkilerin rizosfer bolgelerinden serbest bakteri (Proteobacteria ve
Firmicutes {yelerinin) izolasyonlar1 sonrasi bitki biliylime testleri incelenmis olup,
bunlarin farkl patojenik organizmalar lizerindeki etkileri incelerek yag asidi analizi ile
tanilamalar1 gerceklestirilmistir. Farkli bitki gruplart iizerinde saksi deneyleri
gerceklestirilmistir (Dede, 2013). Bu calismada ise baska bir bakteri sube olan
Actinobacteria iyelerinin izolasyonu gergeklestirilip bitki biiylime, bitki patojeni
funguslara kars1 antagonizm, molekiiler yontemler ile tanilanmalar1 (yeni tip tiir
potansiyelinde olan izolatlarin ek tanilama deneyleri) ve hidroponik iiretim ile bitki

gelisimleri incelenmistir.

Tiirkiye’de zeytin agaci aktinomisetlerinin izolasyonunu ve karakterizasyonu
iceren bir calismada Streptomyces abikoensis sp., Streptomyces staurosporininus sp.,
Streptomyces eurocidicus sp. ve Streptomyces virginiae sp. tiirleri tanimlanmistir (Giiven
ve Dede, 2019). Diger bir c¢alismada ise; Humulus Ilupulus (serbet¢i otu) bitki
rizosferinden yapilan izolasyonlar sonrasi elde edilen aktinomisetlerin domates bitkisi
lizerindeki gelisim 6zelligi gdsterip gostermedigi incelenmistir (Ozdemir Kogak, 2019).
Bunlar disinda Tiirkiye’de rizosferik/endofitik aktinomisetler {izerinde yapilmis bir

calisma, yapilan kaynak taramasinda bulunmamastir.

Aktinomiset izolasyonu sirasinda ISP2 (Yang ve Song, 2018), ISP4 (Anwar vd.,
2016), nisasta kazein agar (Y. Li vd., 2018), maya 6ziitii ile zenginlestirilmis topraktan
modifiye nisasta kazein agar (Zhu vd., 2014) gibi besiyerlerinin kullanildig1 ¢caligmalar
siklikla literatiirde gozlendiginden daha farkli cinslerde ya da farkli organizmalarin izole
edilebilmesi i¢in bu ¢alismada MGYEA besiyeri tercih edilmistir. Bu ¢alisma ile daha
once yapilan ¢aligmalar karsilastirildigida ISP2 besiyeri iizerinde yapilan c¢aligmalar
sonrasinda elde edilen 55, ISP4 besiyerinden izole edilen 5 izolat sayisinin, bu calismadan
izole edilen 416 sayisina ulasamamis oldugu da gdstermistir. Ceviz meyvesinden
endofitik aktinomiset izolasyonu ig¢in farkli ¢aligmacilarin kullandigi  aktinomiset
izolasyon agar (AIA) (Gopalakrishnan vd., 2014; Kaur vd., 2013) ile gerceklestirilmistir.
Ayrica zeytin ve ceviz agacindan kiiltiire edilebilir endofitik aktinomisetler ilk kez bu

caligma ile ortaya ¢ikarilmaktadir.

Meyve agaclarinin rizosfer ve bitki boliimleri diger ¢ok yillik bitki (perennial
plant) gruplarina gore daha az calisilan bir grup olup, daha erken {iriin veren bitki

tiirlerinin (domates, patates vb.) lizerinde yapilan ¢aligmalar daha fazladir (Andreote vd.,
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2009; Buchholz vd., 2019; Sessitsch vd., 2004; Timilsina vd., 2018). Endofitik bakteriler
birgok bitki grubundan izole edilmektedir. Ornegin piring bitkisi iizerinde yapilan
caligmalar sonucunda Burkholderia, Klebsiella Novosphingobium ve Sphingomonas cinsi
bakteriler izole edilebilmislerdir (Rangjaroen vd., 2014). Hibrit ceviz agacinin
embriyonik yapilarindan bakteriyel nutrient agar {izerine yapilan inokulasyonlar
sonrasinda Pseudomonas, Roseomonas, Acinetobacter, Moraxella ve Brevundimonas
cinslerinde organizmalar izole edilmislerdir. Ayrica bitki boliimlerinden gerceklestirilen
toplam gDNA izolasyonlar1 sonrasi Proteobacteria, Firmicutes Actinobacteria gibi
subelerde bulunan organizmalarin bulundugu gosterilmistir. Fakat gDNA izolasyonu
sonrast analizlerde cins seviyesinde bir bilgi mevcut degildir (Pham vd., 2017). Calisma
kapsaminda incelenen bitki boliimlerinin ¢oklugu diisiintildiiglinde (5 farkli zeytin ve 7
farkl1 ceviz bitki boliimii incelenmistir) izole edilebilen bakteri sayis1 sadece 33 ile sinirh
kalmistir. Buna ragmen ii¢ farkli cinse ait organizmalar izole edilebilmistir. Bu cinsler
izole edilme sikliklarina gore ise Amycolatopsis (12 birey), Streptomyces (7 birey) ve
Micromonospora (3 birey) olarak siralanmaktadirlar. Izole edilen tiim bireylerin dizi
analizleri gerceklestirilmediginden 16S rRNA gen bolgelerine gore cins seviyesinde

belirleme yapilan organizma sayis1 22’dir.

Toprak orneklemeleri yapilirken 6li bitkisel parcalardan uzak kisimlar tercih
edilmistir. Rizosfer bakterilerinin daha iyi temsil edilebilmesi i¢in bitki gévdesine en
fazla yarim metre mesafedeki bolgeden kazim islemine baglanarak kok ve kokgtiklerin
goriildiigii bolgelere kadar devam edilerek 6rneklemeler gergeklestirilmistir. Ornekler
vakit gecirmeden hava sizdirmayan ve daha 6nce hi¢ kullanilmamis posetlere aktarilarak
+4 C®’lik buzdolabinda saklanmig ve 2 giin igerisinde laboratuvara getirilerek aktinomiset
izolasyon islemlerine baglanmistir. Endofitik aktinomiset izolasyonu i¢in, bitki boliimleri
canliliklarin1 kaybetmeden yiizey sterilizasyonu yapilmis ve ardindan besiyerlerine ekim
gerceklestirilmistir. Yiizey sterilizasyonu ile bitki yiizeyinde kolonize olmus potansiyel
patojenler veya hava yolu ile tasinmis diger organizmalarin da izole edilmesi dnlenmis
olmaktadir. Endofitik aktinomiset izolasyonu i¢in ceviz agaclari ile yapilan denemeler sik
araliklarla tekrarlanmis (6. ve 7. 6rnekleme noktalarindan) ve kok, gévde ve meyve
yapilarindan endofitik aktinomiset izolasyonu gerceklestirilebilmistir. Incelenecek gok
fazla alan oldugundan tiim ekimler modifiye gliserol yeast ekstrakt agar (MGYEA)

besiyeri ilizerinde gerceklestirilmis ve toplamda 416 aktinomiset izole edilmistir. Ceviz
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meyvesi tizerinden elde edilen EA34 ve EA35, ceviz gdvdesinden izole edilen EA28,
EA29, EA30 ve EA3l ise ise aktinomiset izolasyon agar (AIA) ilizerinden izole

edilmislerdir.

Aktinomisetlerin farkli besiyerleri tizerinde gosterdikleri bliyiime karakteristikleri
bakimindan bir¢ok yeni tiir galigmasinda koloni morfolojilerinin incelendigi besiyeri olan
ISP3 besiyeri izolasyon sonrasinda ayrim i¢in kullanilmistir (Oubaha vd., 2019;
Veyisoglu vd., 2016). Fakat tek bir besiyerinde meydana gelebilecek farkliliklarin tam
bir belirleyici olmama ihtimalinden dolay1 spor olusumu tesvik edilen ISP4 besiyeri de
izolatlarin saflik kontrolleri yapilmasi sirasinda kullanilmistir. Ozetle MGYEA iizerinde
izole edilen bakterilerin tiimii daha sonra ISP3 ve ISP4 besiyerlerine de ekilerek saflik
kontrolleri saglanmis, birden fazla farkli koloniye sahip olanlardan tek koloni ekimleri

gergeklestirilerektirilerek saflastirilip, stoklanmiglardir.

Aktinomisetlerin bir besiyerinde iiredikten sonra gelisim evrelerini daha iyi
gostermeleri i¢in, birden fazla besiyerine ekilmeleri gerekebilmektedir (Shirling ve
Gottlieb, 1966). Bu ¢alisma sirasinda elde ettigimiz bir sonuca gore diger caligmalarda
oldugu gibi farkl besiyerlerinin kullanimi ile farkli hava ve substrat miselyum renklerinin
ayn1 organizma tarafindan iiretilebilecegi gosterilmistir (Sekil 3.17., Cizelge 3.12. ve
3.13.). Kisacas1 yeni tiir olma potansiyelinde olan organizmalarin daha fazla ayirt edici
besiyerine inokulasyonu ile hangi morfolojik karakterileri gosterdiginin belirlenmesi
gerektigi diger yeni tiir calismalarinda oldugu tizere (Buszewski vd., 2018; Mertz ve Yao,

1993; Veyisoglu vd., 2016; Zhao vd., 2010) bu ¢alisma kapsaminda da gosterilmistir.

Calismada serbest yasayan aktinomisetlerin izolasyonu i¢in inkiibasyon siiresi 7-
14 giin, endofitik aktinomisetlerin izolasyonunda ise inkiibasyon siiresi 20-25 giin ile
sinirlandirilmstir. Inkiibasyon siirelerinin uzatilmasi ile (Jose ve Jebakumar, 2013) farkli
aktinomisetleri de yakalama sansi1 verebilirdi ancak, kati besiyerinin uzun siire etiivde
tutulmasi sonrasi hem s1vi kayb1 hem de besin kaybindan dolay1 bu siire uzatilmamustir.
Aktinomisetleri kiiltiire alma olumsuzluklarini1 (besin azlig1 ve metabolit birikimleri)
ortadan kaldirmak icin stirekli kiiltiir sartlar1 denenebilir. Fakat siirekli kiiltiir denemesi
yapilmadan once farkli organizmalarin birbirleri iizerinde antagonistik etki
gosterebilecegi gercegi de goz Oniinde bulundurulmalidir. Bu nedenle popiilasyon
farkliliklarinin gosterilmeye calisildigt durumlarda, organizmalarin 6rnekleme sonrasi

yapilan gDNA izolasyonunu takiben, metagenomik olarak tanilanmalar1 daha dogru bir
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yaklagim olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Purushotham vd., 2018). Fakat ortamda kiiltiir
edilemeyen organizmalarin varligi, organizmalarin ¢ogaltilmasini gerektiren caligmalar
icin olumsuz bir faktordiir. Bu nedenle bu calismada, kiigiik bir alan iizerinden
gergeklestirilen toplam gDNA izolasyonlar1 degil, daha fazla alan {izerinden tamamen
kiiltiire edilebilir bakterilerin eldesi ve bunlarin sahip olduklar1 6zelliklerin incelenmesi

hedeflenmistir.

Bitki biiylimesini diizenleyici-arttirict testler daha c¢ok aktinomiset digsindaki
bakterilere ait literatiir bilgisi icerdiginden, bu ¢alismada gergeklestirilen testlerin biiytlik
bir kismi1 aktinomisetlerin biiylime 6zelliklerine goére modifiye edilmis ve optimizasyon
gerektirmistir. Bitki biiylimesini diizenleyici-arttirict testler olarak; siderofor iiretimi,
fosfat ¢oziinebilirligi, IAA iiretimi, amonyak iiretimi, proteaz iiretimi, beta-galaktozidaz
{iretimi ve kitinaz iiretimi secilmistir. Ornek sayis1 fazlalig1 nedeniyle ekstra deneysel
asama gerektiren testlerden IAA iiretiminin triptofan bagimli iiretiminin incelenmesi,
ACC deaminaz iiretim testi, -1,3-glukanaz {iretim testi ve bitkisel diger hormonlarin
incelemeleri gerceklestirilmemistir. Ayrica B-1,3-glukanaz tiretim testi sideroforlar ile
birlikte ¢alisarak antifungal aktivite belirlenmesi sirasinda kullanildigindan ve siderefor

tiretimlerinin varlig1 incelendiginden gerek duyulmamustir.

Hidrojen siyanid iiretimi testinde besiyeri iizerinde turuncu renk olusumu pozitif
sonug olarak degerlendirilmektedir (Lorck, 1948; Misk ve Franco, 2011). Bu ¢alismada,
aktinomiset Orneklerinin bir¢ogu pigment iirettigi i¢in turuncu renk olusumuna baglh
HCN diretiminin pozitif oldugu belirlenemediginden bu deneysel asamalar
gerceklestirilememistir. Yasanan zorluklara ¢oziim olarak, oksijen tiikketimine dayali
sensor gelistirilmesi (HCN molekiilleri {iretilirken oksijen tiiketildigi gerceginden
hareketle) fikri One siirtilmesine ragmen (Lee ve Karube, 1996), bugiine dek bir ilerleme
kaydedilmemistir. Bu nedenle, renk pigmenti olusturmayan bir besiyeri formiilasyonu ya
da ugucu formdaki HCN molekiillerinin daha iyi bir goriintiileme ile tespit edilmesi

ihtiyaci halen devam etmektedir.

IAA iiretimi bir¢cok yolak ile kontrol edildiginden bu yolaklarin veya iiretimde
kullanilan enzimlerin (beta galaktozidaz) belirlenmesinde de kullanilabilmektedir
(Tanimoto ve Igari, 1976). Bu calismada triptofan bagimli olmayan IAA {iretim testi
gerceklestirilmis olup, calismada yiiksek pigmentasyona sahip organizmalardan

kaynaklanan sonucu belirlenemeyen veriler (Cizelge 3.5.-Cizelge. 3.7.) elde edilmistir.
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Fakat HCN iiretiminde oldugu kadar yiiksek seviyelerde belirsizlik goriilmediginden bu
deney tasarimi metotta belirtildigi gibi gerceklestirilmistir. Bununla birlikte [AA
iiretebilen aktinomiset sayisi izole edilen bakteriler ile karsilastirildiginda, Misir’dan
izole edilen aktinobakteriler ile yapilan bir ¢alisma ile kismi benzerlik gostermektedir
(Takizawa vd., 1993). Bu calismada L-triptofan kullanimi ile 210 aktinomisetten 138
tanesinde IAA iiretimi s6z konusu iken, triptofan bagimli olmayan IAA {iretimi denenen
caligmada ise 422 izolattan 214’linde bu etkinlik gdsterilmistir. Dolayiyla triptofan
olmayan ortamlarda IAA {iretimi calisilabilir oldugu bu calisma ile gosterilmistir. Kald1
ki tarimsal arazilerde direkt olarak triptofan eklenmesi miimkiin olmadigindan bu analiz

triptofan varlig1 olmadan yapilmalidir.

Siderofor iiretimi testi i¢in tavsiye edilen besiyeri (Cappuccino ve Sherman, 2014)
bu c¢alismadaki aktinomisetlerin gelisimi i¢in yeterli olmamistir. Bu nedenle
modifikasyonla ISP2 besiyeri pozitif kontrollerle dogrulandiktan sonra uygulamaya
alimmustir. Bir ¢alismada siderofor analizi yapilabilmesi i¢in, besiyeri modifiye edilerek
organizmalarin 7 glnlilk inkiibasyonu sonrasi iiretim potansiyeli belirlenmeye
calisiimistir (Khamna vd., 2009). Diger bir ¢alismada ise modifiye Gaus No.l broth
tizerinde ekimi sonrasi 3 haftalik inkiibasyona birakilmis ve sonuglar Csaky test
uygulanarak miktarsal olarak incelenmistir (Nimnoi vd., 2010). Bu ¢alisma kapsaminda
ise MCAS kullanilmasimi takiben organizmalarin gelisimsel 6zelliklerinin daha iyi
gozlenebildiginden inkiibasyon siiresi 14 giin olarak secilmistir. Yavas gelisim gdsteren
aktinomisetlerin ile yapilacak ¢alismalarda deney siireleri organizmanin gelisim siiresine

bagli olarak modifiye edilmelidir.

Amonyak iiretiminin belirlenmesinde kullanilan besiyeri ve ayira¢ lizerinde
herhangi bir modifikasyona gerek duyulmaksizin aktinomisetlere de uygulanabilmistir.
Ancak aktinomisetlerin gelisim i¢in daha uzun siireye ihtiyag duymalar1 nedeniyle, bu
deney asamasi da silire olarak uzatilarak modifiye edilmigtir. Nessler ayiraci
uygulandiktan hemen sonra sonug¢ alindigindan, koyu renklerde pigment iireten
mikroorganizmalarin varliginda, uygulama 6ncesi ve sonrasi renk degisimi 6zel dikkat

gerektirmektedir.

Kitinaz tiretiminde kullanilan kitinin organizmalarca daha kolay pargalanabilmesi
icin askida kitin (collodial chitin) formatina getirilmesi Onerilmektedir (Roberts ve

Selitrennikoff, 1988). Bir calismada (Prapagdee vd., 2008) askida kitin kullanilmasi
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sonucu ortaya ¢ikan N-asetilglikozamin 6l¢iimiine dayali olarak kitinaz aktivitesi tespit
edilmistir. Bagka bir ¢calismada (Gopalakrishnan vd., 2014) askida kitin metanosiilfonik
asit ile olusturulmaktadir. Bu ¢alismada, 6n denemelerde orijinal kitin ile yapilan 14-30
giinliik inkiibasyon siiresince kitinaz aktivitesi gézlenmediginden (miimkiin olan en az
kimyasal ile deneysel asamalar tasarlandigindan) deney i¢in kullanilacak kitin formu
askida kitin olarak derisik HCI ile hazirlanarak uygulanmistir. Ardindan askida kitin ve
ISP2 besiyerinde 14 giin ve daha fazla inkiibasyon siirelerinde kitinaz aktivitelerinin

belirlenebildigi gosterilmistir.

Beta galaktozidaz tiretimi icin ONPG diskleri ticari olarak temin edilmistir.
Aktinomisetler daha uzun siirede gelistikleri i¢in en az 3 giin siireyle inkiibe edilmis,
buharlagma ile sivi kaybini 6nlemek i¢in deney hacmi 100 mikrolitreden 300 mikrolitreye
cikarilmistir. Boylelikle ONPG diskin daha fazla miktarlar ile kullanilabilir oldugu
(Flores vd., 1990) bir kez daha gosterilmistir.

Bitki gelisimini destekleyici diger enzim testlerinden olan azot baglayabilme
Ozelligi; nitrojen fiksasyonu, nitrojen asimilasyonu, nitrojen alimi ve nitrojen
diizenlenmesi gibi ¢ok ¢esitli yonlerden incelenebilmektedir (Steenhoudt ve

Vanderleyden, 2000). Bu ¢aligmada ise sadece amonyak iiretimi incelenmistir.

Fosfat ¢oziliniirliik testleri i¢in farkli fosfat kaynaklarinin, kaya fosfati (Hamdali
vd., 2008b), trikalsiyum fosfat (Nautiyal, 1999) gibi ¢6ziinemeyen fosfat molekiillerinin
coOziilebilme Ozelliklerinin belirlenmesine dayali yontemler gelistirilmistir (Bashan vd.,
2013). Bu calismada, iizerinde aktinomiset gelisimini engellemedigi icin Ozellikle
Pikovskaya besiyeri (Rodriguez ve Fraga, 1999) tercih edilmis olup, kalsiyum fosfatin
¢ozilinebilir oldugu gosterilmistir. Deney siiresi en az 14 giinliik bir inkiibasyona ihtiyag
duymaktadir. Ek olarak toprak yapisinda ¢ok farkli ¢dzlinemeyen fosfat igerikleri
bulundugundan bu deneysel asamay1 kullanacak aragtirmacilarin aragtirma yapilirken
izolasyon yapilan toprak 6zelliklerine uygun 6zellikteki fosfat bilesigi ile caligmalidirlar.
Fakat bu organizmanin ticarileslerilmesi gibi bir durumda mevcut tiim ¢dziinemeyen
fosfat  bilesiklerinin  par¢alanmasin1i  saglayacak organizmalarin  kesfedilmesi

gerekmektedir.

Bu calismada identifiye edilen aktinomiset Ornekleri, Micromonospora,
Amyclotopsis, Nocardiopsis ve Streptomyces olarak tamimlanmustir. Streptomyces spp. ve
Micromonospora spp. hem toprak hem de bitki kisimlarindan, Amycolatopsis spp. sadece
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endofitik olarak cesitli bitki kisimlarindan, Nocardiopsis spp. sadece topraktan izole

edilmistir. En ¢ok karsilagilan cins olarak Streptomyces belirlenmistir (Sekil 4.1).

Bakteriler

i Tip tirler
B zeytin Kok
B zevtin yizey
B ceviz yizey
B ceviz Kok
[ ceviz endofit
[ ] Zeytin endofit

001 ——

Sekil 4.1. Bu ¢alismada izole edilen aktinomisetlerin 16S rRNA bélgesinin dizi bilgilerine gore yakin
akrabalik iligkilerinin gésterildigi agag. Agag¢ olusturulurken neighbor-joining metodu
kullamilmistir (Jukes ve Cantor, 1969). 1000 tekrarli olarak uygulanmistir. Sadece %50 ve
tizerinde bootstrap degerleri gosterilmistir

Actinobacteria subesinde bulunan bir¢cok cinsin farkli antagonistik igerikleri
iiretme potansiyelleri  bilinmektedir (Crawford vd., 1993; El-Tarabily ve
Sivasithamparam, 2006). Aktinomisetlerde en bilinen sekonder metabolit iireticisi bakteri
grubu oldugundan (Jensen vd., 2007) antifungal ozelliklerinin incelenmesi adina
calismaya antifungal aktivite testleri dahil edilmistir. Bu calismada, Eskisehir Teknik
Universitesi kiiltiir koleksiyonunda bulunan bitki patojeni funguslar ile deney setleri

olusturulmustur. Ceviz ve zeytinden izole edilmis endofitik aktinomisetlerin serbest halde
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bulunan aktinomisetlere oranla daha fazla antagonistik etki gosterdikleri saptanmis olup,
bu oOrnekler Streptomyces ve Amycolatopsis cinsleri igerisinde yer almiglardir.
Nocardiopsis cinsi oldugu belirlenen bir izolat ise tek bir patojenik kiife karsi etki
gostermistir. Cesitli antagonistik aktivitesi ile bilinen Micromonospora iyeleri (El-
Tarabily vd., 2009; Martinez-Hidalgo vd., 2015) maalesef bu ¢alismada antifungal etki
gostermemistir. Devam eden calismalarda inokulasyon miktarlar1 arttirilarak ve farkl
patojenik organizma/lar iizerinde, 6zellikle zeytin ve ceviz patojeni mikroorganizmalar
kullanilmalidir. Antgonisitik etkinlikleri daha onceki ¢alismalarla (Aouar vd., 2012;
Barka vd., 2016; Rosenblueth ve Martinez-Romero, 2006) gosterilen Streptomyces,
Amycolatopsis ve Nocardiopsis cinslerinin etkinlikleri bu ¢aligmada da goriilmiistiir.
Antagonisitik etkinlik testleri atinomiset misel diskleri (Shimizu vd., 2000), veya petri
ortasina ekilen aktinomisetlerin bos kisimlarma aktif kiif 6rneklerinin ekilmesi (Aouar
vd., 2012) seklinde gergeklestirilebilmektedir. Bu c¢alismada 20 pl aktinomiset
siispansiyonu (misel+metabolit) patojen kiiflere damlatilarak etkinlik arastirilmistir.
Farkli yontemlerle de (Aouar vd., 2012; Shimizu, 2011) antogonistik testlere devam

edilmelidir

Yag asitleri profili her bir mikroorganizma i¢in parmakizi 6zelligi tasiyan dnemli
bir kemotaksonomik karakterdir. Bu ¢aligmada da, EA18 kodlu izolatin yag asidi
profilinin diger organizmalardan farkli oldugu, hatta hi¢bir aktinomisette goriilmeyen
Ci12:030H, ve ‘sum in feature 7 (18:1 CIS 11/t 9/t 6, 18:1 TRANS 9/t6/c11, 18:1 TRANS
6/t9/c11)’ yag asitlerini igerdigi saptanmistir (Cizelge 3.10.). Bu 6rnegin kiiltiirel 6zelligi
aktinomiset benzeri koloni morfolojisi gostermekteyken, (agara penetre olan misel yapisi)
(Waksman, 1940) , 16S rRNA dizi bilgisi incelendikten sonra bir Pseudomonas tiirii
oldugu tespit edilmistir. Bu caligmada aktinomisetlere 6zgii temel yag asitlerinin (iso-
Cis0, anteiso-Cis.0 ve anteiso-Ci7.0) gosterilmesi aktinomiset 6rneklerinin 6zelliklerinin
belirlenmesi acisindan 6nemli olmakla birlikte, 6zellikle EA12 aktinomisetinde oldugu
gibi yeni tiir ispat1 ¢aligmalarinda bir zorunluluktur (Carlsohn vd., 2007; Timilsina vd.,

2018).

Bakterilerin 16S rRNA korunmus gen bolgelerine gére ayrimi-6n tanilanmasi
yillardir kullanilmakta olup, yaklasik 1500 bg¢ biiyiikliigiindeki bu boélgenin niikleotid
bazlarinin dizilenip filogenetik analizlerin gerceklestirilmesi ile test edilen bakterinin cins

seviyesine kadar identifikasyonu miimkiindiir (Amann vd., 1990; Glockner vd., 2000; Isik
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vd., 2014; Singleton vd., 2001; Yoon vd., 2017). Calisma kapsaminda izole edilen
aktinomisetlerin bitki gelisimini arttirict 6zelliklerine gore se¢ilmesinden sonra 300’°e
yakin izolat 16S rRNA analizine alinmadan elenmistir. Bu ¢alismada, 89 izolatin dizi
bilgilerine gore tip tiirler ile akrabalik gOsteren en az 45 farkli aktinomiset oldugu
gosterilmistir (Ek 4.). Ayrica organizmalarin kendi aralarinda gergeklestirilen filogenetik
iligkileri sonrasinda bile ayni olarak adlandirilabilecek izolat sayis1 23 olarak kayit
edilmistir (Sekil 3.13.-3.15.). Cesitlilik gosteren aktinomiset Orneklerinin farkl
bitkilerden izole edilmesi aktinomiset-bitki spesifikliginin bir gostergesi olarak ta
yorumlanabilir. Amycolatopsis endophytica (Miao vd., 2011), Amycolatopsis suaedae
(Chantavorakit vd., 2019), Amycolatopsis jiangsuensis (Xing vd., 2013) tiirleri 6nceki
caligmalarda endofitik olarak bitki yapilarindan izole edilerek yeni tiir olarak literatiire
kazandirilmislardir. Bu ¢alismada Amycolatopsis cinsine ait 6 endofitik iiye tespit edilmis
olup 6zellikle Amycolatopsis cinsinin endofitik karakterini desteklemektedir. Ozellikle de

endofitik EA12 aktinomiseti yeni tiir olma potansiyeline sahip oldugu gosterilmistir.

Endofitik EA12 aktinomiset 6rnegi, EzBioCloud veritabaninda en yakin tip tiir
olarak Amycolatopsis magusensis ile eslesmis olup, yapilan filogenetik analizler sonrasi
farkli tip tiirlerin incelenmesi gerekmedigi gozlenmistir. Ancak genom dizilemesi
gerceklestirilerek dijital yada manuel DNA-DNA hibridizasyonu (Klappenbach vd.,
2007; Qin vd., 2010; Veyisoglu vd., 2016) gergeklestirilerek organizmalarin genomsal

farkliliklarinin da gosterilmesi gerekmektedir.

Bu ¢alismada, endofitik EA12 aktinomiseti dncelikle filogenetik olarak en yakin
tip tiir olarak 4. magusensis ile eslesmistir (Ek. 5). Yeni tiir olma potansiyeli tagidigindan
literatiirde yer alan polifazik identifikasyon testlerine (Barka vd., 2016; Nouioui vd.,
2018) gore analiz edilmistir. Farkli besiyerlerinde, farkli azot ve karbon kaynaklarinda
iireme yetenegi belirlenmis, ISP4, ISPS ve ISP7 besiyerleri lizerinde gosterdigi farkli renk
olusumlar ile de A. magusensis’ten tamamen farkli bir tiir oldugu gosterilmistir.
Kemotaksonomik karakterleri (yag asitleri, polar lipidleri, tiim hiicre sekerleri, hiicre
duvan igerigini ortaya c¢ikarmak i¢in diaminopimelik asit igeriklerinin belirlenmesi,
menakinon analizleri) bakimindan, EA12 kodlu izolat en yakin akrabasi olan A.
magusensis’ten menakinonlari [(4. magusensis: MK-8 (Hs) (10 %), MK- 9(H2) (10 %)
icerirken, EA12: MK-9(Hs) (% 8,1), MK-7(Ha4) (% 7,9) icermektedir] yoniinden farklilik

gostermis ancak, hiicre duvarinda bulunan meso-DAP igerigi iki bakteri i¢inde ayni
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olarak saptanmistir. Bunun nedeni her iki bakterinin de Gram pozitif ozellik
gostermesidir. Yag asitleri incelendiginde ise 4. magusensis en fazla; isoCieo (%28),
150Ci5:0 (%13) ve anteiso Ci7.0 (%8) icermekte iken, EA12 1s0Cie:0 (%26), anteiso Cis:o
(%26) ve anteiso Ci7.0 (%]11) icermektedir. 16S rRNA dizi analizine gore de A.
magusensis (Camas vd., 2013) ve EA12 arasinda 12 farkli baz gosterilmistir. Bu durum
EA12 kodlu izolatin diaminopimelik asit igerigi disinda tiim O6zellikleri agisindan A.
magusensis ‘ten tarkl bir tiir oldugunu gostermektedir. Ancak tiim genom dizilemesi
gerceklestirilerek dijital yada manuel DNA-DNA hibridizasyonu (Aouar vd., 2012;
Klappenbach vd., 2007; Qin vd., 2010; Shimizu, 2011; Veyisoglu vd., 2016) sonucunda

organizmalarin genomsal farkliliklarinin da gosterilmesi gerekmektedir.

Hidroponik tiretim toprak igeren deneysel asamalarda meydana gelebilecek kok
kayiplarin1 engeller ve saksida kullanilan toprak igeriklerinin homojen dagilmama
ihtimalini kaldirir. Farkli c¢alismalarda aktinomiset kullanimi ile bitki biiyiimesi
gosterilmis (Anwar vd., 2016; Shimizu, 2011) olmasina ragmen deneylerin tiimii toprakli
olarak tasarlanmistir. Bu sebeple aktinobakterilerin hidroponik ortamda tohum
uygulamalan bilindigi kadariyla ilk kez gergeklestirilmistir. Ayrica bu ¢alismada izole
edilen aktinomisetlerin Tiirkiye’ye 6zgili olmalarindan ve bitki gelisimini hem kok hem
de govde de gostermesinden dolay1 bitki biiyiime deneylerinin Tiirkiye’de tarim yapilan
farkl1 platformlarda (toprakli ya da topraksiz) devam ettirilmesi gerekliligini

gostermektedir.

Sonuglar

1) Bu calismada, zeytin ve ceviz agaclarinin rizosfer ve kok bolgesi topraklarindan 389,
bitki boliimlerinden (kok, govde ve meyve) ise 33 olmak iizere toplam 422 aktinomiset
ornegi izole edilmistir.

2) izole edilen aktinomisetlerin 195°i siderofor iiretme, 165’ fosfat ¢dzme, 214’ii IAA
tiretme, 376’1 amonyak iiretme, 228’1 proteaz iiretme, 221’1 beta galaktozidaz iiretme,
230°’u kitinaz iiretme yeteneginde olup, bitki biiylimesini diizenleme-arttirma

Ozelliklerine sahiptirler.
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3) 387 serbest aktinomiset 6rneginden sadece 56 tanesi (% 14.4) antagonistik aktiviteye
sahip iken, 33 endofitik aktinomiset orneginden 16’s1 (% 48.4) funguslar tizerinde

antagonistik etki gostermistir.

4) Bitki biiylimesini diizenleme-arttirma 6zelliklerindeki 89 tane izolatin 16S rRNA
analizi sonrast topraktan en fazla izole edilen aktinomisetin Streptomyces, endofitik

bakteriler i¢erisinde ise Amycolatopsis cinsi oldugu gozlenmistir.

5) 16S rRNA gen bolgesi dizilenmesi sonrasi tip tiirler ile yapilan benzerlik analizlerine
gore 11 birey ile Streptomyces pratensis’in temsil edildigi, daha sonra ise yedi benzer tip
tirle Streptomyces hydrogenans olarak belirlenmistir. Sonu¢ olarak ise 89 izolatin

dizilenmesi sonrasi ise en az 45 farkli birey ile calismalar gergeklestirildigi gosterilmistir.

5) EA12 aktinomiset 6rneginin en yakin akrabasinin 4. magusensis oldugu polifazik
identifikasyon testleri ile gosterilmis olup, tiim genom analizi gergeklestirildikten sonra

yeni bir tiir olarak bilimsel literatiire kazandirilmasi planlanmaktadir.

6) Bitki biiyiime testlerinde EA12, EA22 ve Z109 aktinomiset drneklerinin bugday kok

uzamasini, Z109 6rneginin ise bugday govde biiylimesini arttirdig1 saptanmaistir.

Oneriler

- Bitki biiylimesini arttiric1 6zelliklerin belirlenmesi, enzim iiretme ve antagonistik
aktivite testleri gibi klasik yolla yapilan testler ¢ok fazla zaman, para ve isgiicii
gerektirdiginden, molekiiler yaklasimlarla bu aktivitelerden sorumlu gen bdlgelerinin
(6rnegin kitinaz liretim geni [chiA]) ortaya ¢ikarilmasi alternatif olarak kullanilabilir.
Ancak baz1 gen ifadelerinde cesitli stres kosullarina ihtiya¢ duyulabilecegi gergegi

gozardi edilmemelidir.

- Cesitli tek yillik ve ¢ok yillik bitki tizerinde kontrollii sartlarda toprakli/hidroponik sera

ve tarla denemeleri yapilmalidir.

- Ticari kullanimda olan biyogiibre preparatlari ile verimlilik karsilagtirma ¢aligmalari

yapilmalidir.

- Bitki biiylimesini olumlu etkileyen aktinomiset 6rneklerinden cesitli formiilasyonlarda

biyogilibre preparatlar1 olusturulmali, patent alinmal1 ve ticari kullanima sunularak gerek
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ilke ekonomisi gerekse tarimsal {iriinlerin kimyasal igerik baskisindan uzak tutulmasi

saglanmalidir.

- Bu calismada izole edilen ve bitki biiyiimesini arttirdig1 belirlenen aktinomisetlerden
biyogilibre preparatlar1 olusturulmali, patent/leri alinmali ve ticari kullanima sunularak

organik tarim pazaria sunulmalidir.
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EKLER

Ek 1. API ZYM testi sonuglari

Organizma 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
7164 Mor 4+ + + + + - - - = + + - - - - - - - -
EA2 Mor + + + + + + - = + + + - - - - + + - -
7117 Mor + + + + + + + - - + + + + - + - - + -
Z115 Mor + + + + + + + + + + + - + - + + + + -
774 Mor + + + + + + + + + + + + + - + + + - -
734 Mor/ Kahve  + + + + + + + - + + + + + - + + - - -
C71 Sar1 + + + + + + + + + + - + - - - - - - -
C42 Mor + + + + + + + + + + + + - - + + + - -
7131 Mor + + + + + + + + + + + + - - + + + + -
7118 Mor + + + + + + + + + + + + + - + - - + -
EA27 Mor + + + + + + + + + + + + - - - + + - -
EA14 Mor + + + + + + + + + + + - - - + + + - -
7164 Mor + + + + + + + + + + + + + - + + + + -
C179 Mor + + + + + + + - + + + - - - - + - - -
EA12 Mor + + + + + + + + + + + - - - - + + - -
EAll Mor + + + + + + + + + + + - - - - - + - -
721 Mor + + + + + + + + + + + - - - - - - + +
7168 Turuncu + + + + + + + + + + + + + - + + + + -
EA24 Mor + + + - + - - + + + + - - - - + + - -

1) Kontrol- {ireme sonras1 numune rengi, 2) Alkalin fosfataz, 3) Esteraz (C 4), 4) Esteraz lipaz (C 8), 5) Lipaz (C 14), 6) Losin arilamidaz, 7) Valin arilamidaz, 8) Sistin
arilamidaz, 9) Tripsin, 10) D-Kimotripsin, 11) Asit fosfataz ,12) Naaftol-AS-Bl-fosfohidrolaz, 13) D-galaktozidaz, 14) 3-galaktozidaz, 15) B-glukuronidaz, 16) D-glukazidaz,
17) B-glikozidaz, 18) N-asetil-B-glukoaminidaz, 19) D-mannozidaz, 20) D-fukozidaz. += pozitif, -= negatif sonuglar1 gdstermektedir.
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EK 2. API 20F testi sonuglart
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1: ONPG, 2: ADH, 3: LDC, 4: ODC, 5: CIT, 6: H2S,

7

: URE, 8: TDA, 9: IND, 10:

VP, 11:GEL, 12: GLU, 13:MAN, 14: INO, 15:SOR, 16: RHA, 17: SAC, 18: MEL, 19:

AMY, 20: ARA, 21: OX, 22: N20. (+) isareti pozitif degerleri, (-) isareti ise negatif degerleri gostermektedir.
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Ek 3. Calismada kullanilan organizmalarin 16S rRNA bélgelerini dizileri ve en yakin akrabalari

Ornek adi  NCBI erisim numaras1 En yakin akraba tiir Baz farklihig
7168 MH175493 Micromonospora globbae 1
7167 MN907696 Streptomyces canus 6
7132 MNO907697 Streptomyces curacoi 9
Z131 MH175492 Streptomyces curacoi 10
7129 MN907698 Streptomyces galilaeus 0
Z118 MH175476 Streptomyces canarius 6
Z117 MH175211 Streptomyces canarius 11
Z115 MH175209 Streptomyces pseudovenezuelae 11
Z111 MNO907699 Streptomyces zaomyceticus 4
7109 MN907700 Streptomyces zaomyceticus 2
798 MN907701 Streptomyces regensis 5
789 MN907702 Streptomyces fulvissimus 1
787 MN907703 Streptomyces pratensis 10
786 MNO907704 Streptomyces setonii 0
780 MN907705 Streptomyces galilaeus 1
Z75 MNO907706 Streptomyces pratensis 1
774 MH175206 Streptomyces griseorubens 11
772 MNO907707 Streptomyces griseorubens 5
767 MN907708 Streptomyces staurosporininus 6
765 MNO907709 Streptomyces yanii 3
764 MNO907710 Streptomyces yanii 3
757 MNO907711 Streptomyces afghaniensis 3
748 MNO907712 Streptomyces pratensis 1
747 MNO907713 Streptomyces pratensis 1
743 MNO907714 Streptomyces canus 9
742 MNO907715 Streptomyces canus 1
740 MNO907716 Streptomyces canus 5
734 MH175198 Streptomyces cyslabdanicus 11
732 MNO907717 Streptomyces staurosporininus 9
Z19 MN907718 Nocardiopsis dassonvillei subsp. dassonvillei 5
716 MNO907719 Streptomyces cyaneus 6
Z11 MN907720 Nocardiopsis dassonvillei subsp. dassonvillei 6
79 MNO907721 Streptomyces aureus 8
Z1 MNO907722 Streptomyces canus 4
EA35 MNO907723 Micromonospora zamorensis 1
EA34 MNO907724 Micromonospora zamorensis 0
EA31 MNO907725 Micromonospora luteiviridis 9
EA29 MNO907726 Streptomyces albidoflavus 5
EA28 MNO907727 Streptomyces gougerotii 0
EA27 MN907728 Amycolatopsis roodepoortensis 10
EA24 MH175163 Amycolatopsis azurea 10
EA22 MN907729 Amycolatopsis roodepoortensis 12
EA18 MN907730 Pseudomonas oryzihabitans 9
EA17 MN907731 Streptomyces hydrogenans 0
EA16 MN907732 Amycolatopsis magusensis 6
EA1S MNO907733 Amycolatopsis magusensis 9
EA14 MNO907734 Streptomyces hydrogenans 12
EA13 MNO907735 Amycolatopsis pretoriensis 8
EAI12 MNO907736 Amycolatopsis magusensis 12
EAll MH174341 Amycolatopsis magusensis 11
EA10 MN907737 Amycolatopsis lurida 6
EA9 MN907738 Amycolatopsis kentuckyensis 1
EA8 MN907739 Streptomyces hydrogenans 5
EA7 MNO907740 Amycolatopsis pretoriensis 8
EA6 MN907741 Streptomyces hydrogenans 5
EAS MNO907742 Amycolatopsis lurida 3
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Ek 3. (devam) Calismada kullanilan organizmalarin 16S rRNA bolgelerini dizileri ve en yakin akrabalari

Ornek adi  NCBI erisim numaras1 En yakin akraba tiir Baz farklihig
EA2 MNO907743 Streptomyces hydrogenans 2
C217 MNO907744 Streptomyces regensis 3
C214 MNO907745 Streptomyces iakyrus 3
C206 MNO907746 Streptomyces glebosus 14
C190 MNO907747 Streptomyces iakyrus 3
C189 MNO907748 Streptomyces iakyrus 2
C179 MN907749 Streptomyces albidoflavus 7
C156 MNO907750 Streptomyces rubrogriseus 12
C153 MN907751 Streptomyces lienomycini 9
Cl144 MNO907752 Streptomyces longisporoflavus 0
Cl142 MNO907753 Streptomyces endophyticus 2
Cl115 MNO907754 Streptomyces lydicus 7
C107 MNO907755 Streptomyces pratensis 2
C106 MNO907756 Streptomyces pratensis 2
C103 MNO907757 Streptomyces pratensis 1
C100 MN907758 Streptomyces badius 1
C96 MN907759 Streptomyces zhihengii 7
C9%4 MN907760 Streptomyces zhihengii 5
C87 MN907761 Streptomyces badius 1
C86 MNO907762 Streptomyces pratensis 1
C85 MNO907763 Streptomyces pratensis 1
C84 MNO907764 Streptomyces chartreusis 1
C79 MNO907765 Streptomyces pratensis 1
C72 MNO907766 Streptomyces omiyaensis 8
C71 MH173872 Streptomyces gardneri 4
C62 MNO907767 Streptomyces zhihengii 16
C48 MNO907768 Streptomyces staurosporininus 8
C42 MN907769 Streptomyces hydrogenans 0
C40 MNO907770 Streptomyces brevispora 2
C26 MNO907771 Streptomyces pratensis 0
C25 MN907772 Streptomyces galilaeus 0
Cc7 MN907773 Streptomyces avidinii 4
Cé6 MNO907774 Streptomyces hydrogenans 4
Tip tiir* AY999783 Streptomyces badius lv
Tip tiir AB045877 Streptomyces capoamus lv
Tip tiir AB184139 Streptomyces griseorubens lv
Tip tiir JQ806215 Streptomyces pratensis lv
Tip tiir AB184575 Streptomyces spiralis lv
Tip tiir LC073309 Streptomyces palmae lv
Tip tiir AB184720 Streptomyces stramineus v
Tip tiir AB184220 Streptomyces longisporoflavus lv
Tip tiir LC177396 Micromonospora globbae lv
Tip tiir ABUI01000017 Nocardiopsis dassonvillei subsp. dassonvillei  Iv
Tip tiir KF771262 Amycolatopsis roodepoortensis Iy
Tip tiir HQ157190 Amycolatopsis magusensis lv
Tip tiir LT607755 Micromonospora zamorensis lv
Tip tiir LC177396 Micromonospora globbae lv

*Tip tiirler organizmalar aras1 akrabalik iliskileri verilmesi agisindan listeye eklediginden baz farkliligi
listede “lv” (listede verilmedi) olarak gosterilmistir. Sonuglar EzBioCloud veritabaninda analiz edilmistir.
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Ek 4. 16S rRNA dizilemesi sonucu izolatlart tip tiirlere benzerlik siklig

Siralama Benzer tip tiir Calismadaki bulunma sikhig
1 Micromonospora globbae 1
2 Streptomyces canus 5
3 Streptomyces curacoi 2
4 Streptomyces galilaeus 3
5 Streptomyces canarius 2
6 Streptomyces pseudovenezuelae 1
7 Streptomyces zaomyceticus 2
8 Streptomyces regensis 2
9 Streptomyces fulvissimus 1
10 Streptomyces pratensis 11
11 Streptomyces setonii 1
12 Streptomyces galilaeus 4
13 Streptomyces griseorubens 3
14 Streptomyces staurosporininus 3
15 Streptomyces yanii 2
16 Streptomyces afghaniensis 1
17 Streptomyces cyslabdanicus 1
18 Nocardiopsis dassonvillei subsp. dassonvillei 2
19 Streptomyces cyaneus 1
20 Streptomyces aureus 1
21 Micromonospora zamorensis g
22 Micromonospora luteiviridis 1
23 Streptomyces albidoflavus 2
24 Streptomyces gougerotii 1
25 Amycolatopsis roodepoortensis 3
26 Amycolatopsis azurea 1
27 Pseudomonas oryzihabitans 1
28 Streptomyces hydrogenans 7
29 Amycolatopsis magusensis 5
30 Amycolatopsis lurida 2
31 Amycolatopsis kentuckyensis 1
32 Amycolatopsis pretoriensis 2
33 Streptomyces iakyrus 3
34 Streptomyces glebosus 1
35 Streptomyces rubrogriseus 1
36 Streptomyces lienomycini 1
37 Streptomyces longisporoflavus 1
38 Streptomyces endophyticus 1
39 Streptomyces lydicus 1
40 Streptomyces badius 2
41 Streptomyces zhihengii 3
42 Streptomyces omiyaensis 1
43 Streptomyces gardneri 1
44 Streptomyces brevispora 1
45 Streptomyces avidinii 1
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EKk 5. EA12 ve A. magusensis bakterilerinin ozellikleri

Ozellik

EA12

A. magusensis (Camas vd., 2013)

16S rRNA

Yag asidi (% olarak en
fazla olan 3 tane)

Menakinon

Tiim seker

Polar lipid

Diaminopimelik asit

Hiicre morfolojisi
(SEM goriintiileri)

ISP4 substrat miselyum
ISPS5 substrat miselyum

ISP7 substrat miselyum

MN907736

180C16:0 (%26), anteiso Cis.o (%26)
ve anteiso Ci7.0(%11)

MK-9 (Hy) (%79,0), MK-9 (Hs)
(%8,1) ve MK-7 (Hz) (%7,9)

Galaktoz, glikoz, arabinoz, sikloz
ve iz seviyede riboz

PI, APL, AL, PL6, PL5, PC, L1,

PG, PL3, PL4, DPG, L2, GL ve
PLI

Mezo-DAP

= 30000, ISP3
Cok koyu morumsu kirmizi

Cok karanlik koyu morumsu
kirmizi

Cok koyu morumsu kirmizi

HQ157190

150Ci6:0 (%28), i80C1s:0 (%13) ve
anteiso Ci7.0(%8)

MK-9 (Ha) (%63),MK- 7 (Hy)
(%7), MK-8 (Ha) (%10), MK- 9
(Hs) (%10)

Arabinoz, galaktoz, riboz, glikoz ve
iz seviyede ramnoz

PE, PG, PI, HPE, 2 tane PL ve 2
tane GL

Mezo-DAP

£ 18000, ISP2
Agik sar1 (bu ¢alismada yapildi)
Acik sar1 (bu calismada yapildi)

Agik turuncu sar1 (bu ¢aligmada
yapildi)
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Ek 6.

—— EA14

Streptomyces hydrogenans NBRC 13475 AB 184868

Streptomyces albidoflavus DSM 40455 Z76676

85_EA2

|- EAS

Streptomyces daghestanicus NRRL B-5418 DQ442487

Streptomyces violascens ISP 5183 AY999737

Streptomyces koyangensis VK-A60 CP031742

EAB
91
EA29

Streptomyces cadmiisoli ZFGAT CP030073

Streptomyces coeruleofuscus NBRC 12757 AB184840
Streptomyces pluripotens MUSC 135 CP021080

Streptomyces aithioticus NRRL B-3981 AY999791

Streptomyces intermedius NBRC 13043 AB184277
EA28

60

92 Streptomyces diastaticus subsp. diastaticus NBRC 3714 AB184785

88| Streptomyces gougerotii NBRC 3198 AB184742
Streptomyces rutgersensis NBRC 12819 AB184170

Streptomyces muensis MBRL 179 JN560155

———— Streptomyces indiaensis NBRC 13964 AB184553

Streptomyces chiangmaiensis TA4-1 AB562507

—|——Strepromyces thermocarboxydovorans DSM 44296 U94489
81

Streptomyces thermospinosisporus AT10 AF333113

Streptomyces alboflavus NRRL B-2373 JNXT01000131
SS,D(‘DHWCES ftavofungini NBRC 13371 AB184359

Streptacidiphilus forunensis NF37 KT933137

0.005

Ek 6. Calismada izole edilen endofitik Streptomyces cinsi aktinomisetlerin 16S rRNA bélgesinin dizi
bilgilerine gére yakin akrabalik iliskilerinin gosterildigi agag. Agag olusturulurken neighbor-
joining metodu kullanilmigtir (Jukes ve Cantor, 1969). Analiz 1000 tekrarli olarak uygulanmustir.

Sadece %50 ve iizerinde bootstrap (tekrarlanma) degerleri géosterilmistir. Streptacidiphilus
torunensis dis grup olarak segilmistir.
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Ek 7.

Amycolatopsis kenfuckyensis NRRL B-24129 MUMIO1000384

EA9
Amycolatopsis rifamycinica DSM 46095 AY083603
Amycolatopsis balhimycina FH 1894 KB913037

Amycolatopsis lexingtonensis NRRL B-24131 MUMJ01000484

6| Amycolatopsis pretoriensis DSM 44654 jgi. 1085903

Amycolatopsis plumensis SBHS Strp1 AY262825

Amycolatopsis rhabdoformis SB026 KF779477

100 56

Amycolatopsis tolypomycina DSM 44544 FNSO01000004
g1 | Amycolatopsis bullii SF27 HQE51730

83 L Amycolatopsis vancoresmycina DSM 44592 AJ508240

a8 Amycolatopsis silviterrae C12CA1 KR818707

g1— EAZ2
97|l eaz?

EAZ24

A. keratiniphila subsp. keratiniphila DSM 44409 LQMT01000206

E Amycolatopsis lurida DSM 43134 AJ577997
Amycolatopsis roodepoortensis KF771262
EA10
97lEAS
Amycolatopsis antarctica AU-G6 NKYE01000034
Eycoﬂatopsm nigrescens CSC17Ta-90 ARVWO01000001
Amycolatopsis albispora WP1 KT751086
Amycolatopsis magusensis HQ157190
(= EAT1
o EA15
64| EA12
EA16

Micromonospora sp.EA31

0.01

EKk 7. Calismada izole edilen endofitik Amycolatopsis cinsi aktinomisetlerin 16S rRNA bolgesinin dizi
bilgilerine gore yakin akrabalik iliskilerinin gésterildigi agag¢. Agag¢ olusturulurken neighbor-
Jjoining metodu kullanilmistir (Jukes ve Cantor, 1969). Analiz 1000 tekrarli olarak uygulanmigstir.
Sadece %50 ve iizerinde bootstrap (tekrarlanma) degerleri gosterilmistir. Calismada izole edilen
EA31 kodlu Micromonospora tiyesi dis grup olarak se¢ilmigtir.
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Ek 8.

EA35

Micromonospora zamorensis DSM 45600 LT607755
EA34

—6|:Mfcromonospom luteifusca GUI2Z FN658633
8

Micromonocspora parathelypteridis NEAU-JXY5 KU9970z

Micromonaspora vinacea GUIG3 FNG58651
Micromonospora noduli GUI43 FNE58649

Micromonospora saelicesensis Lupac 09 AJ783993
Micromonospora profundi DS3010 KF494813
Micromonospora arida LB32 MG725912

Micromornospora ureilytica GUI23 FN65864 1
Micromonospora fupini lupac 14N AJ783896

54 Micromonospora violae NEAU-zh8 KC161209 98.33

Micromonospora inaquosa LB39 MG725913 88.33
500 Micromonospora taraxaci DSM 45885 VIWZ01000001

Micromonospora phytophifa SG15 FN658661

Micromonospora mirobrigensis DSM 44830 jgi. 1058874
EA31

Micromonospora globispora 52901 KF818390

Micromonaospora luteiviridis SGB14 FN658669

86 Micromonospora purpurecchromogenes DSM 43821 LT807410

{ Micromonospora carbonacea DSM 43168 jgi. 1058872
97 i

Micromonospora krabiensis DSM 45344 LT598486

Verrucosispora endophytica NBRC 112512 MF(033262

0.005

Ek 8. Calismada izole edilen endofitik Micromonospora cinsi aktinomisetlerin 16S rRNA bolgesinin dizi
bilgilerine gére yakin akrabalik iliskilerinin gosterildigi agag. Agag olusturulurken neighbor-
Jjoining metodu kullanmilnmigtir (Jukes ve Cantor, 1969). Analiz 1000 tekrarli olarak uygulanmustir.

Sadece %50 ve iizerinde bootstrap (tekrarlanma) degerleri gosterilmistir. Calismada izole edilen
EA31 kodlu Micromonospora iiyesi dig grup olarak secilmigtir.
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Ek9.

gg Nocardiopsis exhalans ES10.1 AY036000

Mocardiopsis vafliformis DSM 45023 ANAZ01000070
Nocardiopsis metallicus KBS6 AJ420769

Nocardiopsfs ganjiahuensis DSM 45031 ANBAQ1000044
NMocardiopsis prasina DSM 43845 X97884

Nocardiopsis alkaliphila DSM 44657 AY230848
Nocardiopsis listerif NBRC 13360 BCSH01000124

Nocardiopsis oceani 10A08A KF270094

85 Nocardiopsis terrae YIM 90022 DQ387958

55

Nocardiopsis alba DSM 43377 ANAC01000044
Nocardiopsis tropica VKM Ac-1457 AF105971

99 I: Nocardiopsis umidischolae 66/93 AY036001

Nocardiopsis aegyptia DSM 44442 AJ539401

Nocardiopsis flavescens CGMCC 4.5723 jgi.1085022
_mfopsis lucentensis DSM 44048 ANBGO1000932
Nocardiopsis algeriensis B32 KJ470139

Nocardiopsis quinghaiensis YIM 28A4 EF597511

— 100 Nocardiopsis arvandica HM7 EU410477
TEI: Nocardiopsis sinuspersicl HM6 EU410476
Nocardicpsis halotolerans DSM 44410 ANAX01000410

69 Nocardiopsis dassonvillel subsp. albirubida NBRC 13392 BCRR01000172i

— _L Nocardiopsis synnemataformans DSM 44143 ANAWO01000308

78 Nocardiopsis dassonvillei subsp. dassonvillei DSM 43111 ABUI01000017i

Nocardiopsis fildesensis GW9-2 FJ853144

Nocardiopsis nikkonensis YU1183-22 AB491226 is

Nocardiopsis rhizosphaerae EGI 80674 KU992916

Nocardiopsis salina YIM 30010 AY373031

Nocardiopsis xinfiangensis YIM 90004 ANBEQ1000070s

87

Nocardiopsis kunsanensis DSM 44524 ANAY01000063

91
100l Nocardiopsis litoralis JSM 073097 EUS83726

Streptomonospora arabica $186 EF095149

0.005

Ek 9. Calismada izole edilen serbest yasayan Nocardiopsis cinsi aktinomisetlerin 16S rRNA bélgesinin dizi
bilgilerine gére yakin akrabalik iliskilerinin gosterildigi agag. Agag olusturulurken neighbor-
Jjoining metodu kullanmilnmigtir (Jukes ve Cantor, 1969). Analiz 1000 tekrarli olarak uygulanmustir.
Sadece %50 ve iizerinde bootstrap (tekrarlanma) degerleri gosterilmistir. Dig grup olarak
Streptomonospora arabica segilmigtir.
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Ek 10.

9o Micromonospora maritima D10-9-5 HQ704071

66 Micromonospora sediminicola DSM 45794 FLRH01000004

Micromonospora marina DSM 45555 jgi. 1058878
Micromonospora coxenisis DSM 45161 LT607753
_70|: Micromonospora halophytica DSM 43171 jg1.1058864

Micromonospora humi DSM 45647 jgi. 1058870

Micromonospora chalcea DSM 43026 X92594

Micromonospora sediminis CH3-3 AB889541
72 Micromonospora nickelidurans K55 HQ174560
ﬂnospora palomenae NEAU-CX1 KF887911

Micromonospora sfamensis DSM 45097 LT607751

— —  Micromonospora schwarzwaldensis HKI0641 KC517406
Micromonospora fiaikouensis 232617 GU130129
. Micromonospora krabiensis DSM 45344 L T598496
64 Micromonospora costi ©31-12 RBANC1000020
—L Micromonospora fulviviridis DSM 43806 X92620
r Micromonospora globbae WPS1-2 LC177396
100l z1e8

Micromonospora rosaria DSM 803 LRQVY01000286
Micromonospora tutbaghiae DSM 45142 jgi.1058868
Micromonospora inositcla DSM 43819 LT607754
Micromonospora terminaliae TMS7 KX394339

Micromonospora chersina DSM 44151 FMIBO1000002 98.7

{; Micromonospora halotoferans CR18 FN658652

Micromonospora endolithica DSM 44398 AJ560635

79 Micromonospora coriariae DSM 44875 LT607412
{ Micromonospora cremea DSM 45599 FSQT01000002

Jishengella zingiberis PLAI 1-1 LC333555 o

0.002

Ek 10. Calismada izole edilen serbest yasayan Z168 kodlu Micromonospora cinsine ait aktinomisetin 16S
rRNA bélgesinin dizi bilgilerine gére yakin akrabalik iliskilerinin gésterildigi agag¢. Agag
olusturulurken neighbor-joining metodu kullanimustir (Jukes ve Cantor, 1969). Analiz 1000 tekrarli
olarak uygulanmigtir. Sadece %50 ve iizerinde bootstrap (tekrarlanma) degerleri gosterilmistir. Dig
grup olarak Jishengella zingiberis se¢ilmistir.
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