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OZET

CESITLI TEK YILLIK BITKILERDEN iZOLE EDILMIiS OLAN ENDOFIT
BAKTERILERDE SIDEROFOR URETIM POTANSIYELLERI

ATBAS, Silan
Yiksek Lisans Tezi, Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dal
Tez Danigmani: Dr. Ogr. Uyesi Bilgin TASKIN
Haziran 2022, 57 sayfa

Endofit bakteriler saglikli bitkilerin dokular1 iginde higbir belirgin hastalik
belirtisine neden olmadan, yasam dongiisiiniin tamamini veya bir kismini gegiren
mikroorganizmalardir. Bu c¢alismada daha dnce bazi kiiltiir ve yabanil tahil bitkilerinin
(Poaceae familyasi) saglikli kok, govde ve yaprak Orneklerinden izolasyonu
gerceklestirilen 30 adet endofit bakteri izolati icin Kobalt (Co), Nikel (Ni) ve Demir
(Fe) elementleri i¢in Minimum Inhibisyon Konsantrasyon (MIC) degerleri belirlenmis
ve akabinde izolatlarin Fe* ihtiyaglarim1  karsilamak igin {rettikleri sidrofor
molekiillerinin Fe*® disinda Co™ ve Ni*? agir metallerine baglanabilme kabiliyetlerinin
test edilmistir. 10 adet izolatin siderofor iiretmedigi goriilmiistiir. Bu izolatlarin
disindaki 20 adet izolatin farkli degerlerde siderofor iirettikleri ve ayrica yine bu 20 adet
izolatin sentezleyip besi ortamina salgiladiklart siderofor molekiillerinin her ii¢ metal
(Fe*, Co*? ve Ni*?) igin afiniteleri oldugu ortaya konmustur. Bir sonraki asamada
izolatlarin her bir metale kars1 verdikleri MIC degerleri g6z 6nilinde bulundurularak, bu
metaller Chrome Azurol Sulfonate (CAS) besi ortamlarina eklenmis ve izolatlarin agir
metal stresi altinda siderofor iiretim profilleri incelenmistir. Calismanin son asamasinda,
siderofor tretim indekslerine (SI) gore segilen belirli sayida izolatin 16S rRNA
dizilemesi yolu ile molekiiler tanimlamasi gergeklestirilmistir. Dizi analiz sonucunda, 2
adet Pseudomonas sp., 4 adet Bacillus sp., 1 adet Chryseobacterium sp., 1 adet

Staphylococcus sp., 1 adet Peribacillus sp. cinslerine ait sonug vermistir.

Anahtar kelimeler: Agir metal, Endofit bakteriler, Mikrobiyal biyoteknoloji,
Siderofor, 16S rRNA.






ABSTRACT

SIDEROPHORE PRODUCTION POTENTIALS IN ENDOPHYTE BACTERIA
ISOLATED FROM VARIOUS ANNUAL PLANTS

ATBAS, Silan
M.Sc. Thesis, Agricultural Biotechnology Department
Supervisor: Asst. Prof. Dr. Bilgin TASKIN
June 2022, 57 pages

Endophyte bacteria are microorganisms that pass all or part of their life cycle in
the tissues of healthy plants without causing any obvious signs of disease. In this study,
Minimum Inhibition Concentration (MIC) for Cobalt (Co), Nickel (Ni) and Iron (Fe)
elements for 30 endophyte bacterial isolates previously isolated from healthy root, stem
and leaf samples of some cultivated and wild cereal plants (Poaceae family) values were
determined and then the ability of the siderophore molecules produced to meet the Fe*
needs of the isolates were tested to bind to Co** and Ni*? heavy metals other than Fe**.
It was observed that 10 isolates did not produce siderophores. It was revealed that 20
isolates other than these 10 isolates produce siderophores with different values, and that
the siderophore molecules synthesized and secreted by these 20 isolates have affinities
for all three metals (Fe*3, Co™ and Ni*?). In the next step, considering the MIC values
of the isolates against each metal, these metals were added to Chrome Azurol Sulfonate
(CAS) media and the siderophore production profiles of the isolates under heavy metal
stress were investigated. In the final stage of the study, molecular identification of a
certain number of isolates selected according to their siderophore production index (SI)
was carried out by 16S rRNA sequencing. As a result of the sequence analysis, 2
Pseudomonas sp., 4 Bacillus sp., 1 Chryseobacterium sp., 1 Staphylococcus sp., 1

Peribacillus sp. were revealed.

Keywords: Heavy metal, Endophyte bacteria, Microbial biotechnology,
Siderophore, 16S rRNA.
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1. GIRIS

Endofit bakteriler, saglikli bitkilerin dokularinda veya bitkilerin i¢ kistmlarindan
izole edilebilen, konukgusunda hastalik belirtisi yaratmadan, yasamlarinin bir kismini
veya tamamini konukgusunda tamamlayan mikroorganizmalardir (Hallman ve ark.,
1997). Endofit bakteri kavrami ilk kez 1992 yilinda Kloepper ve ark., tarafindan
tanimlanmustir. Endofit bakteriler konukgusu olduklar1 bitkiler tarafindan ¢evresel stres
kosullarindan ve diger mikroorganizmalara karst besin rekabetinden korunurlar.
Endofitler bitkinin yasam kosullarina adapte olmuslardir ve patojenlere karsi bitki
immiin sistemini ve gelisimini destekleyerek konukgusuna yararli olabilmektedirler
(Siili ve ark., 2016). Endofitler bitkinin kok, gévde, yaprak ve tohum gibi hemen
hemen tiim dokularinda bulunabilirler. Arastirmacilar, endofitik bakterilerin bitki kok,
govde ve yapraklarda kolonize olmalarinin yani sira bitki igerisinde sitematik olarak
yayilabildiklerini ortaya koymuslardir (Hardoim ve ark., 2008).

Cesitli endofit bakterilerin fosfat, demir gibi mineral ve diger besin dongiilerine
katki yaparak bitki biiylimesini tesvik edici Ozellikleri ile ilgili pek ¢ok aragtirma
mevcuttur (Verma ve ark., 2001; Wakelin ve ark., 2004, Lee ve ark., 2004, Costa ve
Loper, 1994). Ancak, endofitik bakterilerin, endiistriyel 6neme sahip ikincil metabolitler
acisindan arastirilmasi ile ilgili ¢aligmalar goreceli olarak daha yeni ve daha sinirhdir
(Carrim ve ark., 2006). Bu nedenle bu mikroorganizmalar, farkli potansiyellere sahip
metabolitler ya da bilesikler kesfedebilmek i¢in yeni bir kaynagin iiyeleri olabilirler.
Bakteriler ¢ok 6nemli birincil ve ikincil metabolit kaynaklaridir. Ayrica kisa siirede
biiyiik miktarlarda ¢ogaltilabilmeleri ve metabolit sentezini arttirmak igin bakteriler
tizerinde genetik degisiklikler yapilabilmesi goreceli olarak daha kolaydir.

Sideroforlar, mikroorganizmalar, mantarlar ve bitkilerde bulunan ve genellikle
demir baglama 6zellikleri ile bilinen ¢ok farkli kimyasal yapi ihtiva edebilen hiicre disi
ikincil metabolitlerdir. Bakteri hiicreleri diisiik miktarlarda demir barindiran
habitatlardan hiicre igine demir iyonu alimi i¢in 6zel sistemler gelistirmistir. Ayrica,
aerobik kosullar altinda, demirin biyo-yararlanimi demir minerallerinin diisik
¢ozlinirliigli nedeniyle son derece kisithdir. Dolayisiyla bazi bakteriler siderofor

sentezler ve hiicre disina salgilarlar. Sideroforlar genel olarak yiiksek afiniteli demir



selatlama ajani olarak bilinirler (Matzanke, 1991). Diger bir anlatimla, sideroforlar
demir agligi kosullarinca g¢evrelenmis ortamlardan demir alabilmek i¢in canlilar
tarafindan sentezlenen demir baglayici sekonder metabolitlerdir (Hussein ve Joo, 2014).
Canlilar yapisal olarak birbirinden farkli kimyasal yapi ihtiva eden c¢ok cesitli
sideroforlar sentezleyebilir. Ayrica sideroforlarin, demir yaninda baska metalleri de
baglayabilme kapasitesine sahip oldugu bilinmektedir (Hofmann ve ark., 2020).
Endiistriyel tesislerden c¢evreye salinan metal yiiklii atik sular siiregler uygun sekilde
idare edilmezse ¢evresel bir tehdit olusturur (Verma ve ark., 2017). Sideroforlar ve
diger dogal selatlayicilar, metal yiiklii sularin aritilmasinda kullanim potansiyeli olan ve
yiikksek performans saglayan umut verici metal baglama 0&zelliklerine sahiptir.
Dolayisiyla agir metallerin ¢evresel aritiminda bakterilerin kullanimi da son yillarda
oldukga fazlaca 6nem kazanan bir strateji olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Bu tez calismasi kapsaminda daha dnce bazi kiiltiir ve yabanil tahil bitkilerinden
(Poaceae familyasi) izolasyonu gerceklestirilen 30 adet endofit bakteri izolatinin demir
(Fe*®) disinda iki agir metal iyonu olan kobalt (Co*™) ve nikel (Ni*?) stresi altinda
siderofor tretim kapasitelerinin arastirilmasi amaglanmis ve izolatlar bu 6zellikleri
acisindan ilk defa incelenmistir. Calismanin son asamasinda; siderofor aktivitesi

yoniinden yiiksek olan izolatlarin 16S rRNA dizi analizi ile molekiiler tanis1 yapilmistir.



2. KAYNAK BILDIiRISLERI

2.1. Endofit Bakteriler

Bitkiler stirekli olarak bakterilerle etkilesim halindedirler. Bitkilerle iliskili bu
bakteriler toprak ve toprakalti organlarda, bitki dokusu yiizeyinde epifit olarak ve
bitkilerin i¢ dokularinda endofit olarak kolonize olurlar. Endofit bakteriler, bitkilerin i¢
doku/ doku aralarinda yasayan, konukgusunda hastalik belirtilerine neden olmayan,
bitkilerin kdk, yaprak ve meyve gibi dokularinda kolonize olan bakterileridir (Petrini ve
ark., 1989; Hallmann ve ark., 1997; Ryan ve ark., 2008; Kumar ve ark., 2014).
Endofitler, yiizey sterilizasyonu yapilmis bitki dokularindan veya bitkinin ig
kisimlarindan izole edilen, yasamlarinin bir kismini veya tamamini bitki igerisinde
geciren bakteriyel ve fungal mikroorganizmalardir (Petrini ve ark., 1989; Hallmann ve
ark., 1997; Ryan ve ark., 2008; Kumar ve ark., 2014).

Endofit bakteri kavrami Kloepper ve arkadaslar tarafindan ilk kez 1992 yilinda
tanimlanmistir. Endofit bakteriler konukcusu olduklart bitkiler tarafindan cevresel
etkenlerden, diger milroorganizmalar ile besin rekabetinden korunurlar. Bu
mikroorganizmalar bitkinin segici ortamina adapte olmuslardir ve patojenlere karsi bitki
metabolizmasin etkileyerek bitkiye yararli olabilmektedirler (Siilii ve ark., 2016). Bu
bakteriler ayn1 zamanda faydali bakteriler olarak adlandirilir ve patojenik bakterilerin
tersine bitkilerinin iizerinde gozle goriilen bir etki olusturmazlar (Siilii ve ark., 2016).
Endofitler bitkinin kok, gévde, meyve ve ksilem gibi hemen hemen tiim dokularinda
bulunabilirler. Endofit bakterilerinin konukgular ile iliskileri ¢esitli ve karmasiktir
(Sili ve ark., 2016). Endofit bakteriler birgok bitki ile simbiyotik iliskiler olusturan
bakterilerdir ve hemen hemen tiim i¢sel dokularda bulunabilirler. Rhizobium bakteriler
ise kokiin yilizeyini kolonize ederler ve bitkinin yiizeysel hiicreleri arasi bosluklarda
koloni olustururlar ve genellikle kok nodiilleri olustururlar. (Schultze ve Kondorosi,
2002).



2.2. Endofit Bakterilerin Cesitliligi

Endofitik bakteriler, diger bitki iligkili bakterilere gore diisiik popiilasyon
degerlerinde bulunur (Hallmann ve ark., 1997; Rosenblueth ve Martinez-Romero,
2004). Endofitik yogunlugu, bakterinin tiiriine, bitki genotipine, konak¢inin hangi
metabolik asamada olduguna ve ¢evresel kosullara bagli olarak degismektedir (Pillay ve
Nowak, 1997).

Acidobacteria, Actinobacteria, Firmicutes, Fusobacteria, Gemmatimonadetes,
Nitrospira, Planctomycetes, Proteobacteria, Spirochaetes ve Verrucomicrobiae gibi ¢ok
farkli subelere ait kiiltiir edilebilen veya edilemeyen iki yiiz den fazla endofit bakteri
cinsi rapor edilmistir (Hallmann ve ark., 1997; Sessitsch ve ark., 2012; Sun ve Guo,
2012; Malfonova ve ark., 2013). Genel olarak endofit bakteriler {i¢ ana sube olarak
smiflandirilmiglardir. Bunlar Actinobacteria, Proteobacteria ve Firmicutes subeleridir.
Bu subelerin igerisinde Azoarcus, Acetobacter (Gluconobacter olarak yeniden
adlandirilmis), Bacillus, Enterobacter, Burkholderia, Herbaspirillum, Pseudomonas,
Serratia, Stenotrophomonas ve Streptomyces tiirleri vardir (Malfonova ve ark., 2013).
Bununla birlikte tanimlanan endofitlerin sayisi ¢ok daha azdir.

Endofitik bakteri tiirleri ¢ok ¢esitli bitki tiirlinden elde edilmis olsalar da
cogunlukta, , kanola (Brassica napus), domates (Lycopersicum esculentum), misir (Zea
mays), yulaf (Avena sativa), arpa (Hordeum vulgare), turp (Raphanus sativus) soya
fasulyesi (Glycine max), bezelye (P. sativum), patates (Solanum tuberosum), bugday
(Triticum aesitivum), marul (Lactuca serriola) ve salatalik (Cucumis sativa) gibi ¢esitli
kiltiirlenebilir bitkilerden izole edilerek tanimlanmistir. Bununla birlikte, ekonomik ve
medikal oneme sahip bazi bitkilerden de pek ¢ok bakteri susu izole edilmistir.
Aeromonas, Arthrobacter, Actinobacter, Erwinia, Agrobacterium, Alcaligenes,
Bacillus, Azospirillium, Enterobacter, Flavobacterium Pseudomonas, Acinetobacter,
Azotobacter, Burkholderia, Enterobacter, Flavobacterium, Rhizobium, ve Serratia

tiirleri bunlara 6rnek olarak gosterilebilir (Gray ve Smith, 2005).



2.3. Endofit Bakterilerin Bitkilerde Kolonizasyonu

Endofitik bakteriler; stoma, lentisel, yaralar, lateral koklerin ¢ikma alanlardan ve
kokgiikler yoluyla bitkiye girmektedir (Huang, 1986). Bircok tohum, c¢esitli endofit
baterileri tasimaktadir (Coombs ve Franco, 2003b; Hallmann et al., 1997). Endofit
bakterilerin tohumla tasinmasi, onlarin yeni bitkilerde varligini temin etmektedir.
Methylotroph’lar soyafasulyesinde tohumla taginmaktadir (Holland ve Polaco, 1994).
Vejetatif yolla ¢gogalanlar (6rnegin, patates yada sekerkamisi) kendi endofit bakterilerini

yeni nesile aktarabilen ve enfeksiyon islemini gerektirmeyen bitkilerdir.

2.4. Endofit Bakterilerin Tarimsal ve Biyoteknolojik Onemi

Bitkiler optimal metabolimalar1 igin ¢ok farkli bitki besin maddesine ve
elemente ihtiyag duyarlar. Bu elementlerin en yasamsal oneme sahip ii¢ tanesi hidrojen,
karbon ve oksijendir (White, 2006; Gardiner ve Miller, 2008; Fageria, 2009). Bitkiler
bu elementleri topraktan, atmosferden, su ve organik maddelerden kimyasal formda
elde edip kullanilirlar. Endofit bakterilerin bitkilere bu besinlerin temininde katkisi
yadsinamaz derecede biiytiktiir (Arachevaleta ve ark., 1989).

Endofit bakterilerin zararli mikroorganizmalarin bitkilerde gosterdikleri etkileri
onledigi veya azalttigi gozlemlenmistir. Bu bakterilerin konakgisina getirdigi faydalar
rizoferik bakterilerdeki sistemler ile oldukga benzerlik gostermeketedir (Kloepper ve
ark., 1999; Gray ve Smith, 2005). Bitkilerin endofitik bakteriler ile asilanmasiyla
fungal, bakteriyel, viral, bocek ve nematodlardan kaynakli zararlar azaltilabilmektedir
(Kerry, 2000; Sturz ve ark, 2000; Ping ve Boland, 2004; Berg ve Hallmann, 2006).

Bir¢ok endofit bakteri rizoferik bakteriler ile ortak cinslere sahiptir (Lodewyckx
ve ark., 2002). Ornegin; Pseudomonas sp., Burkholderia sp. ve Bacillus sp. Bu cinsler
cesitli sekonder metabolitlerin {ireticisidir. Sekonder metabolitler organizmalarin
biiyiimesi, gelisimi ve iiremesiyle direkt iligkili olmayan organik bilesiklerdir (Fraenkel
ve Gottfried, 1959). Genel olarak sekonder metabolitler uygun olmayan kosullarda
canlilar agisindan bir savunma yaniti olarak ortaya ¢ikmaktadir. Sekonder metabolitler,
yullardir tip ve endiistride kullanilmaktadirlar. Sekonder metabolit olan sideroforlar bu

anlamda dnemli bir yere sahiptir.



Endofitik ~ bakteriler ~ fitoremediasyonda  da  kullanilabilmektedirler.
Ksenobiyotikler ile kontamine olmus ¢evrede yetisen bitkilerin, bu bilesiklerin
parcalanmasini  saglayan genlere sahip olan endofit bakterileri biinyesinde
bulundurdugu gozlemlenmistir. Ayrica, nitro-aromatikler ile kontamine olmus tarimsal
alanlarda, bu bilesiklerin metabolize edilmesini saglayan enzimleri kodlayan genlerin
endofitik suslardaki varligi yaygin olarak bildirilmistir (Siciliano ve ark., 2001).
Yapilan bir calismada melez kavak agaglarindan (Populus deltoids x nigra) izole
edilmis bir endofit bakteri tiiriiniin, 2,4,6-trinitrotoluen gibi sayisiz nitro-aromatik
bilesigi pargalayabildigi gosterilmistir (Van Aken ve ark., 2004). Yapilan diger bir
calismada ise, genetik mithendisligi yolu ile degistirilmis endofit mikroorganizmalar ile
desteklenen bitkilerde nikel agir metaline karsi toleransin arttigi gozlemlenmistir
(Lodewyckx ve ark., 2001).

2.5. Sideroforlarin Genel Ozellikleri

2.5.1. Siderofor nedir?

Siderofor, kimyasal anlamda, demir elementinin yetersiz oldugu ortamlarda
prokaryotic ve Okaryotik organizmalar tarafindan sentezlenerek salgilanan diisiik
molekiil agirliga sahip, metal selatlayici bilesiklerdir (Miethke ve Marahiel 2007).
Bakteri yasaminda birgok metal cesitli enzimlerin kofaktorii olarak metabolizmaya
katilmakta ve organizma yagamina katki saglamaktadir. Bakterilerin, metalleri hiicre
icine alabilmeleri yasamlarinin devamlilig i¢in oldukca 6nemlidir. Bu nedenle diisiik
miktarda metal olan ortamlarda metal temin edilmesi Onemlidir. Bu amacla bu
ortamlardan metal temini yapilabilmesi i¢in bakteriler 6zel mekanizmalar gelistirmistir.
Bu sistemlerden biride siderofor iiretim mekanizmasidir. Sideroforlar, yiiksek afiniteli
ferrik demir selatérii olarak bilinirler ve dolayisiyla organizmalar1i bu metalle
besleyebilme kapasitesine sahiptirler. Ayrica sideroforlarin, demirin yaninda bagka
metalleri de baglayabilme kapasitesine sahip oldugu bilinmektedir.

Sideroforlarin yapis1 tilirler arasinda biiyiik degisiklikler gdstermektedir.
Bakteriler ve konakgilar1 demiri baglayabilmek igin kimyasal yapilari birbirinden farkli
sideroforlar sentezleyerek birbirleriyle yarisirlar (Miller ve ark., 2008). Bugiine kadar

yaklasik 500°den fazla siderofor cesidi farkli mikroorganizmalardan izole edilmistir



(Boukhalfa ve Crumbliss, 2002). Ayrica sideroforlar ¢ok zengin kimyasal g¢esitlenise
sahiptirler (Chu ve ark., 2010; Hider ve Kong, 2010).

2.5.2. Kimyasal yapilarina gore sideroforlar

Bir sekonder metabolit olan sideroforlar, c¢ok ¢esitli kimyasal yapilara
sahiptirler. Bu yiizden evrensel ve acik siniflandirilmalar1 zordur. Siniflandirma tiire
Ozgii ya da kimyasal iskeletlerine gore yapilmaktadir. Yapisal farkliliklara ragmen
sideroforlar demir (III) ile yaptiklari 6-koordineli kompleks olusturmalar1 ve biiyiik
termodinamik stabiliteleri ile birbirlerine benzemektedirler. Sideroforlarin kimyasal
baglama gruplari hidroksamatlarin oksijen atomlarmi, Kkatekolatlari, a-hidroksi-
karboksilik asitleri ve o- keto-karboksilik asitleri igerir.

Sideroforlar genel kimyasal yapilarina gore 4 smifta incelenmektedirler.
Sideroforlar, hidroksamatlar, katekolatlar, karboksilatlar ve karma yapili olarak
smiflandirilmistir (Sekil 2.1). Sekil 2.1°de tist kisimda 3 siderofor ¢esidi karboksilik
asit, katekollar ve hidroksamatlar gosterilmistir. Seklin alt kisminda ise metal

merkezleri iizerinden geometrik iki ana konfigilirasyon gosterilmistir.

Catecholate Phenolate

Enterobactin Pyochelin
Hydroxamate Carboxylate
;OH

OH =

O H

[e] ”\/\/\
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HO/
Alcaligin Rhizoferrin

Sekil 2.1. Siderofor tipleri ( Kramer ve ark. 2020).



2.5.3. Hidroksamat siderofor

Hidroksamat sideroforlar fungus ve bakteriler tarafindan iiretilirler. Ferrikrom
Ustilago sphaerogena tarafindan firetilen ilk siderofordur. Bu tip sideroforlar iig
sekonder hidroksamat grup icerir ve her bir grup iki oksijen molekiiliine ev sahipligi
yapar. Bu sideroforlara, desferrioksamin E, desferrioksamin B (deferoksamin),
enterobaktin, fusarinin C, ornibaktin, ferrioksamin ve ferrikrom 6rnek verilebilir (Crosa
ve Walsh, 2002).

2.5.4. Katekolat (Fenolat) siderofor

Sadece bakteriler tarafindan iiretilen Sideroforlarin en yaygin ikinci grubu
katekolat sideroforlardir. Katekolat sideroforlarda hidroksamat sideroforlar gibi
yapilarinda iki oksijen atomu icerirler. Hidroksamat ve katekolatlar, hekzadentat
oktahedral kimyasal yapisini olusturmak i¢in biinyelerinde oksijen bulundururlar.
Katekolat sideroforlara enterobaktin, vibriobaktin, agrobaktin, pyochelin ve

yersiniabaktin 6rnek verilebilir (Neilands, 1981).
2.5.5. Karboksilat sideroforlar

Karboksilat sideroforlar hidroksamat ve fenolat yapilarim bulundurmazlar. Fe*®
baglayabilmek i¢in a-hidroksikarboksilat ve karboksilat bilesiklerini kullanarak elde
edilirler. Karboksilat sideroforlara staphyloferrin A, mikobaktin, rhizoferrin,
petrobaktin, piyoverdin, azotobaktin ve ferribaktin 6rnek verilebilir (Dave ve Dube,

2000; Jimenez ve ark., 2010).
2.5.6. Kansik ligant
Bu yapidaki sideroforlar karboksilat ve hidroksil gruplarini birlikte barindirirlar.

Karigik siderofarlara 6rnek olarak, mikobaktin, petrobaktin, azotobaktin, pyoverdin,
yersiniabaktin ve maduraferin verilebilir (Modi ve ark., 2012; Ratul ve ark., 2012).



2.5.7. Siderofor iiretimi

Demir, canliligin baslangicindan itibaren yeryliziinde bulunanan canlilarin
yasamlarini siirdiirebilmeleri i¢in gerekli temel elementlerden biridir. Dogal ortamlarda
bol miktarda bulunmasina ragmen, serbest halde bulunan Fe™ iyonunun
mikroorganizmalar tarafindan dogrudan hiicre i¢ine alim1 son derece zordur (Varma ve
Chincholkar, 2007). Sideroforlar; alinabilir demirin sinirli oldugu ortamlarda
prokaryotik ve okaryotik organizmalar tarafindan sentezlenen diisiik molekiil kiitleye
(200-2000 Da) sahip metal selatlayici molekiillerdir (Schwyn veNeilands, 1987).

Demirin siderofor araciligiyla hiicre igine alinabilir hale getirilmesi konusunda
farkli mekanizmalar ortaya konmustur. En kabul gdren mekanizma; siderofor-Fe®
kompleksinin mineral yiizeylerinde olusmasi ve sonrasinda c¢evresindeki toprak
coOzeltisine aktarilarak mikroorganizmalar veya bitkiler tarafindan kullanilabilmesi i¢in
uygun hale gelmesidir (Kalinowski ve ark., 2000; Kraemer, 2004).

Mikroorganizmalarda sideroforlar araciligi ile demir alnimmi reseptor
molekiillerinin kullanildigi, enerji gidimli bir siirectir (Sigel ve Sigel 1998).
Mikroorganizmalar farkli siderofor-Fe*® transfer mekanizmalarina sahiptir. Bu
mekanizmalar Gram-pozitif ve Gram-negatif bakteriler arasindaki farkliliklart
gosterebilir. Gram-negatif bakteriler, hiicre yiizeyinde, siderofor-Fe** kompleksini
taniyan TonB dis hiicre zar1 reseptorlerine sahiptir (Krewulak ve Vogel 2008). Demir
siderofor kompleksi, hiicre dis zar reseptor proteinleri FecA ve FepA araciligi ile hiicre
igine taginir. Bir sonraki asamad, ATP baglanma kaseti (ABC) tagima sistemi olarak
smiflandirilan FecC,D,E ve FepC,D,E proteinlerine aktarilir ve Ton B hiicre zari
proteininin yardimiyla kompleks sitoplazmaya taginir (Davidson ve Nikaido 1991; Boos
ve Eppler 2001). Gram-pozitif bakterilerde, ikincil bir dis zar yapisi olmadigindan,
hiicre zarma tutunmus kompleks, periplazmik baglayici proteinler tarafindan yakalinir
ve daha sonra sitoplazmaya tasinir (Fukushima ve ark., 2013; Braun ve Hantke, 2011).

Sideroforlarin, Fe aliniminin diisiik oldugu durumlarda bitkilere Fe sagladigi
bilinmesine ragmen bu mekanizma tam olarak agiklanamamaktadir (Crowley 2006).
Bitkilerin, Fe aliminda sideroforlart kullandigina yonelik iki muhtemel mekanizma 6ne
stiriilmektedir. Birincisi, yliksek redoks potansiyeline sahip sideroforlarin kullanimidir.

Ancak bunlar Fe(Il)’nin bitkinin tasima sistemine gecisini azaltabilir. Ikinci
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mekanizmada ise; sideroforlar toprakraki demiri selatlar ve sonra fitosideroforlarla
ligand degisimi yapar (Masalha ve ark., 2000). Bu mekanizma, sideroforlar
konsantrasyonu, kok dokusu etrafindaki redoks potansiyeli ve pH gibi bir ¢ok degiskene
baghdir (Crowley, 2006).

2.6. Agir Metaller ve Siderofor Iliskisi

2.6.1. Agir metaller

Agir metal olarak adlandirilabilecek elementlerin siniflandirilmasi ¢ok cesitli
yontemlerle yapilmaktadir. Agir metal taniminin eksik ve karmasik olmasindan
kaynakli hangi elementleri kapsayip kapsamadiklari konusu karigiktir. TUPAC
(International Union of Pure and Applied Chemistry), agir metal tanimii yanlis
yonlendirici ve anlamsiz olarak yapmustir (Duffus, 2002). Bu isim siklikla kullanilmakla
beraber metaller bu grup igerisine kimyasal oOzellikleri tlizerinden yada fiziksel
ozellikleri lizerinden dahil edilmektedirler. Baz1 gruplarda, ayirt edici 6zellik olarak agir
metallerin diisik konsantrasyonlarda ki toksik etkileri dikkate alinmaktadir. Bu
tanimlama da agir metallerin canlilbik tizerindeki etkileri dikkate alindigindan
isimlendirmenin daha ¢ok biyolojik etki ilizerinden, biyoloji biliminin bakisina uygun
bir tanim olarak kullanildig1 ortaya ¢ikmaktadir. Agir metaller, canli ¢evre iizerinde ¢cok
biiyiilk zararlara yol acarlar. Bunun yani sira agir metal gruplar igerisinde canli
yasamina katki saglayan elementlerin de oldugu gézlenmistir.

Canlilar yasam dongiileri sirasinda hiicresel metabolik siireclerde kullanmak i¢in
metal iyonlarina ihtiya¢ duyarlar. Hiicrelerde temel metabolizma iyonlarinin yani sira
hiicresel siireclerde yapiya katilan metallede bulunmaktadir. Fe, Ni, Co, Cu, Mn, Mo
gibi elementler 6rnek verilebilir. Bu metallerin bakteriyel hiicrelerde uM seviyelerden
mM seviyelere kadar varolabildigi gosterilmistir (Heldal ve ark., 1985). Periyodik
cetvelde gecis elementleri, yari metaller, lantanitler ve aktinitleri iceren agir metal
gruplar1 ise genel olarak canli yasamina toksik etkiye yol acan metaller olarak
bilinmektedirler. Bazi metaller ise biyolojik fonksiyon gdstermezler, 6rnek olarak Hg,
Pb, Ag ve Al metalleri verilebilir. Canli yasamina yararli olan Vanadyum, Tungsten ve

Kadmiyum gibi bazi istisna agir metaller de tespit edilmistir (Lane ve ark., 2000; Lane
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ve ark., 2005). Istisnalar disinda olan toksik metallere kars1 organizmalar kendilerimi
korumak i¢in bazi mekanizmalar gelistirmiglerdir (Nies 1999; Nies 2003). Sideroforlar
bu mekanizmalara 6rnek olarak gosterilebilir. Metal kitligi kosullarinda bakteri besleme

gibi bir islev goriirken agir metal toksisitesine karsi1 bakterileri korumaktadirlar.

2.6.2. Sideroforlar ve demir

Daha onceki calismalarda demirin organizma yasaminda ne kadar 6nemli bir
element oldugu belirtilmistir. Sideroforlar organizmay1 demirle beslerler. Sideroforlar,
organizmayi demirle besleyebilmek i¢in aerobik ortamlarda ¢ogunlukla ¢oziinmemis
oksit anhidrat kompleksi halinde bulunan demiri selatlama gérevi yapmaktadir. Yani
organizmanin, aerobik ortamlarda demiri saf mineral halinde temin etmesinin zor
oldugu anlamina gelmektedir. Yapilan bir calismada, demirin (107 ile 102 M)
mikroorganizma ¢evresinde her zaman diigiik seviyede oldugu saptanmistir (Raymond
ve ark., 2003). Toprak agisindan degerlendirildiginde, siderofor konsantrasyonlarinin,
litre bagina 10 uM’den birka¢ uM’e kadar bulunabilecegi varsayilmaktadir (Hersman,
1995). Daha 6nce yapilan bir ¢alismada 1 uM seviyesinde ki demirin siderofor {iretimini
maksimuma ¢ikardig1 gozlenmistir (Dave ve Dube, 2000). Demirin ortam kosullarinda
bu kadar az bulunmasiyla sideroforlar, demiri mikroorganizma i¢in temin edebilir forma
getirerek ortami zenginlestirmis olmaktadirlar. Bunu yani sira ¢evre kosullarina gore
siderofor patojenik bir organizmaya aitse bazen viriilans faktorii olarak da

degerlendirilebilecek bilesenler olarak ortaya ¢ikmaktadirlar.

2.6.3. Sideroforlar ve diger metaller

Son yillarda yapilan ¢alismalarda agir metallerin de siderofor mekanizmasini
etkiledigi ortaya konmustur (Herlem ve ark., 1996, Neubauer ve ark., 2000).
Sideroforlar, canli organizmalara ait metal selatlama kompleksleri bir¢cok metal grubu
ile etkilesime girerek diislik miktarlarda metalleri canli yapisina kazandirmaktadirlar.

Bazi sideroforlar demir metaline daha fazla aktiflik ile baglarken diger metallere
daha diisiik bir aktiflik ile baglanmaktadirlar. Daha 6nce sideroforlarla Ag, Al, Cd, Cr,
Co, Eu, Ga, Hg, Mn, Ni, Pb, Sn, Tb, Tl, Zn gibi metallerin baglanmasina iliskin
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calismalar yapilmistir. Metallerin az oldugu kosullarda siderofor mekanizmasi
organizmaya katki sunarken, fazlalig1 kosullarinda metallerin canli hiicreye toksik etki
yaptig1 bilinmektedir. Bu kosullarda siderofor mekanizmasi fazla metallerden korunmak

icin denge ayarlayici rol iistlenmektedir (Schalk ve ark., 2011).



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Bakteri izolatlar

Bu calismada, Van Yiiziincii Y1l Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma
Boliimii, Bakteriyoloji laboratuvarinda stoklarinda bulunan, Van ili ve civarinda, bazi
kiltlir ve yabanil tahil bitkilerinden (Poaceae familyasi) izole edilmis endofit bakteriler
kullanilmistir (Cizelge 3.1). Bu tez c¢alismasinda kullanilan 30 adet izolat, devam
etmekte olan Van Yiiziincii Y1l Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon
Birimi tarafindan desteklenen FYL-2020-8551 kod numarali “Van Golii havzasindaki
kiiltiir ve yabani bugdaygil tiirlerinden Endofit Bakteri izolasyonu karakterizasyonu ve
bu bakterilerin kuraklik stresi ve bitki gelisimine olan etkinliklerinin belirlenmesi”

baslikli proje kapsaminda toplanan izolatlardan se¢ilmistir.

Cizelge 3.1. Kullanilan izolatlar, konukgular1 ve izole edilen organlar

izolat No  Izolat Kodu Konukgu Izolasyon Yapilan Organ

1 G119Y2T Cipil Yaprak
2 G88K1 Tir Bugday Kok

3 G119S1 Cipil Stirgiin
4 G120S3 Hanim Tarag1 Siirgiin
5 G32S82 Piiskiillii Cayir Otu Siirgiin
6 G25K3 Kamis Kok

7 G30S1 Yabani Arpa Siirglin
8 G47K1 Teshis edilemedi Kok

9 G56Y1 Iki Sirali Arpa Yaprak
10 G33Y3 Yabani Bugday Yaprak
11 G88S1 Tir Bugday Stirgiin
12 G20Y3 Yabani Bugday Yaprak
13 G115S1 Eromopyrum Siirgiin
14 G24Y1 Yabani Arpa Yaprak
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Cizelge 3.1. Kullanilan izolatlar, konukgular1 ve izole edilen organlar (devam)

izolat No izolat Kodu Konukcu izolasyon Yapilan Organ
15 G79Y2 Iki Sirali Arpa Yaprak
16 G35S1 Yabani Bugday Siirgiin
17 G111K3 Kelt Kuyrugu Kok
18 G37K1 Tir Bugday Kok
19 Go6Y2 Bugday Yaprak
20 G45K1 Eromopyrum Kok
21 G9Y2 Yabani arpa Yaprak
22 G15S81 Yulaf/Albatros Stirglin
23 G12S81 Arpa/Ozdemir Stirgiin
24 G101K4 Kelt Kuyrugu Kok
25 G99K3 Yabani Arpa Kok
26 G53Y2 Domuz Ayrigi Yaprak
27 G111K1 Kelt Kuyrugu Kok
28 G105Y1B Domuz Ayrigi Yaprak
29 G45Y1 Kil¢iksiz Brom Yaprak
30 G135Y4 Bugday Yaprak

3.2. izolatlarin Gelistirilmesi

%20 gliserol igeren nutrient sivi besiyerinde -80°C’de saklanan saf kiiltiirlerin

gelistirilmesi i¢in kullanilan nutrient agar (NA) besiyerinin Cizelge 3.2’de verilmistir.

Cizelge 3.2. Izolatlarm gelistirilmesi icin kullanilan nutrient agar besi ortami bilesimi

Besiyeri Bilesen Miktar (1 L, pH 7.5)
Et Oziitii 1g
Maya Oziitii 29
Nutrient Agar NaCl 50
Pepton 59
Agar 15¢
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3.3. izolatlarin Kobalt (Co), Nikel (Ni) ve Demir (Fe) Elementleri icin Minimum

Inhibisyon Konsantrasyon Degerlerinin (MIC) Belirlenmesi

izolatlarin her bir metal iyonu i¢in Minimum Inhibitér Konsantrasyon (MIC)
degerleri, katt besiyeri ortamindaki agir metal konsantrasyonlar1 izolatlar
bliyliyemeyene kadar kademeli olarak artirilarak belirlenmistir. Bunun i¢in CoCly,
NiSO, ve FeCl; stok soliisyonlari hazirlanarak, filtrasyon yontemi ile sterilizasyonlari
saglanmistir (Cizelge 3.3, Sekil 3.1). Kobalt i¢in, 0,1 mM araliklarla 0 mM-1 mM
arasinda CoCls iceren nikel i¢in 0,1 mM araliklarla 0 mM-3 mM arasinda NiSO, igeren
ve demir i¢in, yine 0,1 mM araliklarla 0 mM-3 mM arasinda FeClj igeren besi ortamlari
kullanilmistir. Metallerin ilgili konsantrasyonlarint igeren NA besi ortamlarini
hazirlamak i¢in, otoklav yolu ile sterilize edilmis ve 60-70 °C ye kadar sogutulmus besi
ortamlarina gerekli hacimde alinan ilgili metal stogu eklenmis ve karistirilarak aseptik
kosullarda petrilere  dokilmiistir. EB izolatlarn  10° cfu/ml yogunlugunda
stispansiyonlar1 hazirlanmistir. Bu siispansiyonlardan 20 ul alinarak hazirlanan NA besi
ortamina birbirinden esit uzakliktaki noktalara damlatma yolu ile ekimler yapilmistir. 10
giinliik inkiibasyondan sonra bile izolatlar petrilerde biiylimediginde MIC degerleri not

edilmistir.

Cizelge 3.3. Metal stok soliisyonlari

Soliisyon Bilesen Miktar (20 mL, 0,1 M)
CoCl, (MW=129,84 CoCl, 0.260 g
g/mol) dH,0 20 mL

Soliisyon Bilegen Miktar (50 mL, 0,05 M)
NiSO, (MW=154,76 NiSO, 0.380 g
g/mol) dH,0 50 mL

Soliisyon Bilesen Miktar (20 mL, 1 M)

FeCls 3249

FeCl; (MW=162,20 g/mol)
dH,0 20 mL
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Sekil 3.1. Soldan saga dogru sirastyla Nikel (0.05 M), Demir (0.1 M) ve Kobalt (0.1 M)
stok soliisyonlart.

3.4. Siderofor Aktivitelerinin Belirlenmesi
3.4.1. Chrome azurol S (CAS) testi

CAS agar deneyi, siderofor molekiillerinin Fe** i¢in yiiksek afinite gdstermesini
temel alan ve siderofor tespitinde kullanilan evrensel bir testtir. HDTMA igeren CAS
agar petrileri, Fe*®* ile Chrome Azurol Sulfonate (CAS) boyasmin kompleks
olusturmasindan dolayr mavi renktedir. HDTMA ortamda boyanin ¢okmesini
engellemekte ve bakteriyel biiylimeyi tesvik etmektedir. Siderofor varliginda asagida
belirtilen reaksiyon gerceklesir, serbest boya agiga ¢ikar ve mavi renk turuncuya

doniistir.
Fe*- CAS (mavi) + Siderofor —— Fe™® — Siderofor + CAS (turuncu)

Deneye baglamadan o©nce, cam egyalar demiri uzaklastirmak i¢in 3 M
hidroklorik asit (HCI) ile durulanmis ve ardindan deiyonize suda yikanmistir (Cabaj ve
Kosakowska, 2009). CAS reaktif boyasi, Schwyn ve Neilands (1987) uyarinca
hazirlanmistir (Cizelge 3.4). Bakteriyel izolatlarin siderofor liretme yetenegi, Schwyn
ve Neilands (1987)’in gelistirdigi orjinal evrensel CAS-siderofor testinin modifiye
edilmis versiyonu kullanilarak belirlenmistir (Hu ve Xu, 2011; Arora ve Verma, 2017).

CAS agar petrileri, 900 ml sterilize edilmis Luria Broth (LB) agar ortamina ayrica steril
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edilmis 100 ml CAS reaktif soliisyonu karistirilarak hazirlanmistir (Cizelge 3.4, Sekil
3.2). CAS reaktif boyasinin ve LB agar besi ortaminin final pH’1 otoklav 6ncesi NaOH
ve HCI kullanilarak yavasca 6.8’e getirilmis ve bu deger asilmamustir.

Saf kiiltiir halinde elde edilen izolatlar CAS Agar besiyerine nokta ekim teknigi
ile transfer edilerek 25°C’de 7 giin inkiibe edilmistir. Inkiibasyona birakilan ve
kolonileri etrafinda olusan turuncu renkli zonlar siderofor olusumu olarak ve CAS testi
icin pozitif izolatlar olarak degerlendirilmislerdir (Payne, 1994). Biitiin analizler {icer

tekrarli olacak olarak gerceklestirilmistir.

Cizelge 3.4. Chrome azurol S (CAS) reaktif soliisyonu hazirlanis

1. 60.5 mg chrome azurol S (CAS) 50ml saf su iginde

Chrome azurol S ¢Oziiliir.
(CAS) reaktif 2. 10 mM HCI i¢inde hazirlanmis 1 mM, 10 ml Fe™
soliisyonu soliisyonu (0.027g FeCl3.6H,O /100ml dH,0) bir

numarali soliisyona eklenir.

3. 729 mg HDTMA 40 ml saf su iginde ¢oziilerek
yukaridaki soliisyona eklenerek toplam hacim 100 ml’ye
tamamlanir.

Olusan koyu mavi siispansiyon otoklavda sterilize edilir (121°C/

15 dk.)

Cizelge 3.5. Luria Broth (LB) agar bilesimi

Besiyeri Bilesen Miktar (1 L, pH 7.5)
Tripton 109
Maya Oziitii 50

Luria Broth Agar
NaCl 10¢

Agar 15¢
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Sekil 3.2. CAS agar petrileri.

3.4.2. Sideroforlarm Fe™ disinda Co*? ve Ni*? metallerini baglama kabiliyetinin

belirlenmesi

Sideroforlarin demir disinda kobalt ve nikel metallerini baglama kabiliyetini
taramak icin farkli metaller (Co ve Ni) iceren Chrome azurol S (CAS) reaktif soliisyonu
(boyasi) hazirlanmistir (Mehnert ve ark., 2017; Hofmann ve ark., 2021). CAS reaktif
boyasi, Schwyn ve Neilands (1987) uyarinca hazirlanmis ancak karisimda yer alan 1
mM Fe*® yerine yine ayn1 derisimde (1 mM) CoCl, veya NiSO, kullanilmistir (Cizelge
3.4). Boliim 3.4.1°de ayrintilari ile calisma prensibi verilen CAS agar petrilerinde, Fe*
yerine Co*? veya Ni*?ile Chrome Azurol Sulfonate (CAS) boyasi kompleks olusturur ve
metal-selatlama ajan1 (siderofor) varliginda belirtilen reaksiyon gergeklesir, serbest
boya agiga ¢ikar ve mavi renk turuncuya doniisiir.

Saf kiiltiir halinde elde edilen izolatlar CAS Agar besiyerine nokta ekim teknigi
ile transfer edilerek 25 °C’de 7 giin inkiibe edilmistir. Inkiibasyona birakilan ve
kolonileri etrafinda olusan turuncu renkli zonlar siderofor olusumu olarak ve CAS testi
icin pozitif izolatlar olarak degerlendirilmislerdir (Payne, 1994). Biitiin analizler {icer

tekrarli olacak olarak gerceklestirilmistir.
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3.4.3. Agir metal iceren CAS besi ortamlarinda siderofor tespiti

Izolatlarin agir metal stresi altinda siderofor iiretim profillerini incelemek igin
izolatlarin her bir metale kars1 verdikleri MIC degerleri géz 6niinde bulundurularak, bu
metallerin  CAS besi ortamlarindaki final konsantrasyonlar1 belirlenmistir. Besi
ortamlarindaki final konsantrasyonlari CoCl; i¢in 0,3 mM, NiSO, i¢in 0,8 mM ve FeCl;
icin 1 mM olarak belirlenmistir. Belirlenen konantrasyonlarda metal igeren CAS-LB
agar besi ortamlarin1 hazirlamak i¢in agir metaller steril soliisyon halinde, yukarida
belirtilen final konsantrasyonlar elde edilecek sekilde, metallerin daha 6nce hazirlanan
stok soliisyonlarindan CAS-LB besi ortamlarina eklenerek hazirlanmistir (Cizelge 3.5).
Ayrica ¢alismanin bu boliimiinde hazirlanan tiim besiyerlerinde CAS-Fe* reaktif boyasi
kullanilmuastir.

Saf kiiltiir halinde elde edilen izolatlar CAS Agar besiyerine nokta ekim teknigi
ile transfer edilerek 25 °C’de 7 giin inkiibe edilmistir. Inkiibasyona birakilan ve
kolonileri etrafinda olusan turuncu renkli zonlar siderofor olusumu olarak ve CAS testi
icin pozitif izolatlar olarak degerlendirilmislerdir (Payne, 1994). Biitlin analizler {icer

tekrarli olacak olarak gergeklestirilmistir.
3.4.4. izolatlarn siderofor iiretim indekslerinin belirlenmesi

Izolatlar i¢in, siderofor {iretim indeksi (SI) béliim 3.2.2” de belirtilen inkiibasyon
siirelerinin sonunda alinan Olc¢timler kullanilarak hesaplanmistir. Siderofor {iretim
Indeksleri, ilk olarak ekstraseliiler enzim iiretim indeksi olarak kullanilan yontem baz
alinarak, ilgili testte Olciilen ortalama zon ¢aplarinin ortalama koloni ¢aplarina orani
olarak ifade edilmistir (Carrim ve ark., 2006; Jena ve Rath., 2013; Dogan ve Taskin,
2021). Bu caligmada siderofor iiretim indeks (SI) degeri 1.25 ve alt1 degerler
degerlendirme dis1 tutulmustur.
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Sekil 3.3. Calismada kullanilan izolatlarin siderofor iiretim indekslerinin (SI)
hesaplanmasi (Dogan ve Tagkin, 2021).
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3.5. Bakterilerin Kismi 16S rRNA Dizi Analizi ile Molekiiler Tanimlanmasinin

Yapilmasi

Izolatlarm  CAS-LB  besi  ortamlarindaki  siderofor  aktivitelerinin
belirlenmesinden sonra farkli zon caplari veren, 10 adet izolat tami islemleri igin
secilmistir. Kismi 16S rRNA baz dizisinin belirlenmesi yontemi ile bakterilerin tanist;
DNA izolasyonu, izole edilen DNA’nin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile
cogaltilmasi, PZR {iriinlerinin agaroz jelde yiiriitiilmesi, ¢cogaltilan DNA’nin baz dizi
sirasinin belirlenmesi ve bu siranin veri tabaninda bulunan mikroorganizmalara ait baz

dizi siralar1 ile karsilastirilarak isimlendirilmesi asamalarindan olusmustur.

3.5.1. DNA izolasyonu

PZR reaksiyonlarinda kalip olarak kullanilmak i¢in, ilgili izolatlardan total DNA
izolasyonu kaynatma yontemi ile yapilmistir. Bunun igin yaklasik 10’ CFU/mL
yogunlugundaki bakteri siispansiyonundan 2 mL almnarak 10 dk kaynatilmis ve
santrifiijlenerek hiicre kalintilar1 uzaklastirilmistir (Newton, 1995). Total DNA igeren
supernatant temiz bir tiipe transfer edilerek, PZR reaksiyonlarinda kalip DNA kaynagi

olarak kullanilmstir.
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3.5.2. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)

PZR reaksiyonlarinda 27f (5’-AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3’) ve 1492r
(5’- TAC GGT TAC CTT GTT ACG ACT T-3’) evrensel primer ¢ifti kullanilmigtir
(Lane, 1991). Izole edilen DNA’daki 16S rRNA gen bolgelerinin PZR ile ¢ogaltilmasi
amactyla, her bir 6rnek i¢in toplam hacim 50 pl olacak sekilde asagidaki PZR karisim

hazirlanmis ve reaksiyonlar ¢izelge 3.6’da verildigi gibi gergeklestirilmistir;

PZR karigima;

7.5 pl kalip DNA

5 ul PZR Tamponu (10X)

3 ul MgCl; (25 mM)

2.5 pl Tag DNA polimeraz

4 ul ANTP karigimi (0.3 mM )

5 pl 27f primerinden (20 pmol)

5 pl 1492r primerinden (20 pmol)

V VV V YV V VYV

20 pl steril distile su

Cizelge 3.6. 16S rRNA bolgelerinin ¢ogaltilmas1 PZR kosullar

Sicaklik Stire Dongii Sayist
95°C 5 dk 1
94°C 1dk
55°C 1 dk 30
72°C 2 dk
72°C 10 dk 1

3.5.3. PZR iiriinlerinin agaroz jelde yiiriitillmesi

5 uL PZR iiriiniine 1 pL jel yiikleme tamponu eklenip, 1X TAE ile hazirlanmig
%1°lik agaroz jeldeki kuyucuklara yiliklenmistir. PZR {iriinlerinin biiytikliiklerini
belirlemek i¢in agaroz jeldeki ilk kuyucuga 100bp DNA marker yiiklenmistir. Jel 100

voltta 1 saat yiiritiildiikten sonra etidyum bromiir ile boyanarak UV 15181 altinda
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incelenmistir.

3.5.4. PZR iiriinlerinin sekans analizi

PZR firtinleri Sanger dizileme teknigi kullanilarak hizmet alim1 (BM Labosis/
Ankara) yolu ile yaptirilmigtir. Kismi 16S rRNA dizilemesi 27f ileri primeri
kullanilarak  tek  yonli  olarak  gergeklestirilmistir.  Elde edilen diziler
“https://www.ezbiocloud.net/” adli internet sayfasinda yer alan veri tabami ile
karsilagtiritlmis ve sonrasinda diziler GenBank sitesine girigleri yapilarak “accession”

erisim numaralar1 alinmistir.

3.6. Verilerin Analizi

Tiim nitel enzim Sl¢lim deneyleri dorder tekrarlt ve her bir petri 6l¢imii ikiser

tekerriirlii olacak sekilde yapilmastir.

3.7. istatistiksel Analiz

Calismada elde edilen siderofor iiretim (SI) indeks verilerinin istatistik
analizinde, SAS 9.4 (SAS, 2014) paket programi kullanilmigtir. Gruplara ait ortalamalar
arasindaki farkliliklarin belirlenmesinde genel dogrusal model (GLM) analizi yapilarak,
gruplar arasindaki farkliliklarin  belirlenmesinde Duncan coklu karsilastirma testi

kullanilmistir.


https://www.ezbiocloud.net/

4. BULGULAR

4.1. izolatlarin Kobalt (Co), Nikel (Ni) ve Demir (Fe) Elementleri i¢cin Minimum

Inhibisyon Konsantrasyon (MIC) Degerlerinin Belirlenmesi

Bu caligmada, Van golii havzasi igerisinde, farkli bolgelerden, ¢esitli kiiltiir ve
yabanil tahil bitkilerinin saglikli kok, siirgiin ve yaprak bolgelerinden daha 6nce Van
Yiiziincii Y11 Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan
desteklenen ve devam etmekte olan, FBA-2020-8551 kod numarali “Van Goli
havzasindaki kiiltiir ve yabani bugdaygil tiirlerinden endofit bakteri izolasyonu
karakterizasyonu ve bu bakterilerin kuraklik stresi ve bitki gelisimine olan
etkinliklerinin belirlenmesi” basliklt proje kapsaminda izolasyonu yapilan endofit
bakteri izolatlar1 kiitphanesinden temin edilen 30 adet izolat kullanilmustir.

25°C’de gelisen toplam 30 adet izolat 3.3.’de belirtildigi gibi, LB kat1 besi
ortaminda her bir metal iyonu i¢in Minimum Inhibitér Konsantrasyon (MIC) degerleri
incelenmistir (Sekil 4.1). Kat1 besi ortamindaki agir metal konsantrasyonlar1 izolatlar
biliyliyemeyene kadar kademeli olarak artirilarak belirlenmistir. Cizelge 4.1., 4.2. ve
4.3.°de bu izolatlarin denenen agir metal iyon konsantrasyonlarindaki gelisebilme
profilleri yer almaktadir.

Kobalt i¢in, 0.1 mM araliklarla 0 - 1 mM arasinda CoClz igeren besi
ortamlarinda 30 adet izolatin koloni gelisim profilleri ortaya konmustur. Sonuclar 0.9
mM ve lstii CoCl; igeren besi ortamlarinda hicbir izolatin gelisemedigini ortaya
koymustur. Izolatlar kobalt metali i¢in farkli MIC degerleri ortaya koymasina ragmen
en yiiksek degeri 0.8 mM ile 7(G30S1) izolat gostermis, en diisiik degeri 0.3 mM ile
5(G32S2), 6(G25K3), 8(G47K1), 9(G56Y1), 10(G33Y3), 15(G79Y2), 19(G6Y2),
24(G101K4), 28(G105Y1B) ve 29(G45Y1) kod numarali izolatlar gostermistir (Cizelge
4.1).

Nikel i¢in, 0,1 mM araliklarla O - 3 mM arasinda NiSOg igeren besi ortamlarinda
30 adet izolatin koloni gelisim profilleri ortaya konmustur. Sonuglara gore 20 adet izolat

1.1 mM ve {istii NiSO4 konsantrasyonlarinda gelisim gosterememistir. 18(G37K1) ve
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29(G45Y1) kod numarali izolatlar 2.6 mM a kadar gelisim gostererek nikele karsi en
direncli izolatlar olmuslardir (Cizelge 4.2).

Demir igin, yine 0.1 mM araliklarla 0 - 3 mM arasinda FeCls igeren besi
ortamlar1 kullanilmistir. Demir i¢in en diisiik inhibisyon degerini 3(G119S1) izolat 1.1
mM ile gostermistir. 18 adet izolat ise 2.9 mM ve {istli demir konsantrasyonlrinda

gelisim gosterememistir (Cizelge 4.3).

C

Sekil 4.1. izolatlarin Kobalt (A), Nikel (B) ve Demir (C) elementleri i¢in minimum
inhibisyon konsantrasyon degerlerinin belirlenmesinde kullanilan 6rnek
petri fotograflari.
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Cizelge 4.1. Kobalt (Co) metalinin 30 adet izolat i¢in minimum inhibisyon konsantrasyon (MIC) degerleri

Kobalt (Co) Konsantrasyonu 5 i\ 04mM 02mM 03mM 04mM 05mM 0.6mM  07mM  08mM  09mM  1mM

izolat No izolat Kodu
1 G119Y2T + + + + + - - - -
2 G88K1 + + + + + + + - - - -
3 G119S1 + + + + + - - - - - -
4 G120S3 + + + + + + + - - - -
5 G32S2 + + + + - - - - - - -
6 G25K3 + + + + - - - - - - -
7 G30S1 + + + + + + + + + - -
8 G47K1 + + + + - - - - - - -
9 G56Y1 + + + + - - - - - - -
10 G33Y3 + + + + - - - - - - -
11 G88S1 + + + + + + + - - - -
12 G20Y3 + + + + + + + - - - -
13 G115S81 + + + + + + + - - - -
14 G24Y1 + + + + + + + - - - -
15 G79Y2 + + + + - - - - - - -
16 G35Ss1 + + + + + - - - - - -
17 G111K3 + + + + + + - - - - -
18 G37K1 + + + + + + - - - - -
19 G6Y2 + + + + - - - - - - -
20 G45K1 + + + + + + + - - - -
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Cizelge 4.1. Kobalt (Co) metalinin 30 adet izolat i¢in minimum inhibisyon konsantrasyon (MIC) degerleri (devam)

Kobalt (Co) Konsantrasyonu 5 v g1 mM 02mM 03mM 04mM  05mM  06mM  07mM  08mM  09mM  1mM

izolat No izolat Kodu
21 G9Y2 + + + + + + - - - -
22 G15S1 + + + + - - - - - -
23 G12S1 + + + + - - - - - -
24 G101K4 + + + + - - - - - - -
25 G99K3 + + + + + + - - - - -
26 G53Y2 + + + + + + - - - -
27 G111K1 + + + + + + - - - -
28 G105Y1B + + + + - - - - - - -
29 G45Y1 + + + + - - - - - - -
30 G135Y4 + + + + + - - - - - -

+: Koloni olusumu var. -: Koloni olusumu yok.
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Cizelge 4.2. Nikel (Ni) metalinin 30 adet izolat i¢in minimum inhibisyon konsantrasyon (MIC) degerleri

Nikel (Ni)

0 mM 1 mM 11lmM 12mM 13mM 14mM 15mM 16mM 17mM 18mM 1.9mM
Konsantrasyonu

izolat No izolat
Kodu

G119Y2T
G88K1
G119S1
G120S3
G32S2
G25K3
G30S1
G47K1
G56Y1
G33Y3
G88S1

©O© 00O N o o~ WODN P

H
o
+ + 4+ + + + + + + + 4+

+ + 4+ + + + + + + o+ 4+
1
1
1
1
1
1
1
1
1

[N
[EEN




Cizelge 4.2. Nikel (Ni) metalinin 30 adet izolat i¢gin minimum inhibisyon konsantrasyon (MIC) degerleri (devam)

28

Nikel (Ni) 0 1 11 1.2 1.3 14 15 1.6 17 1.8 1.9 2 2.1 2.2 2.3 2.4 2.5 2.6
Konsantrasyonu mM mM mM mM mM mM mM mM mM mM mM mM mM mM mM mM mM mM
izolat izolat

No Kodu

12 G20Y3 + + - g - - . - - - - - - - _ R i _
13 G115S1 + + + + + - - - - - - - - - - - R -
14 G24Y1 + + + + - - - - - - - - - - - - - -
15 G79Y2 + + - - - - - - - - - - - - ; - - -
16 G35S1 + + - - - - - - - - - - - - ; - - -
17 G111K3 + + + + - - - - - - - - - - ; - - -
18 G37K1 + + + + + + + + + + + + + + + + + -
19 G6Y2 + + - - - - - - - - - - - - i - - R
20 G45K1 + + - - - - - - - - - - - - - - - -
21 G9Y2 + + + + - - - - - - - - - - R - - _
22 G15S1 + + - - - - - - - - - - - - - - - -
23 G12S1 + + - - - - - - - - - - - - - - - _
24 G101K4 + + - - - - - - - - - - - - - - - _
25 G99K3 + + - - - - - - - - - - - - - - - _
26 G53Y2 + + + + - - - - - - - - - - R - - _
27 G111K1 + + - - - - - - - - - - - - - - - -
28 G105Y1B + + - - - - - - - - - - - - - - - -
29 G45Y1 + + + + + + + + + + + + + + + + + -
30 G135Y4 + + - - - - - - - - - - - - - - ; -

+: Koloni olusumu var. -: Koloni olusumu yok.
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Cizelge 4.3. Demir (Fe) metalinin 30 adet izolat icin minimum inhibisyon konsantrasyon (MIC) degerler

21 22 23 24 25 26 27 28 29

2

0 1 1.1 1.2 1.3 14 15 16 17 1.8 1.9
mM mM mM mM mM mM mMM mM mM mM mM mM mMM mMM mM mM mMM mMM mM mM mM

Demir (Fe)
Konsantrasyonu

izolat

izolat

Kodu

No

+
+

G119Y2T
G88K1

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20

G119S1

+
+
+
+
+
+

G120S3
G3252
G25K3
G30S1
G47K1
G56Y1
G33Y3
G88S1
G20Y3

+
+
+
+
+
+

G11581
G24Y1
G79Y2
G35S1

G111K3
G37K1
G6Y2
G45K1

+
+
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Cizelge 4.3. Demir (Fe) metalinin 30 adet izolat i¢in minimum inhibisyon konsantrasyon (MIC) degerleri (devami)

Demir (Fe) 0 1 11 12 13 14 15 16 17 18 19 2 21 22 23 24 25 26 27 28 29
Konsantrasyonu mM mM mM mM mM mM mM mM mM mM mM mM mM mM mM mM mM mM mM mM mM

izolat izolat

No Kodu

21 G9Y2 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + -
22 G15S1 + + + + + + + + + + + - - - - - -
23  Gl2s1 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + -
24 G101K4 + + + + + + + + + + + - - - - - - - - - -
25 G99K3 + + + + + + + + + + + - - - - - ; ; - - R
26 G53Y2 + + + + + + + + + + + - - - - - - - - - -
27 G111K1 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + -
28 G105B + + + + + + + + + + + - - - - - - _ - - -
29 G45Y1 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + -
30 G135Y4 + + + + + + + + + + + - - - - - - _ - - -

+: Koloni olusumu var. -: Koloni olusumu yok.
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4.2. Sideroforlarin Fe™ Disinda Co*? ve Ni** Metallerini Baglama Kabiliyetinin

Belirlenmesi

Calismanin bu asamasinda Fe™, Co*? ve Ni*® metalleri ile hazirlanan CAS
reaktif boyasi i¢eren ii¢ ayr1 kat1 LB besi ortam1 hazirlanmis ve daha dnceki boliimlerde
anlatildig1 gibi izolatlar bu besi ortamlarina inokiile edilmistir. 25°C’de 7 giin
inkiibasyona birakilan ve kolonileri etrafinda olusan sari-turuncu renkli zonlar siderofor
olusumu olarak ve CAS testi icin pozitif izolatlar olarak degerlendirilmislerdir (Payne,
1994) (Cizelge 4.2).

Bu asamada besi ortamlarina CAS reaktif boyasi disinda metal eklemesi
yapilmamistir. Burada izolatlarin Fe* ihtiyaglarini karsilamak igin trettikleri sidrofor
molekiillerinin Fe*® diginda Co*? ve Ni*? agir metallerine baglanabilme kabiliyetlerinin
test edilmesi amaclanmistir. Fe*® yerine, Co™ veya Ni*? metallerinin Chrome Azurol
Sulfonate (CAS) boyast kompleks olusturmasi ve sonrasinda izolatlar tarafindan
salgilanan metal-selatlama ajanlarinin  (siderofor) metalleri kendine baglamasi
sonucunda serbest boyanin agiga ¢ikmasi, izolat ¢evresinde sar-turuncu bir zon olusturur
(Sekil 4.2).

Inkubasyon sonunda elde edilen zon ve koloni ¢aplar1 kullanilarak olusturulan
siderofor tiretim indeksleri (SI) verilerine gore G119S1, G25K3, G79Y2, G35S1,
G6Y2, G9Y2, G12S1, G101K4, G53Y2 ve G135Y4 kod numaral1 10 adet izolatin CAS-
Fe* iceren besi ortami da dahil olmak iizere siderofor iretmedigi goriilmiistiir. Bu
izolatlarin digindaki 20 adet izolatin farkli SI degerlerinde siderofor {irettikleri ortaya
konmustur (Cizelge 4.2). Ayrica yine bu 20 adet izolatin sentezleyip besi ortamina
salgiladiklar1 siderofor molekiillerinin her ii¢ metal (Fe+3, Co*? ve Ni+2) icin afiniteleri
oldugu agikca goriilmiistiir.

Cizelge 4.2 de gorildiigii gibit G119Y2T, G111K3 ve G30S1 gibi izolatlarin her
iic metal i¢in verdigi SI degerleri benzer iken G88K 1, G47K1 ve G45Y1 gibi izolatlarin
bu ii¢ metal icin gosterdikleri SI degerlerinin birbirlerinden oldukga farkli oldugu, farkl

metaller i¢in farkli zon degerleri verdikleri gdzlemlenmistir.
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Sekil 4.2. Ayn1 kod numarali izolatlar ile soldan saga sirasiyla NiSO4, CoCl, ve FeClsile
hazirlanmis CAS reaktif boyasi iceren kati LB besi ortamlarinda yapilmig
siderofor CAS testi 6rnek petri fotografi.

4.3. Agir Metal iceren CAS Besi Ortamlarinda Siderofor Tespiti

Calismanin bu asamasinda izolatlarin agir metal stresi altinda siderofor iiretim
profillerini incelemek amaglanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda izolatlarin her bir metale
kars1 verdikleri MIC degerleri géz Onilinde bulundurularak, bu metallerin CAS besi
ortamlarindaki final konsantrasyonlart belirlenmistir. Besi ortamlarindaki final
konsantrasyonlarit CoCl; i¢in 0,4 mM, NiSOy i¢in 0.8 mM ve FeCl; i¢in 1 mM olarak
belirlenmistir. Belirlenen konsantrasyonlarda metal igeren CAS-LB agar besi
ortamlarini hazirlamak i¢in agir metaller steril soliisyon halinde, yukarida belirtilen final
konsantrasyonlar elde edilecek sekilde, metallerin daha Once hazirlanan stok
sollisyonlarindan CAS-LB besi ortamlarina eklenerek hazirlanmistir. Ayrica higbir
metal stresi olugturmayan, CAS-LB agar iceren petrilerde kontrol amacgl hazirlanmis ve
bu testte kullanilmistir (Sekil 4.3). Ayrica ¢alismanin bu boliimiinde verilerin standart
olmast amaci dogrultusunda tiim besi ortamlarinda CAS-Fe™  reaktif boyasi

kullanilmistir.



Cizelge 4.4. Fe™ Co™ ve Ni*? ile hazirlanan Chrome azurol S (CAS) reaktif soliisyonu
(boyasi) iceren LB besi ortamlarinda izolatlarin verdigi ortalama siderofor
iiretim indeks (SI) degerleri

CAS-Fe CAS-Co CAS-Ni

izolat izolat Sl S SI
No Kodu

1 G119Y2T 1.51+0.119 1.31+0.03' 1.52+0.04™
2 G88K1 2.47+0.03° 3.33+0.00° 3.21+0.22%¢
3 G119S1 - - -

4 G120S3  1.55+0.02° 2.57+0.14%%" 3.76+0.212
5 G32S2 2.00+0.00°" 2.83+0.13" 3.20+0.04%°
6 G25K3 - - -

7 G30S1  1.53+0.051° 1.33+0.09' 1.39+0.10'
8 G47K1 1.62+0.219 2.88+0.00°“ 1.76+0.329"
9 G56Y1 2.96+0.35% 3.05+0.40" 2.31+0.12°%
10 G33Y3 3.18+0.57%® 3.07+0.24™ 3.15+0.32%¢
11 G88sl  1.50+0.00° 2.30+0.20°" 2.45+0.09%
12 G20Y3 1.38+0.01° 1.67+0.18" 1.40+0.18'
13  G115S1  2.33+0.11% 2.91+0.16" 3.23+0.39%¢
14  G24Y1 1.66+0.157" 2.62+0.27%%" 2.35+0.87°"
15  G79Y2 - - -

16  G35S1 - - .

17 G111K3  1.63+0.06° 1.67+0.07™ 1.86+0.00™"
18  G37K1 2.23+0.08% 2.67+0.30%% 2.81+0.66%%
19  G6Y2 - - -

20  G45K1 1.56+0.10° 2.39+0.19%9 2.47+0.23%"
21 G9Y2 - - -

22  G15S1 3.24+0.17° 3.59+0.48° 3.29+0.17%¢
23 G12S1 - - -

24  G101K4 - - i

25 G99K3 3.00+0.00% 2.00+0.00%" 3.00+0.00°
26 G53Y2 - - -

27 G111K1  2.83+0.29" 3.00+0.87"° 3.33+0.58%°
28 G105Y1B 2.55+0.37% 2.12+0.22™" 2.01+0.17™"
29 G45Y1 1.27+0.23¢ 2.05+0.16%" 3.55+0.17%
30 G135Y4 - - -

*Siderofor Uretim Indeksleri, ilgili testte dlgiilen ortalama zon ¢aplarmin ortalama koloni ¢aplarma orani

olarak hesaplanmigtir. Ttim 6l¢iimler ii¢ tekrarli olarak yapilmistir.

** Ayni siitun icerisinde, farkli harflerle ifade edilen gruplar arasindaki farklilik istatistiki olarak

onemlidir (p<0.05) (Ortalama + Std. Sapma).
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Cizelge 4.5. Farkli metal stresi altinda, LB besi ortamlarinda izolatlarin verdigi ortalama siderofor iiretim indeks (SI) degerleri

CAS-LB  CAS-LB+Co CAS- CAS- CAS- CAS-
LB+Ni LB+Fe LB+Co+Fe LB+Ni+Fe

izolat izolat Sl Sl Sl Sl Sl Sl

No Kodu

1 G119Y2T  1.44+0.11" 1.29+0.14" 1.4240.14%" - - -

2 G88K1 2.62+0.16°  1.88+0.65%"" 3.71+0.36% - - -

3 G119S1 - - - - - -

4 G120S3 2.01+£0.179 - 1.22+0.10" - - -

5 G32S2 1.89+0.05°"9"  3.3240.33*  1.85+0.24'" - - -

6 G25K3 - - - - - -

7 G30S1 1.73+0.32""  1.47+0.07""  1.3440.14" - - -

8 G47K1 2.17+0.54%"  2.21+0.34°®  2.00+0.54°" - - -

9 G56Y1 3.07+£0.08°  3.23+050™  2.93+0.61° 3.49+0.13*  2.55+0.31° 2.97+0.11%

10 G33Y3 3.83+0.37°  3.67+0.73° 3.2940.73°° 3.31+0.34*  2.66+0.18° 2.42+0.11%

11 G88S1 1.54+0.00"  1.51+0.00""  1.57+0.00"" - - -

12 G20Y3 1.66+0.76%"  2.05+0.40%"  1.34+0.05" - - -

13 G115S1 2.34+0.76%  1.55+0.56°"  3.89+0.35° - - -

14 G24Y1 1.71+0.19"  2.15+0.08%"  1.48+0.18™" - - -

15 G79Y2 - - - - - -

16 G35S1 - - - - - -

17 G111K3 1.72+0.29""  1.88+0.26%"" 1.87+0.14'" - - -

18 G37K1 1.94+0.37°™"  2.27+0.52°  2.07+0.27°" - - -

19 G6Y2 - - - - - -
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Cizelge 4.5. Farkli metal stresi altinda, LB besi ortamlarinda izolatlarin verdigi ortalama siderofor iiretim indeks (SI) degerleri (devam)

CAS-LB  CAS-LB+Co CAS- CAS- CAS- CAS-
LB+Ni LB+Fe LB+Co+Fe LB+Ni+Fe
izolat izolat Sl Sl Sl Sl Sl Sl
No Kodu
20 G45K1 2.02+0.24%9  1.86+0.13%"" 1.83+0.17"" - - -
21 G9Y?2 1.37+0.07 - 1.614+0.19™" - - -
22 G15S1 3.46+0.13° 2.84+0.10°°  3.23+0.47" - - -
23 G12S1 - - - - - -
24 G101K4 - - - - - -
25 G99K3 5.00+0.00°  2.33+0.00% 4.00+0.00° - - -
26 G53Y2 - - - - -
27 G111K1 3.00+0.50° 2.40+0.17°  2.61+0.67% - 1.80+0.06° 2.03+0.45"°
28 G105Y1B  2.33+0.26%  1.86+0.41%"" 211+0.17% - 1.51+0.08° 1.60+0.42°
29 G45Y1 2.06+0.18  1.41+0.10%" 1.26+0.04" - - -
30 G135Y4 - - - - - -

*Siderofor Uretim Indeksleri, ilgili testte dlgiilen ortalama zon caplarmin ortalama koloni ¢aplarina oram olarak hesaplannmustir. Tiim 6lgiimler {i¢ tekrarli olarak
yapilmustir.

** Ayni siitun icerisinde, farkli harflerle ifade edilen gruplar arasindaki farklilik istatistiki olarak dnemlidir (p<0.05) (Ortalama = Std. Sapma).
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Izolatlarin metal stresi altinda siderofor iiretim profillerini ortaya koyabilmek
icin, ekstra metal igermeyen CAS-LB, 0.3 mM CoCl; igeren CAS-LB+Co, 0.8 mM
NiSOy igeren CAS-LB+Ni, 1 mM FeCl; igeren CAS-LB-Fe, 0.3 mM CoCl; ve 1 mM
FeCl; i¢eren CAS-LB+Co+Fe, 0.8 mM NiSO4 ve 1 mM FeCls igeren CAS-LB+Co+Ni
besiyerleri kullanilmistir. Inkiibasyon sonunda elde edilen zon ve koloni caplari
kullanilarak siderofor tiretim indeks (SI) verileri olusturulmustur (Cizelge 4.5).

CAS-LB+Fe, CAS-LB+Co+Fe ve CAS-LB+Ni+Fe besi ortamlarinda yer alan 1
mM FeCls, organizmalarin besi ortaminda hazir, kullanilabilir F e’ varliginda siderofor
tiretimini sinirlandirmak ve ortadan kaldirmak amagli olarak kullanilmistir. G56Y1 ve
G33Y3 kod numarali izolatlar ilging olarak bu kuraldan etkilenmemis ve 1 mM
kullanilabilir Fe*® iceren her ii¢ besi ortaminda da oldukca yiiksek zonlar iireterek hatir
sayilir SI degerleri vermistir (Cizelge 4.5). Diger taraftan G111K1 ve G105Y1B kod
numarali izolatlar sadece ImM Fe*® igeren CAS-LB+Fe besi ortaminda beklenildigi gibi
siderofor iiretememis fakat aym oranda Fe™ iceren CAS-LB+Co+Fe ve CAS-
LB+Ni+Fe iceren besi ortamlarinda zon iireterek 6nemli 6lciide SI degerleri vermistir
(Cizelge 4.5). Bunlarin disinda kalan izolatlar beklenildigi gibi demir iceren besi
ortamlarinda koloni olusturmalarina ragmen siderofor liretimi gergeklestirmemislerdir.

Cizelge 4.3’de verilen sonuglar ile c¢alismanin bir 6nceki asamasi olan
“sideroforlarn  Fe*® disinda Co** ve Ni*? metallerini baglama kabiliyetinin
belirlenmesi” bagligr altindaki testlerin verilerini yansitan Cizelge 4.2°de verilen
sonuglar genel olarak tutarlilik gostermektedir. Cizelge 4.2°de siderofor iiretimi
gostermeyen G119S1, G25K3, G79Y2, G35S1, G6Y2, G9Y2, G12S1, G101K4, G53Y2
ve G135Y4 kod numarali 10 adet izolat bu ¢alismanin bu asamasinda da hi¢cbir besi
ortaminda kayda deger SI degeri liretememistir (Cizelge 4.3). Ancak iki ¢izelge arasinda
bazi sapmalar da gdzlemlenmistir. Ornegin G88S1 kod numarali izolat Cizelge 4.2°de
gostermis oldugu SI degerlerini, kobalt ve nikel baskisi altinda gosterememistir. Bu
izolat CAS-LB+Co besi ortaminda zon vermemis, CAS-LB+Ni besi ortaminda diisiik
bir SI degeri tiretebilmistir. Bir diger farkli olarak degerlendirebilecek izolat G15S1 kod
numarali izolattir. Bu izolat oldukga kiiciik koloniler olusturmasina ragmen hatir1 sayilir
SI degerleri verirken, ortama ekstra Fe™ metali eklendiginde (CAS-LB+Fe, CAS-
LB+Co+Fe, CAS-LB+Ni+Fe) koyu siyah koloniler olugturmustur (Sekil 4.4).
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Sekil 4.3. 6(G25K3), 7(G30S1), 8(G47K1), 9(G56Y1) ve 10(G33Y3) kod numarali
izolatlarin A) CAS-LB+Fe, B) CAS-LB+Co+Fe, C) CAS-LB+Nit+Fe, D)
CAS-LB, E) CAS-LB+Co, F) CAS-LB+Ni besi ortamlarinda gosterdikleri
siderofor iiretme profilleri.

Sekil 4.4. 6(G25K3), 7(G30S1), 8(G47K1), 9(G56Y1) ve 10(G33Y3) kod numarali
izolatlarin A) CAS-LB+Fe, B) CAS-LB+Co+Fe, C) CAS-LB+Ni+Fe, D)
CAS-LB, E) CAS-LB+Co, F) CAS-LB+Ni besi ortamlarinda gosterdikleri
siderofor iiretme profilleri.
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4.4. Molekiiler Tamimlama icin Izolat Se¢imi

Agir metal stresi altinda vermis olduklar1 siderofor iiretim indekslerinin (SI)
belirlenmesinden sonra, gelecek vaat eden 8 izolat (G32S2, G56Y1, G33Y3, G115S1,
G15S1, G111K1, G105Y1B ve G45Y1) ile siderofor iiretmeyen 1 izolat (G53Y2) 16S

rRNA sekanslamasi ile molekiiler tanilama igin se¢ilmistir.
4.5. Molekiiler Tamilamlama
27f (5°-AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3’) ve 1492r (5’- TAC GGT TAC

CTT GTT ACG ACT T-3’) evrensel primer ¢ifti kullanilarak ¢ogaltilan, 9 adet izolata
ait, yaklasik 1500 bp biiytikliigiindeki 16S rRNA gen bolgeleri Sekil 4.5’de verilmistir.

Sekil 4.5. Secilen 9 adet izolata ait PZR ile ¢ogaltilmis 16S rRNA gen bolgeleri.

4.6. Dizi Analizi Sonuglar:

Dizileme sonucunda, 9 izolatin kismi 16S rRNA dizilemesi basarili bir sekilde
elde edilmis. Elde edilen diziler “https://www.ezbiocloud.net/” adl1 internet sayfasinda
bulunan veri tabani ile karsilastirllmis ve “GenBank” sistemine girisleri yapilarak

“accession” erisim numaralar1 alinmistir (Cizelge 4.4).
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Cizelge 4.6. Dizi analiz sonuglarinin EzBioCloud very tabani kullanilarak yapilan
karsilastirmali analiz sonuglar1 ve GenBank erisim numaralari

Tamamlanan

izolat En Benzerlik Dizileme GenBank
0 En Yakin Tiir Yakin (1500 bp Erisim
Kodlari (%) .
Sus iizerinden) Numaralar
(%)

G32S2 Chryse(_Jbacterlum DSM 97 23 20.2 ON571627
shigense 17126
. ] . KCTC

G56Y1 Bacillus siamensis 13613 99.03 77.0 ON571630

G33Y3  Bacillus siamensis }1<3C6T1§ 98.59 28.9 ON571628
Pseudomonas CFML

G115S51 orientalis 96-170 99.36 75.4 ONb571626

Bacillus sp.
G15S81 DQO71564 s MKU 4 79.18 63.2 -

G53Y2 Peribacillus NBRC 10000 754 ON571625
simplex 15720

Gl1ik1 ~ oS@phylococcus  ATCC g o 76.1 ON571624
pasteuri 51129
Bacillus ATCC

G105Y1B halotolerans 25096 99.91 76.4 ON571623
Pseudomonas DSM

G45Y1 Kilonensis 13647 99.82 76.7 ONb571629

Veri tabani kullanilarak yapilan karsilastirmali veri analiz sonucunda, 9 adet
izolata ait 16S rRNA gen bolgesi dizisi, 2 adet Pseudomonas sp. (G115S1, G45Y1), 4
adet Bacillus sp. (G15S1, G56Y1, G33Y3, G105Y1B), 1 adet Chryseobacterium sp.
(G32S2), 1 adet Staphylococcus sp. (G111K1), 1 adet Peribacillus sp. (G53Y2)

cinslerine ait sonug¢ vermistir. Kullanilan veri tabanina gore, G15S1 kod numarali izolat

Bacillus cinsi DQ071564_s kod numarali susa ait 16s rRNA dizisi ile %79.18 benzerlik

orani gdstermesine ragmen, bu benzerlik oraninin diisiik olmasindan dolay1 GenBank bu

izolat i¢in erisim numaras1 vermemistir. Dolayist ile bu izolat i¢in molekiiler tanimlama

islemleri devam ettirilecektir.






5. TARTISMA VE SONUC

Bu tez calismast Van Golii havzasinin  belirli boélgelerinden bugdaygil
bitkilerinden izolasyonu gergeklestirilmis endofit bakteri izolatlarinin biyoteknolojik ve
saglik sektoriinde Onemli uygulama alanlarina sahip olan sideroforlar acisindan
karakterizasyonuna yonelik yapilmis ilk ¢alismadir.

Endofitler bakteri veya fungus olabilen, yaygin olarak bitki biiylimesini tesvik
eden organizmalar (PGPR) olarak adlandirilan rizosferik mikroorganizmalardir. Endofit
bakteriler bitki konak¢isinin i¢ dokularinda yasayabilen, ylizey sterilizasyonu yapilmis
dokulardan izole edilen ve konakgisinda belirgin bir hastalik belirtisi gostermeyen
bakteriler olarak tanimlanmaktadir (Reinhold-Hurek ve Hurek, 1998; Reinhold-Hurek
ve Hurek, 2011; Santoyo ve ark., 2016).

Bircok mikroorganizma demir acligt durumunda, yasam habitatlarinda sinirlt
miktardaki demiri ¢Oziinebilir hale getirebilmek ve hiicre icerisine alabilmek i¢in en az
bir tip siderofor salgilamaktadir (Haas, 2003). Bakteriler, funguslar ve bitkiler
tarafindan iretilen bu sekonder metabolitler, demir alimini saglayan selatlama
ajanlaridir (Schalk ve ark., 2011). Demir, oksijenin bulundugu birgok habitatta
¢oziinmez oksit hidrat bilesikleri olarak bulunur. Patojenik mikroorganizmalar i¢in de
benzer olarak demir elementi proteinlerle veya hem gruplariyla giiclii sekilde iliskili
olmasindan dolay1 ortamda oldukca diisilk miktarlarda bulunmaktadir (Miethke ve
Marahiel 2007).

Bakteriler, metal fazlaligi ve metal sinirhiligi (demir basta olmak iizere) olan
sartlara kars1 ¢esitli mekanizmalar gelistirmislerdir (Shi ve ark., 2017). Metal fazlalig
metal stresi olarak da tamilandirilir. Bakteriler, ihtiya¢ duyduklart metalleri
habitatlarindan alabilmek i¢in bu metalleri bagl olduklar1 minerallerden veya topraktan
¢ozmeye ihtiya¢ duymaktadirlar (Hofmann ve ark., 2021). Bu metal-oksihidroksit
coziinmesi genellikle se¢ici olmayan bir sekilde sitrat veya okzalat gibi organik asitlerle
gerceklestirilmekte ve sideroforlar tarafindan desteklenmektedir (Akafia ve ark., 2014).
Sideroforlar peptid ya da peptid olmayan bir iskelete sahip sekonder metabolitler olup
bu iskelet cesitli metal baglama bolgeleri ihtiva ederek sideroforlara cesitlilik

saglamaktadir (Hider ve Kong, 2010). Sideroforlar ¢ok cesitlidir ancak en genel
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siiflandirma ile hidroksamat, hidroksil, katekol, karboksilik veya karisik tipte
olabilmektedir (Hofmann ve ark., 2020).

Sideroforlarin demirden (Fe+3) baska nikel, kobalt, kadmiyum, galyum gibi agir
metalleri selatladiklarina dair ¢alismalar mevcuttur (Hofmann ve ark., 2021; Schwabe
ve ark., 2018; Wiche ve ark., 2017). Dolayisi ile sideroforlarin segici olarak farkli
metallere veya iyonlara baglanmasi saglik, c¢evresel uygulamalar, biyosensor
gelistirilmesi, metal ve biyoremediasyon gibi ¢esitli aragtirma alanlar1 igin 1ilgi
cekmektedir (Singh ve ark., 2020). Biitiin sideroforlar, Fe™ icin ¢ok yiiksek afinite
gosteren selatlayict ajanlardir. Bu nedenle, sideroforlar bagli olduklari bilesiklerden
demiri ¢oziinebilir forma getirerek mikroorganizmalar i¢in hiicre i¢ine alinabilir forma
getirmesi Onemlidir. Sideroforlar, 500 farkli kimyasal yapi igeren bir sekonder metabolit
ailesini temsil etmektedir (Schalk ve ark., 2011). Sideroforlar genellikle demir
yoksunlugunda sentezlenerek ekstraseliiler olarak cevreye salgilanmaktadir. Ayrica,
siderofor sentezinin farkli metaller tarafindan da aktive edildigini gosteren calismalar
bulunmaktadir (Schalk ve ark. ,2011).

Bu calismada daha o6nce izolasyonu gerceklestirilen 30 adet endofit bakteri
izolatinin demir (Fe*™), kobalt (Co*®) ve nikel (Ni*?) stresi altinda siderofor iiretim
profilleri ilk defa ortaya konmustur. Ilgili agir metalleri kullanarak besi ortamlarinda
stres ortami yaratabilmek icin dncelikle izolatlarin Co*?, Ni*? ve Fe** elementleri icin
minimum inhibisyon konsantrasyon (MIC) degerlerinin belirlenmesi hedeflenmistir.
Co*? icin, 0,1 mM araliklarla 0 mM-1 mM arasinda, Ni*? icin, 0,1 mM araliklarla 0
mM-3 mM arasinda ve Fe™ icin, yine 0,1 mM araliklarla 0 mM-3 mM arasinda
denemeler kurulmustur. Genel olarak izolatlar en fazla Fe*® iyonun artan konsantrasyon
degerlerinden etkilenmezken, en fazla hassasiyet gosterdikleri metal Co*? olmustur
(Cizelge 4.1, 4.2 ve 4.3). Co*?igin en yiiksek MIC degeri 0.9 mM ile G30S1 izolatina
ait iken, genellikle 0,7 mM ve istiinden izolatlar gelisim gdsterememistir. Fe*? igeren
besi ortamlarinda ise genel olarak 2,9 mM ve iizerinde izolatlar gelisim gostermez iken
en diisiik MIC degeri 1,1 mM ile G119 S1 kod numarali izolata ait olmustur. izolatlar
Ni*? metalinin artan konsantrasyon degerlerinden Fe* iyonuna gore daha fazla ancak
Co*™? a gore daha az etkilenmislerdir. 1,1 mM ve iisti NiSO4 konsantrasyonu genel
olarak izolatlar icin toksik etki yaratirken 18(G37K1) ve 29(G45Y1) kod numarali

izolatlar 2,6 mM a kadar gelisim gostererek nikele karsi en direngli izolatlar olmuslardir
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(Cizelge 4.2). Su anda kabul edilebilir standart bir konsantrasyon degeri olmamasina
ragmen metal direncglili§ini ayirt etmek icin 1.0 mM ve iizerindeki metal iyonlar
konsantrasyonlarinda biiyiliyebilen bakteriler ilgili metale direngli olarak kabul edilebilir
(Malik ve Jaiswal, 2000; Tomova ve ark., 2015).

In vitro kosullarda agir metal stresi olusturmadan &nce izolatlar tarafindan
sentezlenen ve hiicre disina salgilanan sideroforlarm Fe™ disginda Co™ ve Ni*?
metallerini baglama kabiliyetinin belirlenmesi bu tez ¢alismasimin bir sonraki hedefi
olmustur. Bunun i¢in evrensel CAS reaktif boyasi her ii¢ metal i¢in ayr1 ayri, ilgili
metallerin ayni1 konsantrasyonu kullanilarak hazirlanmis ve kati besi ortamlarina
eklenmistir. Hazirlanan besi ortamlarina bunun diginda metal eklemesi yapilmamistir.
Siderofor tiretim indeksleri (SI) verilerine gére 10 adet izolatin hazirlanan besi
ortamlarinda kayda deger oranda siderofor iiretmedigi goriilmiistiir. Bu izolatlarin
disindaki 20 adet izolatin farkli ST degerlerinde siderofor iirettikleri ortaya konmustur
(Cizelge 4.2). Ayrica yine bu 20 adet izolatin sentezleyip besi ortamina salgiladiklari
siderofor molekiillerinin her ii¢ metal (Fe+3, Co*? ve Ni+2) icin afiniteleri oldugu agikca
goriilmiistiir. Sonuglar Schwyn & Neilands (1987)’in evrensel CAS testinin, yalnizca
Fe-CAS c¢ozeltisi ile siderofor konsantrasyonunu belirlemek i¢in degil, ayn1 zamanda
diger metal iyonlarin1 baglama yetenekleri agisindan sideroforlar: test etmek igin de
kullanilabilecegini gdsteren c¢alismalarin verileri ile ortiismektedir (Mehnert ve ark.,
2017; Hoffman ve ark., 2021). G88K1, G32S2 ve G88S1 gibi izolatlarn Co*? ve Ni*?
vermis oldugu SI degerlerinin Fe*? igin verdiklerinden daha yiiksek oldugu gozlenmistir
(Cizelge 4.2). Ancak bu veriler sideroforlarin Co™ ve Ni*? iyonlarina daha ytiksek
afinite ile bagland1 sonucunu ¢ikarmak icin yetersiz oldugu aciktir. Bu iki metale
baglanan siderofor molekiilleri demir ihtiyacin1 karsilayamadigi i¢in hiicrelerin daha
fazla siderofor sentezleyip ve ortama salgilamis olma ihtimali diistiniilmelidir. Bu
asamada besi ortamina metal eklenmedigi ve stres ortami olusturmadigi i¢in, izolatlarin
siderofor disinda bir metal selatlama ajani sentezledigi ve SI degerlerinin bu nedenle
yiiksek oldugu hipotezi de ayrica diisiik olasilikli olarak degerlendirilmistir.

Calismanin {igiincli asamasinda izolatlarin metal stresi altinda siderofor iiretim
profilleri aragtirilmistir. Bu amag¢ dogrultusunda her bir metale kars1 verdikleri MIC
degerleri goz oniinde bulundurularak, izolatlar icin stres yaratacak fakat toksik etki

gostermeyecek maksimum metal konsantrasyonlar belirlenmistir ve CAS-LB agar besi
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ortamlar1 hazirlanmistir. Besi ortamlarindaki final konsantrasyonlart CoCl; i¢in 0,4
mM, NiSQO, i¢in 0,8 mM ve FeCls i¢in 1 mM olarak belirlenmistir. Cizelge 4.3°de
gorildiigi tizere CAS-LB+Co+Fe ve CAS-LB+Ni+Fe besi ortamlarina kobalt ve nikel
disinda 1 mM konsantrasyonda demir eklenmesinin sebebi, ortamdaki kullanilabilir
Fe*? iyonu konsantrasyonunu yiiksek tutarak, Fe*? ihtiyacindan kaynaklanacak siderofor
tiretimini durdurmak ve olas1 zon olusumlarini ortamdaki agir metal stresi ile daha
saglikl iligskilendirebilmektir. Bu baglamda G111K1 ve G105Y1B kodlu izolatlar sira
dis1 sonuclar vermis, CAS-LB+Fe ortaminda siderofor iiretimi durmus iken, CAS-
LB+Co+Fe ve CAS-LB+Ni+Fe besi ortamlarinda kayda deger CAS reaksiyonu iiretme
kabiliyeti gostermislerdir (Cizelge 4.3). Bu sonuglar bu iki izolatin Co*? ve Ni*? agir
metalleri ile basa ¢ikma mekanizmalarindan birinin siderofor sentezi olabilecegini
diistindiirmektedir. Bu denemenin bir diger ilging sayilabilecek sonucu ise, G56Y1 ve
G33Y3 kod numarali izolatlarin verdigi SI degerleridir. Bu izolatlar CAS-LB besi
ortamlarina eklenen 1 mM Fe*® metal iyonundan hicbir sekilde etkilenmeden CAS
reaksiyonu gostermeye devam etmisler ve oldukca yiiksek SI degerleri vermislerdir.
Oysa ortama ¢ok daha diisiik konsantrasyonlarda Fe*® eklenmesinin pek c¢ok
mikroorganizmada siderofor sentezin durdurdugu/baskiladigi pek ¢ok c¢alisma
meveuttur. Ornegin, 27 uM Fe*™® eklenmsi 20 fungus ve 3 Pseudomonas bakterisinde
siderofor sentezinin durmasina sebep olmustur (Dave ve Dube, 2000). Biiyiime
kosullarinin siderofor {ireten bakteriler iizerindeki etkilerini inceleyen bir baska
calismada, 50 uM a kadar arttirilan Fe*® konsantrasyonunun bakterilerdeki tireme hizini
etkilemeden siderofor sentezini inhibe ettigini ortaya koymustur (Sinha ve ark., 2019).
Benzeri calismalarin sayisini arttirmak  miimkiinddir. Yiiksek  demir
konsantrasyonlarinda siderofor iiretiminin baskilanmasini saglayan ¢esitli molekiiler
sebepler olabilir. Ornegin aerobaktin (hidroksamat tipi) gibi sideroforlarda, aerobaktin
operonun ekspresyonu Fe kullanan ko-represor proteinleri tarafindan inhibe edilir ve
yiiksek demir konsantrasyonunda bu proteinler aktif haldedir (Neilands, 1995).
Machuca ve Milagres (2003)’ iin yiiriittiigli bir caligmada, cesitli fungus tiirleri le
yiiriitillen denemelerde sadece Aspergillus niger funguslarin 4 mM Fe*® konsantrasyon
varhiginda bile kat1 besiyerlerinde CAS reaksiyonu (zon olusumu) olusturdugunu
gbzlemlemislerdir. Sideroforlarin biyosentezinin ortamimn demir icerigi tarafindan

diizenlendigi ve fazla demir varliginda inhibe edildigi bilinmektedir (Neilands, 1993;
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Machuca ve Milagres, 2003). Gerek yukarida bahsi gegen A. niger calismasinda gerekse
tez calismamizda go6zlemlenen yiiksek demir konsantrasyonlarinda siderofor
biyonsentezindeki diizenlemelerin olmamasi, CAS reaktifi ile reaksiyona giren
siderofor dis1 bir bilesigin ya da siderofor disinda bir selatoriin  varligini
diisiindiirmektedir. Ornegin A. niger iyi bir sitrik ve oksalik asit iireticisi olarak
bilindiginden, muhtemelen bu organik asitler yiiksek demir konsantrasyonlarinda CAS
ile reaksiyona giriyor olabilir (Machuca ve Milagres, 2003). Bir dizi toprakta yasayan
mantarin hem sitrik asit hem de malik asit salgiladigi gosterilmistir (Guerinot ve ark.,
1990). Ayrica, demir eksikliginden dogan stres kosullarinda tepki olarak organik
asitlerin salmimi Neurospora crassa icin belgelenmistir. Bu mantarlar tarafindan
salgilanan asitlerin, hiicre ylizeyinde konsantre olan demir ile etkilestigi, demiri ¢oziiniir
hale getirerek mantarlar tarafindan kullanima uygun hale getirdigi diisiiniilmektedir
(Winkleman, 1979; Guerinot ve ark., 1990). Benzer bir senaryo G56Y1 ve G33Y3 kod
numarali izolatlarimiz i¢in de gegerli olabilecegi géz oniinde bulundurulmalidir.

Calismamizin son asamasinda molekiiler tanimlamasini basari ile yaptigimiz 9
adet izolat Firmucutes (Bacillus sp., Peribacillus sp., Staphylococcus sp.),
Proteobacteria (Pseudomonas sp.), ve Bacteroidetes (Chryseobacterium sp.) ii¢ ana
subesi i¢inde gruplanmislardir. G15S1 izolat1 disindaki izolatlarin 16S rRNA dizileme
sonuclar1 %97 nin iizerinde benzerlik oranlar1 vermektedir (Cizelge 4.4). 16S rRNA gen
sekanslar1 tek basina yeni bir tiirii tanimlamaya yetmeyebilir, ancak yeni bir tiiriin izole
edildigine dair ilk ve giiclii bir indikatdrdiir (Tindall ve ark., 2010). iki susun ayni tiire
ait olmadigin1 dogrulamak i¢in %97 16S rRNA gen dizisi benzerlik esigi onerilmis ve
giiniimiizde hala bu yaklasim gegerligini korumaktadir (Stackebrandt ve Goebel, 1994).
G15S1 kod numarali izolatin verdigi %79,18 benzerlik orani bu esigin ¢ok altindir ve
bu oran ile genbank veri tabanindan erisim numarasi almak miimkiin olmamaistir.
Dolayis1 ile bu izolat ile ilgili 16s rRNA dizilemesinin tekrarlanmasinin yani sira tim
genom sekanslamasi, fenotipik karakterizasyonlar (morfoloji, fizyoloji, biyokimya vs.),
hiicresel yapisal elementlerin kimyasal karakterizasyonu (hiicre duvari peptidoglikani,
teikoik asitler, mikolik asitler, vb.,) gibi ¢aligmalar ek olarak yapilmalidir.

Bacteroidetes subesine ait tek izolattmiz %97.23 benzerlik orani ile
Chryseobacterium shigense’i gosteren G32S2 kodlu bakteridir. Bu cins Gram negatif,

cubuk seklinde, flexirubin tipi pigment {iretmesi nedeniyle sari-turuncu koloniler
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olusturan bakterilerdir ki bu olusum izolatimizin olusturdugu koloni rengi ile tutarlidir.
Chryseobacterium sp., cinsi toprak, tatl su kaynaklari, baliklar ve farkli hayvan
konaklar1 dahil olmak iizere ¢esitli yasam alanlarindan izole edilmis 100’den fazla tiir
igerir (Matu ve ark., 2019). Chryseobacterium cinsine ait baz tiirlerin endofit bakteri
olarak izole edildigi ¢alismalar mevcuttur (Jeong ve ark., 2017; Lin ve ark., 2017).
Chryseobacterium shigense’nin endofit olarak izolasyonunu gosteren bir ¢alismaya
rastlanmamistir. Ancak 16s rRNA dizilemesinin tek basma tiir tayini yapmak ig¢in
yetersiz olabilecegini unutmamak gerekmektedir.

G56Y1 ve G333Y3 izolatlar1 siras ile Bacillus siamensis ile sirast ile %99,03 ve
%98,59 ile benzerlik oran1 ortiismiislerdir (Cizelge 4.4). Bacillus cinsine ait farkl: tiirler
endofitik organizmalar oldugu bildirilmistir (Egamberdieva ve ark., 2017). Sharma ve
ark. (2020), domates tohumlarindan B. siamensis de dahil olmak {izere Bacillus'un 16
farkli endofitik tiiriinii izole etmistir. 16S rDNA dizi homolojilerine dayali olarak
tanilamas1 yapilan Bacillus siamensis giiglii bir endofit bakteri susu olarak nohuttan
izole edilmistir (Gorai ve ark., 2021). Izolat bu ¢alismada, fosfat ¢oziiniirliigii, IAA
iiretimi, nitrojen fiksasyonu, hidroksamat tipi siderofor iiretimi ve ACC deaminaz
aktiviteleri gibi bir dizi PGP o6zelligi gostermistir. Bacillus cinsine ait olan bir diger
izolatimiz,G105Y1BB, %99,91 benzerlik oram1 ile Bacillus halotolerans ile
ortiismiistiir. Bir ¢calismada endofit bir izolat olarak patates bitkisinden izole edilen ve
gliclii bir proteaz aktiviteye sahip olan sus, 16S ribozomal DNA dizi analizine gore B.
halotolerans olarak tanimlanmistir (Dorra ve ark., 2018). Bir diger ¢alismada endofit B.
halotolerans suslar1 Fusarium’a kars1 biyolojik muhafizlar olarak belirlenmis ve bu
suslarin siderofor tiretimi dahil pek ¢ok PGPR o6zellikleri ayn1 calismada ortaya
konmustur (Slama ve ark., 2019). bu calismadaki bir diger olas1 Bacillus cinsine ait
izolat G15S1 dir. Daha dnce bahsedildigi gibi bu izolat 16s rRNA dizisi ile %79,18
benzerlik oran1 gostermesine ragmen, bu benzerlik oraninin diisiik olmasindan dolay:
GenBank bu izolat i¢in erisim numarasi vermemistir. Dolayis1 ile bu izolat i¢in
molekiiler tanimlama islemleri devam ettirilecektir. Bacillus sp. cinslerinin ¢ok farkli
habitatlardaki yasamlari farkli ve olduk¢a genis metabolik yeteneklerinin yansimasidir.
Bu ¢esitlilikleri onlar1 biyoteknolojik uygulamalar igin yiiksek degerlere sahip,
potansiyel mikroorganizmalar haline getirir. Bu cins igerisinde, farkli endiistriler i¢in

cok Onemli metabolitler sentezleyen, ekonomik degeri olan pek c¢ok tiir vardir
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(Schallmey ve ark., 2004; Vary ve ark., 2007; Pérez-Garcia ve ark., 2011; Yamashiro ve
ark., 2011).

G115S1 ve G45Y1 izolatlar1 siras1 ile Pseudomonas orientalis (%99,36) ve
Pseudomonas kilonensis (%99,91) ile ortismiislerdir (Cizelge 4.4). Pseudomonas cinsi
cok ¢esitli metabolik aktiviteye sahip ve bu 6zelliklerinden dolay1 ¢ok ¢esitli habitatlar
kolonize edebilen Gram negatif, “Proteobacteria” subesine ait mikroorganizmalardir
(Madigan, 2005). Antifungal kullanimlar1 ve biyoremidasyon gibi farkli biyotekonolojik
uygulamalarini ortaya koymus ¢esitli ¢alismalar mevcuttur (Yen ve ark., 1991; Haas ve
Defago, 2005; Luque-Almagro ve ark., 2005). Pseudomonas orientalis tiirii, bitki
mikrobiyomlari ile siklikla iligkilendirilmeyen bir bakteridir, ancak Brassica napus L.
bitkisi kok bolgesinden endofit bakteri olarak izole edilip, tanimlandigini gosteren yakin
zamanlt bir calisma mevcuttur (Jiménez-Goémez ve ark., 2020). Diger taraftan P.
kilonensis’in endofit suslar olarak izole edildigini gésteren ¢alisma sayisi daha fazladir
(Egamberdieva ve ark., 2020; Shurigin ve ark., 2021). Bu ¢alismalarda P. kilonensis’in
insan patojeni bakterilere karsi antibakteriyel etkisinin yanisira giiclii antifungal
aktiviteye sahip ekstraseliiler enzimler iirettigi gosterilmistir.

%99,91 orani ile Staphylococcus pasteuri ile benzerlik gosteren G111K1 tipki
G105Y1 1izolat1 gibi LB+Co+Fe ve LB+Nit+Fe ortamlarinda dahil giiclii siderofor
iretim profili sortaya koymustur (Cizelge 4.3). Molekiiler tanimlama sonucunda
Staphylococcus pasteuri ile ortiisen sonuglar veren endofit bakteri izolasyon galismalari
literatiirde mevcuttur. Ornegin bu calismalarin birinde izolasyonu yapilan ve siderofor
iiretim testlerinde pozitif sonug¢ veren 14 endofit izolat igerisinde en yiiksek iiretim
degeri veren 3 izolattan birininin Staphylococcus pasteuri olarak tanimlanan sus oldugu
bildirilmistir (Haidar ve ark., 2018).

Molekiiler tanimlama igin segtigimiz, siderofor iiretmeyen tek izolatimiz %100
benzerlik orani ile Peribacillus simplex ile ortiisen G53Y2 kod numarali izolatimizdir.
P. simplex’in (daha onceki adlandirma ile Bacillus simplex) endofit olarak izole edildigi
pek ¢ok caligma mevcuttur (Martinez-Hidalgo ve ark., 2021). Yakin zamanda yapilan
bir ¢alismada Paenibacillus ile birlikte Peribacillus izolatlarinin umut verici
biyogiibreler olarak kullanilabilecegi belirtilmistir (Martinez-Hidalgo ve ark., 2021).
Eski adi ile Bacillus simplex bakterisinin endofit olarak siderofor iiretimi dahil diger

bitki gelisimini tesfik eden oOzellikler barindirdigini goésteren caligsmalar mevcuttur
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(Schwartz ve ark., 2013). Ancak ayn1 bakteri tiiriine ait farkli suslarin farkli fenotipik
Ozelliklerinin de olabilecegi g6z Oniinde bulundurulmalidir ((Madigan, 2005). Tez
calismasindan elde edilen sonuglar agagida maddeler halinde verilmistir.

1) Daha 6nce Van ilinin c¢esitli bolgelerinden toplanmis c¢esitli tek yillik
bitkilerin saglikli kok, yaprak ve govde kisimlarindan izolasyonu yapilan bakteri
izolatlarindan 30 adeti Van Yiizincii Yil Universitesi, Bitki Koruma Bélimii
Bakteriyoloji laboratuvarindan temin edilmistir. Oncelikle bu izolatlarin siderofor
iiretim yetenekleri Fe™, Co* ve Ni*? metalleri varliginda modifiye edilmis evrensel
CAS agar besi ortami kullanilarak taranmistir. Yapilan testler sonucunda, test edilen 30
izolattan 10 tanesinin hig¢ bir besi ortaminda siderofor iiretemedigi, kalan 20 izolatin
kayda deger siderofor lirettigi ve bunlarin her ii¢ metale de baglanma kabiliyetine sahip
oldugu belirlenmistir.

2) Izolatlarin kobalt, nikel ve demir metal stresi altinda siderofor iiretim
profilleri arastirilmustir. iki izolat (G111K1 ve G105Y1B) CAS-LB+Fe ortaminda CAS-
siderofor reaksiyonu vermez iken, CAS-LB+Co+Fe ve CAS-LB+Ni+Fe besi
ortamlarinda kayda deger CAS reaksiyonu iiretme kabiliyeti gostermislerdir. Bu
sonuglar bu iki izolatin Co*? ve Ni*2 agir metalleri ile basa ¢ikma mekanizmalarindan
birinin siderofor sentezi olabilecegini diisiindiirmiistiir.

3) Hesaplanan siderofor iiretim indeksleri (SI) degerlerine gore secilen en
basarili 8 izolat ile siderofor iiretmeyen 1 izolat, 16S rRNA gen bolgesi dizileme
yontemi ile molekiiler tanimlamaya tabi tutulmustur.

4) Veri tabani kullanilarak yapilan karsilastirmali veri analiz sonucunda, 9 adet
izolata ait 16S rRNA gen bolgesi dizisi, 2 adet Pseudomonas sp. (G115S1, G45Y1), 4
adet Bacillus sp. (G15S1, G56Y1, G33Y3, G105Y1BB), 1 adet Chryseobacterium sp.
(G32S2), 1 adet Staphylococcus sp. (G111K1), 1 adet Peribacillus sp. (G53Y2)

cinslerine ait sonug¢ vermistir.
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