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OZET

Iklim degisikligi ve cevre sorunlari tarimsal faaliyetlere yonelik en biiyiik
tehditlerden biri haline gelmistir. Elverigsiz sartlara neden olan faktorlere ise stres
denir. Bitkiler stres kosullar1 altinda hayatta kalabilmek icin bazi mekanizmalar
kullanirlar. Bu mekanizmalardan biride bitki strese maruz kaldiginda etilen
seviyesini arttirmasidir. Etilen seviyesinin asir1 tiretimi stres etileni olarak adlandirilir
ve bitkinin stres kosullarinda hayatta kalmasini olumsuz etkiler. Bitki koklerinde
simbiyotik olarak yasayan bazi bitki biiyiimesini tesvik edici bakteriler ACC
deaminaz enzimi tretirler. ACC deaminaz enzimi etilen hormonunun 6ncii maddesi
olan 1-aminosiklopropan-1 karboksilat (ACC)’yi pargalayarak bitkideki stres etileni
seviyesini diislirerek biotik ve abiyotik stres kosullar1 altinda bitki biiyiimesini tesvik
eder.

Bu bilgiler dogrultusunda 1210649 no ile TUBITAK tarafindan desteklenen proje
kapsaminda yaygin olarak 5 farkli bolgeden secilen (Tekirdag, Konya, Ankara, Sivas
ve Diyarbakir) bugday tarlalarindan rizosferik toprak &rnekleri kullanilmustir. Tlgili
topraklardan total DNA izolasyonu yapildiktan sonra acdS gen varligi 6zelligi
polimeraz zincir reaksiyonu yontemiyle taranmustir. Aymi rizosferik toprak
orneklerinden toplam 347 adet bakteri izole edilmistirr ACC deaminaz enzim
aktivitesina sahip oldugu disiiniilen izolatlar, klasik ve spektrofotometrik analizler
ile taranarak en iyi aktiviteyi gosteren 3 izolat seg¢ilmis ve acdS primerleri
kullanilarak gen varligi gosterilmistir. Potansiyellerin degerlendirilmesi i¢in
domateslerin ¢imlenmesine olan etkileri test edilmistir. Testlere gore AT1A-22
izolatinin negatif kontroliine goére 200 ve 220 mM tuz sicakhiginda kok kuru
kapasitesi 6nemli bir degisim olmadigi, DT2A-4 izolatinin kontroliine gére 180 mM
tuz konsantrayonunda kok kuru agirhiginin arttirdigi, ST1A-17 izolatinin 200 mM tuz
sicakliginda kontrole gore kok kuru agirhigr arttirildign gézlemlenmistir. Fizyolojik
ve biyokimyasal testlerinin ardindan 16S rDNA analizi ile segilen 3 izolat AT1A-22
izolat1 %99.84; DT2A-4 izolat1 %100; ST1A-17 izolat1 %99.91 benzerlik orani ile
sirastyla Pseudomanas azotoforms; Niallia circulans; Achromobacter spanius
tiirlerine benzetilmistir.

Anahtar Kelimeler: ACC Deaminaz, Rizosferik Bakteri Izolasyonu, Molekiiler

Karakterizasyon.
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ABSTRACT

Climate change and environmental issues have become one of the greatest threats to
agricultural activities. Factors causing unfavorable conditions are referred to as
stress. Plants use certain mechanisms to survive under stress conditions. One of these
mechanisms is the increase in ethylene levels when the plant is exposed to stress.
Excessive production of ethylene is termed as stress ethylene, which negatively
affects the plant's survival under stressful conditions. Some plant growth-promoting
bacteria that live symbiotically in plant roots produce the ACC deaminase enzyme.
The ACC deaminase enzyme breaks down 1-aminocyclopropane-1-carboxylate
(ACC), the precursor of the ethylene hormone, thereby reducing stress ethylene
levels in plants and promoting plant growth under both biotic and abiotic stress
conditions.

Based on this information, within the scope of a project supported by TUBITAK
under the number 1210649, rhizospheric soil samples were collected from wheat
fields in five different regions (Tekirdag, Konya, Ankara, Sivas, and Diyarbakir).
After the total DNA was isolated from these soils, the presence of the acdS gene was
screened using the polymerase chain reaction (PCR) method. A total of 347 bacterial
isolates were obtained from the same rhizospheric soil samples. The ACC deaminase
enzyme activities of the isolates were screened through classical and
spectrophotometric analyses, and three isolates showing the best activity were
selected. The presence of the acdS gene in these isolates was confirmed using
specific primers. To evaluate their potential, the effects of these isolates on the
germination of tomatoes were tested.

According to the tests, it was observed that; the AT1A-22 isolate showed no
significant change in root dry weight under 200 and 220 mM salt concentrations
compared to the negative control. The DT2A-4 isolate increased root dry weight
under 180 mM salt concentration compared to the control. The ST1A-17 isolate
increased root dry weight at 200 mM salt concentration compared to the control.
Following physiological and biochemical tests, the 16S rDNA analysis identified the
selected isolates as follows: The AT1A-22 isolate showed 99.84% similarity to
Pseudomonas azotoformans, the DT2A-4 isolate showed 100% similarity to Niallia
circulans, the ST1A-17 isolate showed 99.91% similarity to Achromobacter spanius.

Keywords: ACC Deaminase, Isolation of Rhizospheric Bacteria, Molecular
Characterization.
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1. GIRIS

Iklim degisikligi ve beraberinde getirdigi ¢evre sorunlar1 tarimsal faalsyetlere yonelik
en biiyiik tehditlerden biri haline gelmistir. Toprak tuzlulugu da tarimda biiyiik bir
sorundur ¢linkii yasam dongiileri boyunca gerceklesen kuraklik, tuzluluk, asir1 yagis,
sicaklik veya soguk gibi iklimsel degisikliklere bagli abiyotik stres kosullar
mahsuliin biiyiime ve gelismesini dogrudan etkiler [Taiz vd., 2010]. Bitkiler tuz
stresine tepki olarak ¢esitli tolerans stratejileri gelistirir. Su kayiplarini azaltarak ya
da su alimini arttirarak kurtulmaya ¢alisirlar ve bitki daha fazla suya ulasabilmek igin
govde uzamasini yavaslatip kok gelisimini tetikler. Diger taraftan, kurak kosullarin
uzun siirmesi durumunda hem gévde hemde kok gelisimi durur, yaprak ve yaprak
sayis1 azalir hatta baz1 yapraklar sararak dokiiliir [Yilmaz vd., 2011]. Ayn1 zamanda
kuraklik gibi stres faktorleri etkisiyle etilen iiretiminin arttiida gozlemlenmistir

[Jacksons vd., 1985].

Bitkilerde stres yolagmin en 6nemli unsurlarindan biri olan etilen tiretimi, karmagik
biyokimyasal yollar ve diizenleyici mekanizmalar igerir. Etilenin sentezi, S-
adenozilmetionin (SAM) ile baslar ve 1-aminosiklopropan-1-karboksilik asit (ACC)
tizerinden devam eder. Bu siirecte, ACC sentaz (ACS) ve ACC oksidaz (ACO)
enzimleri rol oynar. Ozellikle, ACS, etilen biyosentezinin hiz sinirlayici enzimidir ve
fosforilasyon ve ubikitinasyon gibi c¢esitli faktorlerle siki bir sekilde diizenlenir [ Xu

ve Zhang, 2015].

Etilen, bitki bliylime ve gelismesinde oldukg¢a genis bir etkiye sahiptir. Bu etkiler
arasinda tohum c¢imlenmesinden bircok organin Oliimiine kadar pek c¢ok siireg
bulunmaktadir. Ayrica dormansi kirilmasi, kok ve fide gelisimi ve farklilagsmasi, yan
kok olusumu, yaprak ve meyve yaslanmasi gibi temel bitki fizyolojisi siireclerinde de
onemli rol oynar. Bazi bitkilerde ise cicek olusumu ve meyve olusumunda da etkili
oldugu bilinmektedir. Ayn1 zamanda etilen, cesitli bitki fizyolojik siireclerinde ve
cevresel uyaranlara yanit olarak kritik bir fitohormon olarak rol oynar. Stres
yanitlarin1 yonetmek ic¢in ¢esitli bitki hormonlariyla etkilesime girer. Kuraklik,
tuzluluk ve sicaklik dalgalanmalar1 gibi abiyotik stresler sirasinda, etilen, metabolik

yollar1 yeniden programlayarak ve absisik asit (ABA), jasmonik asit (JA) ve
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giberellinler (GA) gibi hormonlarla etkilesime girerek stres yanitlarini diizenler
[Kapoor vd., 2021]. Ornegin, su stresi altinda olan celtik bitkilerinde nitrat, etilen
tiretimini ve kok kortikal parenkima olusumunu artirir. Bu, bitkilerin su stresi gibi
olumsuz kosullara adaptasyonunda 6nemli bir rol oynar [Gao vd., 2021]. Bitkilerde
1-aminosiklopropan-1-karboksilat (ACC) deaminaz enzimini kodlayan gen acdS
genidir. Yukarida da bahsedildigi gibi acdS tarafindan kodlanan bu enzim, etilen
tretimini diisiirerek bitki biliylimesini tesvik eder ve bitkilerin tuz, kuraklik gibi
abiyotik streslere kars1 direncini artirir. acdS geninin bozulmasi, bitkilerin biiyiime
tesvik edici aktivitelerini ve stres direncini azaltirken, asir1 ifade edilmesi ise ¢igek
Oomriinii uzatir ve kadmiyum stresine karsi toleransi artirir [Peng vd., 2021; Naing
vd., 2022]. Bu zarali etkilere karsi koymak i¢in, bitkiler bazen ACC’yi (tim yiiksek
bitkilerde atilenin onciisii) pargalayarak hareket eden ACC deaminaz enzimi igeren
bakteriyel ortaklara sahiptir. ACC deaminazin enzimatik aktivitesi, ACC seviyesini
diisiirerek cesitli stres kosullar1 altinda etilen sentezindeki asir1 artiglart dnleyen ve
tuz stresine karsi bitki tolaransini indiikleyen en etkili mekanizmalardan biri olan a-

ketobutirat ve amonyak {iretimi ile sonuglanir [Orozco-Mosqueda vd., 2019].

Bu bakteriyel ortaklar, bitki biiylimesini tesvik eden bakteriler olarak bilinen faydali
bakterilerdir. Bu bakteriler olumsuz kosullarda bitki biiyiimesini arttirmak igin farkli
etki mekanizmalar1 ile bitki gelisimini bir¢ok yonden destekledigi yapilan
aragtirmalar sonucu ortaya koymustur. Boyle bakteriler ‘Plant Growth Promoting
Rhizoacteria’ (PGPR) olarak adlandirilirlar [Iimriz vd., 2014]. Hem dogal yollarla
bitki gelisimini arttirabilmeleri hemde ¢evre dostu olmalar1 sebebiyle son yillarda
PGPR’lerin 6nemi literatiirde siklikla vurgulanmakta ve gelecekte bu
mikroorganizmalarin siirdiiriilebilir tarim i¢in son derece Onemli araglar olacagi
ongoriilmektedir [Jacoby vd., 2017]. Bu tez g¢alismasi kuraklik stresinde bugday
rizosferik topraklarinda ACC deaminazin varlig1 ve ilgili enzim iiretimi agisindan en
iyi izolatlarin segilmesi, domates tohumlarinin (1 haftalik ilk biiylime evresinde)
tuzluluk stresi altinda ¢imlenme oranlari, kok, gévde uzunluk ve kalinliklari ile yas

ve kuru agirligina olan etkileri arastirilmistir.



1.1. Tezin Amaci, Katkisi ve I¢erigi

Tekirdag, Ankara, Konya, Sivas ve Diyarbakir illerinde bulunan farkli bugday
tarlalarindan toplanan rizosferik toprak drneklerinden yeni bakteri izolatlarinin ACC
deaminaz iretebilme kabiliyetleri yoniinden degerlendirilmesi yaklagimiyla
izolasyonlarinin yapilmasi, saflastirilmasi, ACC deaminaz aktivasyonlar1 kKantitatif
ve kalitatif olarak belirlendikten sonra; en iyi aktivasyon gosteren en ¢ok 3 bakteri
izolatinin secilerek molekiiler biyolojik yontemlerle tiir diizeyinde tanimlanmasini ve
in vivo diizeyde tuz stres kosullari altinda domates tohumlarinin ¢imlenme, kok ve
govde uzunluklari ile yas ve kuru agirliklarina 1 hafta muameleden sonra etkilerinin

degerlendirerek tarimda uygulanabilirliginin ortaya konmasi amaglanmaistir.

Yapilan bu ¢alismalar ile kuraklik stresi altinda strese girerek verimi diisen bitkilerin
verimini arttimak i¢in ¢evre dostu ve az maliyetli dogal giibre yapimi1 ya da var olan
dogal giibre ¢alismalarinin gelistirilmesinde yerel izolatlarin kullanilmasi ile tarimda
stirdiiriilebilirlik ve verimlilik artis1 saglanarak, kimyasal giibre kullaniminin

azaltilmasi i¢in stratejilerinin olusturulabilmesi hedeflenmistir.



2. LITERATUR OZETI

Yapilan tim arastirmalar sonucunda VOSVIEWIR programi ile 1798 makale
taranarak ACC deaminaz ile ilintili anahtar kelimeleri ve ana basliklar1 inceleyerek
bibliyografik veri haritas1 (Sekil 2.1) hazirlanmistir. ACC deaminaz1 merkeze almak
kosuluyla literatiirdeki iliskili konu dagilimi etilen, bitki biiyiimesini tesvik eden
bakteriler (PGPR), ACC ve domates etrafinda toplandigr ancak ACC deaminaz ile
ilintili tuz stresi anahtar kelimesinin haritada yer almadigindan dolay1 tuz
caligmalarina literatiirde bir boslugu dolduracak sekilde tez ¢aligmasinin literatiire

katki saglanacag diistiniilmustiir.
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Sekil 2.1: ACC-Deaminaz bibliyografik veri haritasi.

2.1. Bitki Bilyiimesini Tesvik Eden Bakteri

Rizosfer, bitki kokleri etrafindaki birka¢ santimlik toprak bolgesidir ve bitki ile
toprak mikroorganizmalar1 arasindaki etkilesimleri icerir [Satar vd.,2022]. Bu
bolgede, bitki kokleri etrafindaki toprakta bulunan mikroorganizma toplulugu
rizosfer mikrobiyomu olarak ifade edilir. Bu topluluk, bakteri, mantar, protozoa ve
diger mikroorganizmalardan olusur ve bitki kokleri ile yakin iliski i¢inde yasar [Qua
vd.,2020]. En yaygin olarak bulunan tiirler ise bakterilerdir. Bu bolgede yasayan
bakterilerin; rizobakterilerin, varlig1 bitki sagligi ve biiylimesi tizerinde belirleyici bir

etkiye sahiptir. Bu etkiye sahip bakterilere bitki biiyiimesini tesvik eden



rizobakteriler (PGPR) denir. Bitki gelisimini artirmak ve bitkilerin genel sagligin
iyilestirmek amaciyla kullanilan faydali mikroorganizmalardir. Bitki kokleriyle yakin
iliski i¢inde ¢alisarak bitki besin alimin1 kolaylastirir. Ayn1 zamanda bitkilerin stres
faktorlerine karsi direncini artirabilir, zararli mikroorganizmalarla miicadelede
yardimct olabilir ve toprak yapisini iyilestirebilir. Bitki biiylimesini tesvik eden
bakteriler, tarimsal iiretimde ve gevre dostu tarim uygulamalarinda yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir [Kazankaya, 2023]. Faydali bakteriler genellikle toprak bakterileri
ve endofitik bakteriler olarak siiflandirilir [Merakli vd., 2020]. Toprak bakterileri
genellikle toprakta serbestce hareket ederken endofitik bakteriler bitki iginde yasar.
Bunun yani sira, faydali bakteriler ayrica azot fiksasyonu, fosfat ¢oziicii, siderofor
tireten bakteriler gibi 6zelliklere gore de smiflandirilabilir [Qlenska vd.,2020]. Bu
smiflandirma bitki-bakteri etkilesimlerini anlamak ve potansiyel uygulamalarini
belirlemek i¢in 6nemli bir temel olusturur. Bitki biiyiimesini tesvik eden bakteriler
arasinda, azot fiksasyonu yapabilen bakteriler genellikle Rhizobium, Azospirillum ve
Azotobacter gibi tiirleri igerir [Aasfar vd.,2021; Sumbul vd.,2020]. Bu bakteriler,
atmosferik azotu bitkilerin kullanabilecegi formda baglayarak bitki besin

maddelerinin alimin artirir.

Ayni sekilde, fosfor ¢oziicii bakteriler de topraktaki organik ve inorganik fosforu
bitkiler i¢in daha erisilebilir hale getirir. Bu tiir bakteriler arasinda Bacillus sp. ve
Pseudomonas sp. tiirleri bulunur [Aktan vd.,; Cobanoglu, 2023]. Bu bakteriler,
bitkilerin kok sistemleri etrafinda fosforu ¢ozer ve bitkilere saglar, boylece bitki

bliylimesi ve gelismesini destekler.

2.2. Bitki Bilyiimesini Tesvik Eden Bakterilerin Etki

Mekanizmasi

Bitki biiylimesini tesvik eden bakterilerin mekanizmalar1 dogrudan etki mekanizmasi
ve dolayli etki mekanizmasi olmak ftizere iki ana kategoride incelenir. Bu
mekanizmalar, bitki gelisimini tesvik eden ve bitki sagligin1 olumlu yonde etkileyen
unsurlari igerir. Bakteriler, bitki kokleriyle dogrudan etkilesime gecerek besin alimini
artirabilir, fitohormon iiretimini tesvik edebilir ve patojenlere karsi bitkiyi
koruyabilir [Wang vd.,2021]. Dolayli etkilesim mekanizmalar1 ise toprak yapisini

iyilestirerek bitki besin alimini artirabilir ve bitki stres toleransini artirabilir [Khan



vd.,2021]. Bu mekanizmalarin anlasilmasi, bitki biiytimesini tesvik eden bakterilerin

tarimsal uygulamalardaki roliinii belirlemede 6nemli bir rol oynamaktadir.

Direkt Etki indirekt Etki
Mekanizmalar Mekanizmalan

Azot Fiksasyonu Hidro_liiik Enzim
Uretimi

indiiklenen Sistemik
Direng (ISR)

[ Fitohormon Uretimi J

Fitohormon

[ Sekonder Metobolitler J

‘ Sidefor iiretimi

|

BBTEB [ Antibiyosis ]

RIiZOSFER OBiYOMU

Sekil 2.2: Bitki biiyiimesini tesvik eden bakterilerin direkt ve indirekt etki
mekanizmasi.

2.2.1. Dolayh (indirekt) Etki Mekanizmasi

Bakterilerin bitki biiylimesini tesvik etmek i¢in dolayli mekanizmalardan biri patojen
baskilama iglemidir [Dimkic vd., 2022; Chakraborty vd., 2020]. Bu mekanizma, bitki
kokleri iizerinde antagonistik etkiler olusturarak patojen mikroorganizmalarin
biiylimesini engeller [El-Saadony vd., 2022]. Diger bir dolayli etki mekanizmasi ise
toprak pH'sinin diizenlenmesidir. Bakteriler, toprakta bulunan mineralleri ayirarak
bitkilerin pH dengesini diizenler ve bu sayede bitkilerin saglikli bir sekilde
biliylimesini saglar. Ayrica tozlasma ve tohum verimliligi de bakterilerin dolayl etki
mekanizmalarindan  biridir. Bu mekanizma sayesinde bakteriler, bitkilerin

tozlagmasini ve tohum verimliligini arttirarak bitki bliylimesini tesvik eder.

2.2.1.1 Patojen Baskilama

Bitki biiylimesini tesvik eden bakterilerinin patojenlere karsi etkinlikleri, bitki
koklerinde yasayan bu yararli bakterilerin patojenleri inhibe etme yeteneklerini ifade

eder ve patojenlere karsi miicadele mekanizmalar1 gesitli biyolojik, kimyasal ve



fiziksel yollar1 igerir. Bazi Pseudomanas tiirli bakterileri hidrojen siyanit sentezleme
yetenegiyle mantarlarin gelisiminin engellenmesi, mantar enfeksiyonunda enfekte
eden zararl bilesikleri enzim lretip parcalayarak, bitki koklerinde mantar ile besin
rekabatine girerek bitkinin kokiinlin korunmasini saglayarak bitkilerin hastaliklara

kars1 direncinin artmasini saglar [Cakmakgt., 2005].

2.2.1.2 Toprak pH’sim1 Diizenleme

Toprak pH'sinin diizenlenmesi, bakterilerin bitki biiylimesini tesvik etmek icin
kullandig1 dolayli etki mekanizmasidir. Bakteriler, toprakta bulunan mineralleri
ayrrarak bitki koklerine yararli olan besin maddelerini serbest birakir ve toprak pH
dengesini saglar. Bu sayede bitkilerin besin alim1 ve biiylimesi i¢in uygun bir ortam
olusturur ve toprak verimliligini arttirir. Bu mekanizma, bitki koklerinin saglikli bir

sekilde biiyiimesini destekler.

2.2.2. Dogrudan (Direkt) Etki Mekanizmasi

Bitki biiylimesini tesvik eden bakterilerin dogrudan etki mekanizmalari, fitohormon
tiretimi, azot fiksasyonu ve mineral ¢oziiniirliigiiniin arttirilmasi gibi 6nemli siirecleri
icerir [Etesami vd., 2020]. Bu mekanizmalar sayesinde bakteriler bitkilerin
biliylimesini ve gelismesini destekler. Fitohormon {iretimi, bakterilerin bitkilerin
hormon dengesini diizenleyerek biiylimelerini tesvik etmelerine yardimei olur [Khan
vd.,, 2020]. Azot fiksasyonu ise bakterilerin atmosferik azotu bitkilerin
kullanabilecegi formda baglamasi sayesinde bitkilerin beslenmesini saglar [Bicek,
2021]. Ayrica, bakterilerin mineral ¢Oziinlirligiinii arttirmasi, bitkilerin kokleri
tarafindan daha kolay alinabilen mineral elementlere doniistiiriilmesine yardimci

olur.

2.2.2.3 Azot Fiksasyonu

Bitki biiyiimesini tesvik eden bakterilerin azot fiksasyonu mekanizmasi, azot
fiksasyonu yapabilen mikroorganizmalarin nitrogenez enzimi ile atmosferik azotu
bitkilerin kullanabilecegi formda (NH3) baglamalarini igerir. Bu mekanizma
sayesinde bakteriler, 6zellikle baklagiller gibi azot fiksasyonu yapabilen bitkilerin

kokleriyle simbiyotik iliski kurarak azotu amonyak ve diger bitkiler tarafindan
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kullanilabilen bilesiklere dontistiiriir [Pasmionka vd., 2021]. Bu sayede, bitkilerin

azot ihtiyacini karsilayarak saglikli biiylimelerini ve yeterli verim almalarini saglar.

2.2.2.4 Mineral Coziiniirliigiiniin Arttirilmasi

Bitki biiylimesini tesvik eden bakterilerin mineral ¢Ozlniirliigiinii arttirma
mekanizmasi, bitkilerin kokleri tarafindan daha kolay alinabilen mineral elementlerin
salinimin1 saglar. Bu mekanizma sayesinde bakteriler, fosfor, demir, ¢inko gibi
onemli elementlerin bitkiler tarafindan kullanilabilir formda olmasin1 saglar.
Boylece, bitkilerin beslenmesi ve biiyiimesi i¢in gerekli olan minerallerin daha etkili
bir sekilde alinmasina yardimci olur. Bitkiler i¢in en 6nemli makroelementlerden
ikincisi ise fosfordur. Bazi bakteri tiirleri 6zellikle Pseudomonas ve Bacillus gibi,
fosforu ¢oziiniir formda bitkilere saglama yetenekleriyle taninir [Pantigoso vd.,
2023]. Fosfor, bitkilerin biiylimesi ve gelismesi i¢in temel bir besin maddesidir. Bu
nedenle fosfat ¢oziniirliigiinlin arttirilmasi, bitki beslenmesini iyilestirir ve bitkisel
iriin verimliligini artirir.  Ayrica, bu bakteriler fosforun toprakta daha fazla
kullanilabilir hale gelmesine yardimci olarak toprak verimliligini arttirir [Tian vd.,

2021].

2.2.2.5 Fitohormon Uretimi

Fitohormon iretimi, bitki biliyiimesini tesvik eden bakterilerin en 6nemli etki
mekanizmalarindan  biridir. Bu mekanizma, bakterilerin bitkilerin  biiyiime
hormonlar1 olan sitokinin, oksin, giberellin ve etilen gibi hormonlari iretmesini
icerir. Bu fitohormonlar, bitkilerin kok gelisimini, ¢i¢eklenmeyi, meyve
olgunlagmasini ve genel biiylime aktivitelerini diizenlemeye yardimci olur [Fenn vd.,
2021]. Ayrica, bakterilerin iirettigi fitohormonlar, bitkilerin stres kosullarina karsi

direnglerini arttirarak bitki biiylimesini tesvik eder [Fadiji vd., 2021].

2.2.3. Etilen Hormonu

Etilen, bitkilerde bir hormon olarak gérev yapan gaz halinde bir bilesiktir. Bitki
biiylimesi ve gelisimi iizerinde ¢esitli etkilere sahiptir. Genellikle olgunlasma, yaprak
ve meyve dokiimii gibi siiregler lizerinde etkili oldugu bilinmektedir. Ayrica

bitkilerin stres tepkileri ve savunma mekanizmalarinda da etkili bir role sahiptir.
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Biyotik; patojen enfeksiyonu ve abiyotik stres; toprakta metal birikmesi, kuraklik,
mekanik yaralanmalar, topragin tuz oraninda artis gibi kosullarda bitkinin strese
tepki vermesini saglar bu nedenle stres hormonu olarakta bilinmektedir [Kaynak vd.,
1997; Johnson vd., 1998)]. Bitkilerde etilen tiretimi enzimatik tepkimeler sonucunda
metionin ve birkag diger amino asitten tiiretilen S-adenozil metiyonin (SAM) gibi
bilesikler, etilene doniistiiriiliir. Etilenin bitkilerde denge mekanizmalari, genellikle
etilenin sentezlenmesini kontrol eden genlerin ifade diizeylerine ve etilenin hiicre
icinde yikilmasina baghidir [Depaepe vd., 2020; Rather vd., 2023]. Bu denge

mekanizmalari, bitki biiylimesi, gelismesi ve stres yanitlarinda kritik bir rol oynar.

2.2.4. Etilen Hormonun Bitki Uzerinde Etkileri

Etilen hormonunun bitkiler tizerinde etkisi incelendiginde, tohum dormansisinin
kirilmasi, koklerin olusumu, uzamasi ve farklilasmasi, g¢igeklenmenin sonlanmasi,
yaprak ve meyve dokiimii gibi mekanizmalarda etkilidir [Abeles vd., 1992]. Aym
zamanda etilen reseptorleri, bitki hiicrelerinin ¢esitli bolgelerinde bulunur ve bu
reseptorler, etilen sinyal molekiiliinii algiladiklarinda hiicresel tepkileri baslatmak
icin bir dizi olay1 tetikler [Fatma vd., 2022].

Etilen sinyal molekiiliiniin algilanmas:1 genellikle plazma zarinda gergeklesir ve
reseptorler, etilen baglanmasinin ardindan sinyal iletim yollarin1 hizlandirarak
hiicresel yanitlar1 baglatir; gen aktivasyonu veya gen bastirilmasinda gorev alir.
Disiik diizeyde etilenin kok gelisimini tesvik etmektedir. Etilen, bitki koklerinin
uzamasini tesvik ederek kok hacmini artirir ve kok sistemini gelistirir. Bu da bitkinin
besin ve su alimim artirarak genel biiyiime ve gelisimini destekler. Ancak, hizl bir
sekilde gelisen koklerin yliksek miktarda etilen sentezine sebep olmasi kok
uzamasini engellemektedir. Bu durumda bitki koklerinin biiylime potansiyeli azalir
ve genel olarak bitki biiyiimesi olumsuz etkilenir [Mattoo vd., 1991; Ma vd., 1998].
Etilen hormonu bitki gelisiminde biiyiikk bir dneme sahip olmasina ragmen stres
kosullarindaki bir bitkinin stres tepkisinin bir pargasi olarak kok uzamasini azaltmasi,
nodiilasyonu ve oksin tasinmasini engelleyerek bitki gelisimini olumsuz etki ederek

bitki gelisimini engellemektedir [Arshad vd., 1991].



2.2.5. Bakteriyel ACC Deaminaz Enzimi

ACC deaminaz ilk olarak toprak mikroorganizmasinda kesfedilmistir. ACC
deaminaz, alt birim molekiiler kiitlesi yaklasik 35-42 kDa olan multimerik bir
enzimdir. Bitkilerde etilen hormonunun 6ncii maddesi olan 2:1-aminosiklopropan-1
karboksilat (ACC)’yi amonyak ve o-ketobiitirata doniistiiriir [Honna vd., 1978].
Bakteriyel ACC deaminaz enziminin isleyisi Glick vd., (1998) tarafindan

bulunmustur.

2.2.6. ACC Deaminaz Enzimi Etki Mekanizmasi

Bitki biiyiimesini tesvik eden bakteriler tarafindan indol asetik asit (IAA) tohum
kabugu ve kok eksiidalarinda bulunan triptofan ve diger kiigiik mollekiillere yanit
olarak iiretilir. Yeni sentezlenen IAA’nin bir kismui bitki tarafindan alir ve bitki
sitoplazmasinda igsel IAA ile birlesir [Hong vd., 1991; Fallik vd., 1994]. Bu
durumda bitki bilyiimesi ve ¢ogalmasi indiiklenir. Alternatif olarak IAA, SAM
molekiilini ACC’ye dontistirmek igin ACC sentaz enziminin aktivasyonunu
uyarabilir. Doniistiirilen ACC’nin bir kismi tohum kabugu ya da bitki kdklerinden
disar1 atilarak bakteri tarafindan alinir. ACC molekiilii ACC deaminaz enzimi ile
ACC’yi amonyak ve a-ketobiitirata hidrolize eder [Glick vd., 1998].

Hiicre Blylimesi ve
Cogalmasi

Oksin Tepki Faktorleri <= jAA
SAM -

lACC SENTAZ : Triptofan

ACC

ACC OKSID/

ETILEN

BiTKi HUCRESI

Sekil 2.3: ACC deaminaz enzimi etki mekanizmasi.
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2.2.7. Stres Altindaki Bitkiye Bakteriyel ACC Deaminaz Enzimine
Sahip Mikroorganizmanin Etkisi

ACC deaminaz, bitkilere abiyotik stres altinda yardime1 olarak, bitkinin biiylimesini
ve hayatta kalmasi iizerinde olumsuz etkisi olan bir stres hormonu olan etilen
seviyelerini diizenler. Cesitli bitki biiyimesini tesvik eden bakteriler tarafindan
tretilen bu enzim, etilen Onciisi ACC'yi (1-aminosiklopropan-1-karboksilat)
amonyak ve a-ketobutirata doniistiirerek etilen sentezini azaltir. Bu siireg, stres
etkilerini hafifletir ve olumsuz kosullar altinda bitki biiylimesini tesvik eder.
Ornegin, 1s1 stresine maruz kalan misir bitkilerinde, ACC deaminaz iireten bakteriler
fizyolojik aktiviteleri artirmig, biyokiitleyi c¢ogaltmis ve siiperoksit dismutaz ve
katalaz gibi enzimatik islevleri iyilestirmistir [Rafi vd., 2022]. Ayrica, ACC
deaminaz, etilen seviyelerini siirlayarak ve bir stres modiilatorii olarak hareket

ederek tuz stresi, su kithigi, asir1 sicakliklar ve agir metal kontaminasyonu gibi cesitli

abiyotik stresleri hafifletmede etkilidir [Shahid vd., 2023].

2.2.8. ACC Deaminaz Aktivitesine Sahip Mikroorganizmalar ile
Yapilan Calismalar
Bakteriyel ACC deaminaz, bitkilerde etilen seviyelerini diizenleyerek stresin
azaltilmasinda 6nemli bir rol oynar. Bu, ¢esitli stres kosullarinda bitki biiylimesini ve
dayanikliligin1 artirmada 6nemli rol oynar.
Herpell vd., (2023) tarafindan yapilan ¢alisma, Paraburkholderia dioscoreae'nin
domates yapraklarini kolonize ederek ACC deaminaz {iiretimi ile biliylimeyi tesvik
edebilecegini gdstermektedir. Bu, bitki stres direncini artirmada yaprak uygulamalari
icin bir potansiyel oldugunu isaret etmektedir [Herpell vd., 2023]. Shahid vd.,
(2023), ACC deaminazin biyokimyas: ve genetigi hakkinda ayrintili bilgiler
saglayarak, cesitli ¢evresel stresler altinda bitki biiylimesini ve iirtin verimliligini
artirmadaki roliinli vurgulamaktadir [Shahis vd., 2023].
Rafi vd., (2022) ise, ACC deaminaz iireten bakterilerin 1s1 stresindeki muisir
bitkilerine uygulanmasinin fizyolojik aktiviteleri ve biyokiitleyi onemli oOlciide
artirdigim1  gostermektedir [Rafi vd., 2022]. Roy Choudhury vd., (2023), ACC
deaminaz iireten endofitik bakterilerin kirmizi biberde tuz stresi altinda biliylimeyi ve
stres toleransini artirdigini, etilen aracili PR sinyalizasyonunu asagi regiile ederek

gosterdigini ortaya koymaktadir [Roy Choudhury vd., 2023].
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Baltac1 Kadioglu (2013), farkli bitki rizosferlerinden soguga karsi direngli ve ACC
deaminaz iireten bakterilerin izolasyonunu ve karakterizasyonlarini yaparak soguk
stresinde bitkilerin biiylimesinin tesvik edici izolatlar elde etmistir [Baltaci Kadioglu
vd., 2013]. Ates (2017), Eskisehir ve ¢evresindeki tuzlu topraklarda yetisen bugday
bitkilerinin koklerinden, ACC deaminaz enzimi igeren bakteri tiirlerini izole etmis ve
tir tanimlamalarmi gerceklestirmistir. Sonraki asamada, izole edilen bakteri
tirlerinin tuzlu kosullarda etkinliklerini degerlendirmistir. Etkinligi yiiksek olan
bakteri izolatlar1 i¢in saksi denemeleri diizenlemistir. Calisma sonucunda, ACC
deaminaz igeren bakterilerle asilanan bugday bitkilerinde, kontrol grubuna kiyasla
saks1 basina verim, biyokiitle, karotenoid miktari, membran stabilite indeksi ve
potasyum degerlerinde artig gostermektedir [Ates ., 2017].

Son olarak, Gupta vd., (2022), ACC deaminaz iireten PGPR'nin Pisum sativum'daki
ozmotik ve tuz streslerini hafifletmek i¢in kullanimini arastirarak, biliylime ve

antioksidan aktivitelerinde iyilesme sagladigini gostermektedir [Gupta vd., 2022].
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3. MATERYAL

Bu boliimde deney boyunca kullanilan mikroorganizmalar, bitki materyali, alet ve
cihazlar, besiyerleri ve hazirlanisi, kimyasallar, ¢ozeltiler ve hazirlanisi, kullanilan

kitler listelenmistir.

3.1. Kullamilan Mikroorganizma Suslari

Bacillus cereus DSMZ 4312, Bacillus subtilis ATCC 6633, Pseudomanas putida
KT244, Enterococcus faecalis ATCC 8213, Escherichia coli ATCC 25922,
Klebsiella pneumoniae (laboratuvar izolati), Proteus vulgaris (laboratuvar izolat1),
Pseudomonas aeruginosa ATCC 15692, Pseudomonas aeruginosa NCTC 12924 ve
Staphylococcus aureus ATCC 29213 kontrol soylar;, Gebze Teknik Universitesi

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii Mikrobiyota Laboratuvari stoklarindan temin

edildi.

3.2. Kullamlan Bitki Materyali

Secilmis izolatlarin domates tohumlarinda tuz stresine maruz birakilarak ¢imlenmeye
etkilerinin incelenmesi deneylerinde alyanak F1 (E-Z Tohumculuk) cinsi domates
kullanildi.

3.3. Kullanilan Alet ve Cihazlar

Tez calismasi boyunca Gebze Teknik Universitesi Temel Bilimler Fakiiltesi
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii Mikrobiyata Laboratuvarinin asagida

siralanan alet ve cihazlar1 kullanilmistir.
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Tablo 3.1: Kullanilan alet ve cihazlar.

Cihaz Marka
+4,-20 °C Buzdolab1 Vestal
-80 °C Derin Dondurucu Thermo Scientific, Forma
86°C ULT Freezer
Biyogiivenlik Kabini Thermo Electron Coo.
Calkalayici Orbital Shaker-Incubater
Ceker Ocak Tezsan
Etiiv Vwarincu-Line
Etiv Heraeus
Gii¢ Kaynagi Cleaver Scientific Ltd
Hassas Terazi Kern Ew
Jel Tanki Bio-Rad

Nefhelometer Cihazi

Becton Dickinson

Manyetik Karistirict WiseStir
Mikrodalga BlueSky
Mikroplaka Okuyucu VarioSkan
Mikrosantrifiij Beckam Coulter Microfuge 18
Santrifiij
Mikroskop Nikon Elipse E100
Otoklav Hirayama 110L
pH Metre Hanna Ins
Santrifi Gyrozen 124BR

UV Gorintuleme Cihazi

Vilber Laurmat Infinity-
3026WL/26M

Vortex

Dihan Scientific
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3.4. Kullanilan Besiyerleri

Deneylerde kullanilan besiyeri ve hazirlanigi Tablo 3.2°de verilmistir.

Tablo 3.2: Kullanilan besiyerleri ve hazirlanisi.

Besiyeri

Hazirlamisi

Christensen Ure Agar

1 gram pepton, 1 gram glukoz, 5
gram NaCl, 2 gram KH:PO4 ve
0,012 gram fenol kirmizisi, 100
ml  distile suda  ¢ozilerek
karistmin pH'1 6.7'ye ayarlanda.
0,22 um gozenek capli bir
filtreden gecirildi. 15 gram agar,
900 ml distile suda c¢oziilerek
121°C'de 15 dakika boyunca
otoklavlandi. Soguduktan sonra
karisim kanistirilarak yatay bir
pozisyonda katilagmasi saglandi.

DF Minimal Tuz Besiyeri (modifiye)

Glikoz 2 g

Glukonik asit 2 g

Sitrik asit 2 g

KH2PO4 4 g

Na:HPO4 6 g

MgS04.7H,0 0.2 g

FeS04.7H20 1 mg

HBOs3 10 pg

MnS04.2H20 11,19 pg
ZnS04.7H20 124,6 pg
CuS04.7H20 78,22 ng

MoOs 10 ug, ACC 0,39

Agar 12 g. Besiyeri igerigi ACC
eklenmeden 950 ml dH20 ile
¢ozindirilip pH 7,2£0.2 ye
ayarlandiktan sonra 121 °C’de 15
dk otoklavlandi. ACC 50 ml
dH20 ile ¢6ziindiiriildiiktan sonra
0,2 um filte ile steril hale getirildi.
Ardindan 1limis olan 950 ml
besiyeri tizerine eklendi.

LB Agar (MILLER)

40 gr LB Agar 1L dH.O ile
¢ozdirilip, 121 °C’de 15 dk
otoklavlandi.
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Tablo 3.2: Devam.

LB S1v1 Besiyeri (MILLER)

25 gram LB sivi besiyeri 1 litre
dH20’da ¢oziildi. 121 °C’de 15
dakika otoklavlandi.

Metil Kirmizisi-Voges Proskauer (MR-
VP) Siv1 Besiyeri (Biolife)

17 gram MR-VP sivi besiyeri 1
litre dH20’da ¢o6ziildii. Tiiplere
boliinerek 121 °C’de 15 dakika
otoklavlandi.

Moeller Dekarboksilaz Sivi Besiyeri (BD)

10,5 gram Moeller dekarboksilaz
stvi besiyeri 1 litre dH20’da
cozildi. 121 °C’de 15 dakika
otoklavlandi.

ONPG S1v1 Besiyeri (Himedia)

13,10 gram ONPG tozu 1 litre saf
su i¢inde ¢oziildi. Karigim,
manyetik bir karigtirict
kullanilarak 1sitildi ve kaynatildi.
Daha sonra, steril cam tiiplere 1
mililitre olacak sekilde aktarildi
ve kullanima hazir hale getirildi.

3.5. Kullanilan Kimyasallar

Deneylerde kullanilan kimyasallar Tablo 3.3’te verilmistir.

Tablo 3.3: Kimyasallar.

Kimyasal Ad1 Markasi
Alkoller
Etil Alkol Diizey Lab
Gliserol Sigma Aldrich
Ayiraclar
Bromtimol Mavisi Sigma Aldrich
Fenol Kirmizisi Neofroxx
Kovac’s Ayiract Biolife
Metil Kirmizisi Merck
N’N’N’N’-tetrametil-pfenilendiamin Sigma Aldrich
2,2 Dinitrofenil hidrazin Sigma Aldrich
Bilesikler
ACC TCI
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Tablo 3.3: Devam.

Agaroz Prona
Amonyum Siilfat (NH4)2SO4) Merck
Cinko siilfat heptahidrat (ZnSO4.7H20) Sigma
Demir II siilfat heptahidrat (FeSOa4.7H20) Sigma
Dipotasyum Fosfat (K2HPO4) Merck
Disodyum Fosfat (NazHPO4) Merck
Glikoz Riedel de Hain
Glukonik Asit TCI
Hidroklorik asit (HCI) Sigma
Hidrojen Borat (HB03) Sigma
Hidrojen Peroksit (H202) Sigma Aldrich
Indol-3-asetik Asit Sigma Aldrich
Magnezyum Siilfat Heptahidrat Tekkim
(MgS04.7H20)
Molibden Trioksit (MoOs3) Merck
Pepton Water Merck
Sitrik Asit Sigma
Sodyum Hidroksit (NaOH) Sigma Aldrich
Tris Sigma Aldrich
a-ketobiitirat Santa Cruz
Boyalar
6X Jel Yiikleme Boyasi Thermo Scientific
Gram Boyama Seti Sigma Aldrich
Kristal Viyole Merck
Malasit Yesili Merck
Safe Red Jel Boyasi Intron Biotechnology
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3.6. Kullanilan Cozeltiler

Deneyde kullanmak 6zere hazirlanan ¢ozeltiler Tablo 3.4°te verilmistir.

Tablo 3.4: Kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlanisi.

Cozelti

Hazirlanmisi

%0,1 Kristal Viyole

0,1 gram kristal viyole 10 ml %95

etanolde ¢oziildii. Uzerine 90 ml
dH20 eklendi. Filtre edildi.

%0,5 Bromtimol Mavisi

5 mg bromtimol mavisi 1 ml
dH20’da ¢oziiliip son hacim 0.2 M
KOH ile 10 ml’ye tamamlanda.

%40 (w/v) KOH 20 gram KOH 50 ml dH20’da
¢Ozildi.

%1 (w/v) Malasit Yesili 1 gram malasit yesili 100 ml
dH20’da ¢oziildii.

%1 (w/v) N’N’N’N’-tetrametil-
pfenilendiamin

0,1 gram N’N’N’N’-tetrametil-
pfenilendiamin 10 ml dH20’da
¢oOzildii.

%3 H20> 3 ml H20: tizerine 97 ml dH20
eklendi.
%0.8 (w/v) 0.8 g w/v tartildi. 1X TAE

tamponunda mikrodalga firmninda
eritildi. 50°C’ye kadar sogugunca 3ul
Red Safe eklendikten sonra jel taragi
yerlestirilmis jel tepsisine dokiilerek
donmasi beklendi.

0,1 M Tris-HCI (pH 7,6)/ 1L

12.114 g tris 600 ml distile
¢ozdiiriiliip, sonrasinda ¢ozelti 1000
ml’ e tamamlandi. 0,1 M HCl ile pH
7.6’ ya ayarlandi.

0,1 M Tris-HCI (pH 8,5)/ 1L

12.114 g tris 600 ml distile suda
¢ozdiiriiliip, sonrasinda ¢ozelti 1000
ml’ e tamamlandi. 0,1 M HCl ile pH
8.5’e ayarlandu.

0,56 M HCI

4,67 ml %37’lik HC1 50 ml distile
suya eklendi ve iyice karistirilarak
tizeri 100 ml” ye tamamlandi.

1X TAE Buffer

20 ml 50X TAE buffer tizerine 980
ml dH20 eklendi.

50X TAE Buffer

242 gram Tris-base 700 ml dH.O’da
¢oOziildii. 57,1 ml %100 asetik asit ve
100 ml 0.5 M EDTA (pH 8.0)
eklendi. dH20 ile 1 litreye
tamamlandi.
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Tablo 3.

4: Devam.

2 N NaOH

8 g NaOH 100 ml dH20 ile ¢oziildii.

Dinitrofenil Hidrazin Ayiraci

16.5 ml HCI distile suya eklendi ve
100 ml’ e tamamlandi. 0,2 g DNFH
boyasi eklenip yarim saat
karigtirilarak ¢ozdiiriildii.

Fizyolojik Tuzlu Su (FTS)

8,5 gram NaCl 1 litre dH20’da
¢ozildi. 121 °C’de 15 dakika
otoklavlandi.

3.7. Kullanilar Kitler ve DNA Belirtecleri

Kullanilan kitler ve DNA belirtegleri Tablo 3.5 de verilmistir.

Tablo 3.5: Kullanilar kitler ve DNA belirtegleri.

Adi Markasi
DreamTaq Green DNA Polymerase Thermo Scientific
Quick-DNA Fungal/Bakteriyel Miniprep Kiti ZymoBiomics
ZymoBIOMICS DNA Miniprep Kit ZymoBiomics
PureLink RNA Mini Kit Life Technologies
100 bp ladder plus Fermentas
1 kb ladder Biolabs
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4. YONTEM

4.1. Bugday Tarlalarindan Toprak Orneklerinin Alinmasi

1210649 no’lu TUBITAK 1001 projesi kapsaminda toprak &rnekleri cografi konum,
mesafe, toprak yapisindaki farkliliklar dikkate alinarak bugday ekimi yapilan;
Tekirdag, Ankara, Konya, Sivas, Diyarbakir illerinden 12 mikrobdlge se¢ilerek 0-15
santimetre derinliklerinden 500 gramdan asagi olmayacak sekilde toplanan toprak

ornekleri izolasyon i¢in kullanilmistir [Acet ., 2023].

4.2. Topraktan Total DNA izolasyonu

Rizosferik toprak 6rneklerinde acdS geninin tespiti amaciyla, topraktan total DNA
izolasyonu ZymoBiomics DNA Miniprep Kiti kullanilarak {iretici talimatlarina
uygun sekilde gergeklestirildi. Izole edilen total DNA 6rneklerinden 3 ul alinarak 1
ul yiikleme boyasi ile karistirildi ve %0,3 agaroz jel tlizerinde 90 V’ta 30 dakika
stireyle elektroforez tankinda yiiriitiildii. Yiriitme isleminin ardindan, DNA’nin
varligi UV goriintiileme sistemi ile dogrulandi. Ayrica, DNA 6rneklerinin miktar1 ve

saflig1 NanoDrop Lite (Thermo Scientific) cihazi kullanilarak analiz edildi.

4.3. AcdS Gen Bolgesini Belirlemek I¢in Primer Tasarim
ve PZR

Jaya vd., (2019), stres altindaki ananasin rizosferinden izole ettikleri rizobakterileri
tanimlamak i¢in NCBI'da depolanan tanimlanmig sekanslar1 kullanarak acdS geninin
biyoinformatik bir ¢alismasini gergeklestirmislerdir. Bu ¢aligmada P. putida UWA4
(AY823987), P. fluorescens KACC 10070 (JQ646055), P. entomophila PS-PJH
(FJ882923), P. oryzihabitans LP11 (JF741959) ve Pseudomonas sp. ACP (M73488)
gibi bes farkli Pseudomonas susunun sekanslart MEGA yazilimina entegre edilmis
ve MUSCLE 7.0 programiyla hizalanmistir. Daha sonra bu hizalanmalar1 kullanarak
korunmus ve  benzersiz = bolgelere  dayali  olarak  105F-acdS  (5°-

TGCCAAGCGTGAAGACTGC-37) ve 244R-acdS (5-
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GGGTCTGGTTCGACTGGAT-3") primerlerini tasarlamiglardir. Tasarlanan bu
primerlerle gercek zamanli PZR (real-time PCR) yontemini kullanarak erime tepe
grafigi analizi yapmislar ve bu sayede 4 farkli bakteri izolatinin acdS gen bolgesinin
varligint gostermislerdir [Jaya vd., 2019]. Literatiirden faydalanarak Genoks

firmasindan primer siparisi verilerek polimeraz zincir rekasiyonu gerceklestirilmistir.

Tablo 4.1: Polimeraz Zincir Reaksiyon Karigimi.

Reaktif Miktar (1X 6rnek)
10X DreamTaq Buffer 2 uL
dNTP Mix 10 uM 0.4 uL
Forward primer 25 uM 0,4 uL
Reverse primer 25 uM 0,4 uL
Kalip DNA 50 ng
DreamTagq DNA 0,1 uL
Polymerase 5U/ul
Apirojen Su 15,7 uL

Tablo 4.2: PZR kosullari.

Asama Sicaklik (°C) Siire Dongii
Denatiirasyon 95 3dk 1
95 30 sn
Baglanma 58 1dk 35
Uzama 72 1dk
Son Uzama 72 10 dk 1

4.4. Topraktan Bakteri Izolasyonu

Topraktan bakteri izolasyonu icin +4°C’de saklanan 5 adet rizosferik toprak
orneklerinden (2 tekrarli) birer gram tartilarak mikroorganizmalarin canlanmasi
amactyla 9 ml peptonlu su igeren uzun cam tiiplere aktarildi. Diisiik derecede vortex
ile karigtirildiktan sonra toprak drneklerinin peptonlu su i¢inde ¢dziinmesi saglandi.
Her bir toprak 6rnegi icin iki kiiltiir hazirlanarak farkli sicakliklarda tireme saglayan
(30°C ve 37°C ) mikroorganizmalarin canlanabilmesi amaciyla 24, 48 ve 72 saat

olmak iizere inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda cam tiiplerdeki
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orneklerden 1 ml almarak steril fizyolojik tuzlu su ile 102-108 seri diliisyonlar:
gerceklestirildi. Hazirlanan seri diliisyonlardan 10, 10° ve 10° diliisyonlarindan
100 pl alinarak Luria Bertani (LB) kat1 besiyerine steril cam Drigalski spatiilii ile
yayma ekim yapildi. Petriler 30 ve 37°C; 24, 48 ve 72 saat inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyonun ardindan gelisim goésteren koloniler stereo mikroskop altinda koloni

morfolojileri incelenerek yeni LB kati besiyerine ekim yapilarak saflastirildi.

4.5. Koloni Morfolojilerinin incelenmesi

Kat1 besiyerine yayma ekim yapilan izolatlarin inkiibasyonu sonrasi koloni rengi,
sekli, yiiksekligi, kenari, ylizeyi, optik Ozelligi ve boyutlar1 incelenerek 6zellikleri
kaydedildi.

4.6. ACC Deaminaz Aktivitesine Sahip Izolatlarin DF

Besiyerinde Taranmasi

Farkli koloni morfolojilerine gore segilen izolatlarin ACC deaminaz enzim
aktivitesini kalitatif olarak analiz etmek igin farkli azot kaynag igeren ve icermeyen
2 farkli DF besiyerleri kullanildi. Bu besiyerler sirasi ile azot kaynagi olarak
amonyum siilfat ((NH4)2SO4), ACC kullanildi. Diger iki besiyerine ve azot kaynagi
bulunmayan kat1 DF minimal besiyerine (negatif kontrol) steril kiirdan ile nokta ekim
yapildi. Ardindan ekim yapilan Petri kutular1 farkli sicaklik (30 ve 37 °C); 24, 48 ve

72 saat gerektiren zaman siirelerinde inkiibatorlerde inkiibasyona birakildi.

4.7. ACC Deaminaz Aktivitesinin Tespiti i¢cin Standart Egri

Grafiginin Hazirlanmasi

Izolatlarda ACC deaminaz aktivitesinin kantitatif tayini icin kullanilacak standart
egri grafiginin olusturulabilmesi i¢in, ilk asamada ACC deaminaz enziminin
katalizledigi ACC yikim iiriinlerinden olan 100 mM a-ketobiitrat ana stok soliisyonu
Tris-HCI pH: 8.5 tamponu kullanarak hazirlanmistir. 100 mM a-ketobiitrat ana stok
sollisyonu yine ayni tamponla 25 mM’a seyreltilmistir. Sonrasinda 25mM a-
ketobiitrat  soliisyonu Tris-HCI pH: 8.5 tamponu ile 0.5mM- 5.0mM

konsantrasyonlarinda hazirlanmistir.
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Hazirlanan konsantrasyonlar Tablo 4.3’te verilmistir. Hazirlanan soliisyonlarin
tizerine 300 pl 2,4-dinitrofenilhidrazin eklenerek 30°C’de 30 dakika inkiibasyona

birakilmigtir. Inkiibasyonun ardindan 2ml 2N NaOH eklenerck renk degisimi

gozlemlenmis ve 540 nm’de spektrofotometrik Ol¢iimler yapilarak sonuglar

kaydedilmis ve standart egri grafigi hazirlanmistir. 0-1.0 pumol araligindaki o-

ketobiitrat, 540 nm'de 0-1.6 arasinda degisen absorbans degerleri gdstermistir (Sekil

4.1; Tablo 4.3).

Tablo 4.3: a-ketobiitrat standart egri grafigi verileri.

Stok 25 Tris-HCI Konsantrasyon (mM) Miktar OD 540
mM pH: 8.5 (nmol) Abs
Sonuclari
4 ul 196 pl 0.5 0.1 0,31
8ul 192 ul 1.0 0.2 0,44
16 ul 184 ul 2.0 0.4 0,65
24 ul 176 ul 3.0 0.6 0,95
32 ul 168 ul 4.0 0.8 1,14
40 ul 160 pl 5.0 1.0 1,50
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Sekil 4.2: a-ketobiitrat standart egri grafigi.

4.8. ACC Deaminaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Azot kaynagi olarak ACC ve amonyum siilfat iceren, ve azot kaynagi icermeyen DF
minimal tuz besiyerlerinde izolatlarinin inkiibasyonu sonucunda, ACC igeren
besiyerde biiylime gosterip azot igermeyen DF minimal tuz besiyerinde biiyiime
gostermeyen izolatlar; ACC deaminaz aktivitesi oldugu 6ngoriisii ile diger izolatlarin
arasindan secildi. Secilen izolatlar icin LB siv1 besiyerinde taze kiiltiir hazirlandi.
ACC deaminaz enzim aktivitesini kantitatif olarak olgmek igin ACC
deaminasyonundan {iretilen o-ketobiitirat miktarinin tayinine dayanan bir test
uygulandi. Bu nedenle taze kiiltiirlerin ACC deaminaz aktivasyonunu tetiklemek igin

asagida yazili olan protokol uygulandi:

e Secgilen izolatlatlar 15 ml LB sivi besiyerine ekilerek kendi optimum
kosullarinda 200 rpm’de inkiibasyona birakildi.
e Inkiibasyonun ardindan 4000 rpm hizda 20 dk 4°C’de santrifiij ile ¢oktiiriildii.

e FElde edilen supernatant atilarak atilarak besiyeri pelletten uzaklastirildi.
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Ardindan pelletler 5 ml DF minimal tuz besiyeri vortex ile karigtirarak
¢ozdirildii ve tekrar 4000 rpm hizda 20 dk 4°C’de yikama islemi
gerceklestirilerek santrifiij ile ¢oktiirtildii.

Yikama igleminin ardindan 7,5 ml DF Minimal tuz besiyeri ile tekrar pellet
¢ozdiiriildii; 0,5 M ACC den 45 pl eklenerek 200 rpm hizda 24 s inkiibasyona
birakildi. Bu islemin amaci bakterilerin ACC deaminaz aktivitesini
tektiklemektir.

Inkiibasyonun ardindan 4000 rpm hizda 20 dk 4°C’de santrifiij ile
coktiriildiikten sonra siipernatant atilarak iki kez 5 ml 0.1 M Tris-HCI
(pH:7.6) tamponu ile yikanmistir. Yikama islemleri gerceklestirilirken
slipernatant atilmistir.

Pelletler 1,5 ml’lik ependorflara alinarak tizerine 0,1 M 1 ml Tris-HCI
(pH:7,6) tamponu eklenerek hafif¢e vorteks ile karistirilmustir.

16000 g hizda 5 dk santrifiij ile ¢oktiiriildii siipernatant atilmistir. Pelletin
tizerine 600 ul 0,1 M Tris-HCI (pH:8,5) eklenip tekrar vorteksile
karistirilmastir.

Hiicre duvarmi pargalamak icin 30 pl toluen ilave edilip 30 saniye boyunca
yiiksek devirde vortekslenmistir. Toluene eklenmis hiicrelerden 200 pl
almarak 1.5 ml'lik santrifiyj tiipiine aktarilmis ve tizerine 20 ul 0,5 M ACC
eklenip kisa siireli vorteks ile karistirilmistir.

30 derecede 15 dakika inkiibe edildikten sonra, 1 ml 0.56 M HCI eklenip
vorteks ile karistirilmistir.

16000g hizinda 25°C'de 5 dakika boyunca santrifiij ile ¢oktiiriildii ve
siipernatanttan temiz cam bir tiipe 1 ml alinmstir.

Sonrasinda 800 pl 0,56 M HCI eklenmis ve vorteks ile karistirilmigtir. Daha
sonra 300 ul 2,4-dinitrofenilhidrazin eklenerek vorteksile karigtirilmistir ve
orneklerden 100 pl mikroplakalara eklenerek ilk spektrofotometrik 6l¢iim
yapilmistir.

Ardindan tiipler 30°C'de 30 dakika boyunca inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyonun  ardindan, {izerine 2 ml 2M NaOH eklenerek
spektrofotometrede 540 nm dalga boyunda O6l¢im yapilmis ve izolatlarin

ACC deaminaz aktiviteleri belirlenmistir.
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4.9. ACC Deaminaz Pozitif Oldugu Diisiiniilen izolatlar icin

On Tamimlama Testleri

ACC deaminaz enzimi trettigi diisliniilen toprak izolatlarmin 6n tanimlama testleri

gerceklestirildi.

4.9.1. Gram Boyama

Gram boyama, bakterileri mikroskop altinda hiicre duvarlarindaki kimyasal ve
fiziksel 6zelliklerine gore ayirmak i¢in kullanilan énemli bir laboratuvar teknigidir.
Bu teknik, bakteri hiicre duvarlarinin farkli yapisal 6zelliklerini vurgulayarak Gram
pozitif ve Gram negatif olarak simiflandirir. Gram pozitif bakteriler, kalin bir
peptidoglikan tabakasina sahip olan bakterilerdir. Bu tabaka, kristal viyole ve iyot ile
olusturulan kompleksi hiicre icine alarak tutar. Renksizlestirme asamasinda
kullanilan alkol, Gram pozitif bakterilerin peptidoglikan yapisinin su kaybetmesine
ve biiziilmesine neden olur, bu da kristal viyole-iyot kompleksinin hiicre i¢inde

konsantre kalmasini saglar ve mor renge boyanmalarini saglar.

Diger yandan, Gram negatif bakterilerin hiicre duvari daha kompleks bir yapiya
sahiptir. Ince bir peptidoglikan tabakasi ve bu tabakanm diginda lipit yapida bir dis
zar bulunur. Alkol uygulamas: sirasinda bu lipit tabaka ¢6ziiniir, bu da peptidoglikan
tabakasimin porlu hale gelmesine ve icerdikleri boya kompleksinin disar1 atilmasina
yol agar. Bu nedenle, Gram negatif bakteriler ilk boyama isleminden sonra
renksizlesirler. Son asamada uygulanan ikinci boya olan safranin, bu bakterileri
pembe-kirmizi renkte boyar, bu da onlarin mikroskop altinda belirgin sekilde

goriinmelerini saglar[Madigan vd., 2004].

Gram boyama islemi genellikle taze kiiltiirlerden hazirlanan Ornekler {izerinde
yapilir. Ornekler, lam iizerine yayildiktan ve sabitlendikten sonra kristal viyole ile
islem goriir, ardindan lugol ile sabitlenir ve alkol ile renksizlestirilir. Son olarak
safranin ile boyanarak mikroskop altinda incelenirler. Bu yontem, bakterilerin
tamimlanmas1 ve smiflandirilmasinda 6nemli bir adimdir, O6zellikle tibbi ve

mikrobiyolojik arastirmalarda yaygin olarak kullanilir.
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Sekil 4.3: A: AT1A-16 izolata ait Gram boyama (Gram pozitif), B: KT2B-12 izolata
ait Gram boyama (Gram negatif) goriintiisi.

4.9.2. Katalaz Testi

Katalaz, mikroaerofilik ve anaerobik mikroorganizmalarda bulunmayan bir enzim
olup, H2O2'nin su ve oksijene par¢alanmasindan sorumludur. Bu enzim genellikle
aerobik ve fakiiltatif anaerobik bakterilerde bulunur ¢ilinkii bu organizmalar oksijeni
kullanabilir durumdadir ve metabolizmalar1 sonucunda H2O: iiretirler. Katalaz
enzimine sahip mikroorganizmalar, hidrojen peroksiti su ve oksijene parcalayarak
gaz aciga cikarirlar. Bu gaz cikisi gozle gorilebilir ve siddetine bagli olarak
derecelendirilir. Bu gaz kabarciklar1 derecelendirilmesi (+) zayif, (++) orta, (+++)

Iyi, (++++) ¢ok iyi seklinde yapilir.

Izolatlarin 24 saatlik saf kat1 kiiltiirlerinden alinan drnekler lam {izerine yayilarak %3
hidrojen peroksit damlatilir, hidrojen peroksiti pargalayarak gaz kabarciklar
olusturan mikrooraganizmalar katalaz pozitif bakteriler olarak degerlendirilir
[Maehly vd., 1954].

Bu test i¢in pozitif kontrol olarak Staphylococcus aureus ATCC 29213 ve negatif
kontrol olarak Enterococcus faecalis ATCC 8213 suslar1 kullanildi.
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4.9.3. Oksidaz Testi

Oksidaz testi, bakterilerin elektron tasima zincirinin sonunda bulunan sitokrom c
oksidaz enziminin varligini belirlemek i¢in kullanilan bir testtir. Bu enzim, oksijeni
kullanarak H>O2'ye indirgeyerek oksidatif metabolizmay:1 saglar. Oksidaz testi i¢in
izolatlarin ve kontrol olarak kullanilacak bakteri suslarinin 24 saatlik taze kiiltiirleri
kat1 izolasyon besiyerlerine ekilerek hazirlandi. Ayira¢ olarak %1 w/v N’N’N’N’-
tetrametil-p-fenilendiamin kullanildi. Bu boya, sitokrom ¢ oksidaz varliginda mavi
renk olusturur [Alexander vd., 2001]. Kontrollerden negatif (6rnegin Escherichia
coli) ve pozitif (6rnegin Pseudomonas aeruginosa) suslariyla yapilan testlerde
negatif kontrol beyaz kalirken pozitif kontrol koyu mor-mavi bir renk alir. Izolatlarm
testi i¢in, steril kiirdan yardimiyla 24 saatlik taze kat1 kiiltiirlerinden 6rnek alinarak
ayira¢ emdirilmis filtre kagidma yayildi. ilk 20 saniye i¢inde mavi renk olusturan
izolatlar oksidaz pozitif olarak degerlendirilirken, beyaz renk olusturan ya da 20
saniyeden sonra mavi renk olusturan izolatlar oksidaz negatif olarak degerlendirildi.
Bu test, hizli bir sekilde sitokrom c¢ oksidaz enziminin varhi§ini gosterir ve
bakterilerin tanimlanmasinda kullanilir. Pozitif kontrol olarak Pseudomonas
aeruginosa ATCC 15692 ve negatif kontrol olarak Staphylococcus aureus ATCC
29213 suslar1 kullanildi.

4.9.4. Spor Boyama

Spor boyama, bakterilerde endosporlarin varligini, konumunu ve seklini
gozlemlemek icin kullanilan bir diferansiyel boyama yontemidir. Endosporlar,
vejetatif hiicrelere kiyasla ¢cok daha korunakli bir yapiya sahip olduklari i¢in basit
boyama yontemleriyle boyanmazlar. Bu amagla, Schaeffer-Fulton metodu en yaygin
kullanilan yontemdir. Bu yontemde, endosporlar malasit yesili ile boyanir ve
ardindan safranin ile karsit boyama yapilir [Leboffe vd., 2011]. Hazirlanan kiiltirler
oksidaz testinin ardindan 5 giin boyunca oda sicakliginda bekletilerek yaslanmalari
ve spor olusturmalar1 saglandi. Yaslanan kiiltiirlerden alinan 6rnekler, lam {izerine
yayilarak malagit yesili ile boyandi. Boyama esnasinda malasit yesili boyasinin
sporlara iyi isleyebilmesi amaciyla lamlar kaynayan su buhari iistiinde tutuldu, distile
su ile yikandiktan sonra safranin ile karsit boyama yapildi. Preparatlar kurutulduktan

sonra immersiyon yagi ile 100X te incelendi ve sonuglar kaydedildi.
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4.10. ACC Deaminaz Pozitif Oldugu Diisiiniilen En Iyi Uc

Izolat i¢cin Biyokimyasal Testler

ACC deaminaz enzimi {irettigi diisliniilen toprak izolatlar1 i¢in biyokimyasal testleri

gerceklestirildi.

4.10.1. IMVIC Testi

IMVIC testi, bakterilerin biyokimyasal 6zelliklerini belirlemek i¢in kullanilan bir
birlesim testtir. IMViC, indol iiretimi, metil kirmizis1 testi, Voges-Proskauer testi ve
sitrat kullanimi1 testlerinden olusur. Bu testlerin sonuglari, belirli bakteri tiirlerinin

tanimlanmasinda ve siniflandirilmasinda 6nemli bir rol oynar.

4.10.1.1 Indol Testi

Bu testte, bakterilerin triptofani indole doniistiirme yetenegi dlgiiliir. Kovac’s reaktifi
kullanilarak indol tiretimi gézlemlenir [Leboffe vd., 2021]. Pozitif test sonucu, indol
iireten bakterileri gosterir ve Kovac's ayiraci igceren ortamda olusan indol, ylizeyde
kirmiz1 renkli bir halka veya tabaka olusturur. Bu reaksiyon, ayiracin i¢indeki para-
dimetilaminobenzaldehit ile indol arasindaki kimyasal reaksiyondan kaynaklanir.
Para-dimetilaminobenzaldehit, indol ile reaksiyona girerek indoliin yiizeyde kirmizi

renkte bir bilesik olusturmasini saglar.

Indol testi i¢in kullanilan SIM agar (Siilfiir-Indol-Hareketlilik agar), bakterilerin
belirli biyokimyasal 6zelliklerini degerlendirmek i¢in kullanilan bir besiyeridir. Bu
besiyeri, ti¢ 6nemli 6zelligi ayn1 anda degerlendirmeye olanak tanir: HoS {iretimi,
indol iiretimi ve hareketlilik testi. izolatlarin kat1 besiyerinde hazirlanmis 24 saatlik
kiiltiirleri igne 6ze ile alinarak tek bir ekim hatt1 olacak sekilde SIM agara ekim
yapildi. Tiplerin kapaklari hafifce gevsetilecek 37°C’ta 24 saat inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyonun ardindan tiipler énce H.S olusumu (tiipte siyah renk
goriilmesi) ve hareketlilik yoniinden incelendi. Ardindan Kovac’s ayiracindan S°er
damla tiiplere damlatilarak indol iiretimi yoniinden incelendi. Pozitif ve negatif
kontrol olarak sirasiyla Proteus vulgaris ve Klebsiella pneumonie labaratuvar suslari
kullanildi.
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Tablo 4.4: Siilfiir-Indol-Hareketlilik testleri icin pozitif ve nagatif kontrol.

Pozitif Kontrol Negatif Kontrol

(P.vulgaris) (K.pneumoniae)
H2S Uretimi + -
Hareketlilik + -
Indol Uretimi + -

Sekil 4.4: indol Testi; 1: Pozitif kontrol, 2: Negatif kontrol, 3, 4, 5: Negatif izolatlar.

4.10.1.2 Metil Kirmizis1 (MR) Testi

Bu testte, bakterilerin glukozu asetoin doniistiirme yetenegi 6l¢iiliir. Metil kirmizisi
eklenir ve asit kosullarda kirmizi renk olusumu pozitif bir test sonucu olarak
yorumlanir. Bu test, Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) yolag: ile glukozun piriivik
aside metabolizmas1 sonrasinda, bakterilerin pirlivik asidi karigik asit yolaklar
araciligiyla laktik asit, formik asit ve asetik aside doniistiirebilen (metabolize
edebilen) 6zelliklerini tespit etmek amaciyla yapilir. Izolatlarm LB besiyeri iginde 24
saatlik taze sivi kiiltiirti hazirlandi. Hazirlanan bu kiiltiirden 100 pl alimarak MR-VP
(Metil Kirmizisi-Voges-Proskauer) sivi besiyerine ekim yapildi. 30°C’ta 5 giin
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun sonunda, her bir MR test tiipiine %0,02 w/v
metil kirmizist  solisyonundan 10 damla damlatildi. Metil kirmizisinin
eklenmesinden sonra tiipler belirli bir siire bekletildi (genellikle 30 dk). Bu siire
icinde, pozitif bakteriler glukozu piriivik aside metabolize ederek asidik {iriinler
olustururlar. Bu asidik ortam metil kirmizis1 ile reaksiyona girer ve tiip kirmizi renge

donenler pozitif; rengi degismeyenler negatif olarak degerlendirildi [Alexveer vd.,

30



2021]. Porzitif ve negatif kontrol olarak sirasiyla E. coli ATCC 25922 ve K.

pneumoniae suslari kullanildi.

Sekil 4.5: MR Testi; 1: Bos besiyeri, 2: Pozitif kontrol, 3: Negatif kontrol, 5: Pozitif
izolat, 4-6 : Negatif izolatlar.

4.10.1.3 Voges-Proskauer (VP) Test

Bu testte, bakterilerin asetoini 2,3-biitveiol olarak fermantasyon etme yetenegi
incelenir. Alfa-naftol ve KOH eklenerek reaksiyon sonucunda kirmizi renk olusumu
pozitif bir Voges-Proskauer test sonucunu gosterir. izolatlar LB siv1 besiyerinde 24
saatlik taze kiiltirlerinden MR-VP besiyeri ile tekrar taze kiiltiir hazirlandi ve
30°C’de 48 saat inkiibasyona birakildi, inkiibasyonun ardindan 12 damla %5 a-naftol
ve 4 damla %40 KOH eklenmesinin ardindan 30 saniye kuvvetlice ¢alkalanarak
karistmin homojen hale getirildi ve 1 saat bekletildi. Pozitif bakterilerde, a-naftol ve
KOH reaksiyona girerek aseton ve diger tiirevlerin olusumuna neden olur. Bu
reaksiyon sonucunda tiipiin iist kisminda kirmizi renk olusumu goézlenir. Negatif
bakterilerde ise bu reaksiyon olmaz ve tiipiin renginde degisiklik gézlenmez. Pozitif
ve negatif kontrol olarak sirasiyla K. pneumoniae ve E. coli ATCC 25922 suslari
kullanildi.
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4.10.1.4 Sitrat Testi

Bu testte, bakterilerin sitrati karbon kaynagi olarak kullanip kullanamadigini
belirlemek icin yapilan bir biyokimyasal testtir. Sitrat, bir karbon kaynagi olarak
kullanildiginda, sitrataz enzimi araciliiyla metabolize edilir ve bu siirecte bazik yan
irlinler olusur. Test i¢in 6zel olarak formiile edilmis besiyerinde sitrat ve pH
indikatorii olarak bromtimol mavisi bulunur. Baslangigta besiyeri pH 6.9' da yesil
renkte olup, sitrat metabolizmas1 sonucunda pH 7.6' nin lizerine ¢ikar ve besiyerinin
rengi maviye doner [Alexveer vd., 2001]. Bu renk degisimi, sitratin karbon kaynagi
olarak kullanilabilen bakterilerin varligini gosterir. Izolatlar LB agar besiyerinde 24
saatlik taze kat1 kiiltiir hazirlandi. Hazirlanan kiiltiirden, steril bir igne 6ze yardimiyla
Simon sitrat agar besiyerinin yatik kismina ¢izgi ekim yapildi. Tiiplerin kapaklart
hafifce gevsetildi ve kiiltiirler 37°C'de 24 saat boyunca inkiibe edildi. Deneyde
pozitif kontrol olarak K. pneumoniae susu, negatif kontrol olarak ise E. coli ATCC
25922 susu kullanildi.

Sekil 4.6: Sitrat Testi; 1: Bos besiyeri, 2: Pozitif kontrol, 3: Negatif kontrol, 4,6:
Pozitif izolatlar, 5: Negatif izolat.
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4.10.2. Oksidasyon/ Fermantasyon Testi

Bu test, bakterilerin karbonhidratlar1 oksidasyon yoluyla aerobik mi yoksa
fermantasyon yoluyla anaerobik mi asidik tiriinlere doniistiirdiiklerini belirlemek igin
kullanilir. Oksidasyonu tercih eden bakterilere aerop (A), fermantasyonu tercih
edenlere ise fakiiltatif anaerop (FA) denir. Besiyerindeki diisiik pepton miktari,
alkalin driinlerin sinirli olmasini saglar, boylece olusan asit notralize edilmez.
Besiyeri, yiiksek seker konsantrasyonlariyla karistirilarak karbonhidrat kullanimi
tesvik edilir, pH diiser ve besiyeri sartya doner. Brom timol mavisi pH belirteci
olarak kullanilir; pH 7.1'de yesil olan besiyeri, pH 6.0'da sartya doner [Alexveer vd.,
2001]. Test edilecek mikroorganizmalardan ayni besiyerine iki farkli sekilde ekim
yapilir ve bu kiiltiirlerden biri aerobik, digeri ise anaerobik kosullarda inkiibe edilir.
Her iki tiiptede renk degisiyorsa (sar1) bakterinin karbonhidratlar1 fermantasyon
yoluyla metabolize edip asidik yan {iriinler olusturdugu, sadece aerob kosullardaki

tiipte renk degisikligi goriiliiyorsa oksidasyonu tercih eden bakteriler belirlenir.

Bu test i¢in izolatlar LB agarda 24 saatlik kat1 kiiltiirleri hazirlanmis olup steril igne
0ze ile Hugh-Leifson agara her izolat i¢in 2 ayr1 tiip olacak sekilde ekim yapildi.
Tiiplerden birine 1 ml steril mineral yag damlatilip kapaklar1 parafilmlenerek
(anaerob ortam); diger tiiplerin kapagi hafifce gevsetilerek 37°C’de 24 saat
inkiibasyona birakildi. Pozitif ve negatif kontrol olarak sirasiyla P. aeruginosa
ATCC 15692 (A) ve E. coli ATCC 25922 (FA) kontrol suslari kullanildu.
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Sekil 4.7: O/F testi, 0: Bos besiyeri, 1-2: P. aeruginosa-aerob, 3-4: E. coli-fakiiltatif
anaerob, 5-6: Fakiiltatif anaerob, 7-8-9-10: Inert izolat.
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4.10.3. Karbonhidrat Kullanim Testi

Karbonhidrat kullanim testi, bir mikroorganizmanin ¢esitli karbonhidratlar1 fermante
edip etmedigini belirlemek i¢in yapilan bir testtir. Fermantasyon sonucunda ortaya
cikan asit veya asit ile birlikte gaz tretimi, besiyerindeki pH degisikligini gosterir
[Alexveer vd., 2001]. Gaz olusumunu belirlemek i¢in Durham tiipii kullanilir. Bu
testte fenol kirmizis1 sivi besiyeri kullanildi. izolatlarin karbonhidrat kullanimi icin
glukoz, mannitol, ksiloz, trehaloz, fruktoz, siikroz, sellobiyoz, mannoz ve laktoz
olmak tizere dokuz farkli seker test edildi. Test edilecek sekerler distile suda
coziilerek 0,22 um’lik filtreden gegirildi ve besiyerine %1 (w/v) son hacim oraninda
eklendi. Ayni zamanda glukozdan gaz olusumu da degerlendirildi. Glukoz igeren
besiyerine ise Durham tiipii yerlestirildi. izolatlar LB besiyeri iginde 24 saatlik
kiiltiirlerden hazirlanmistir ve fenol kirmizisi sivi besiyerine 100 pl ekim yapildi.
Kiiltirler 37°C'de inkiibasyonun ardindan ve 24 ve 48 saat sonra sonuglar
kaydedilmistir. Pozitif kontrol olarak E. coli ATCC 25922 glukoz, mannitol, ksiloz,
trehaloz ve laktoz testleri igin; Bacillus cereus (DSMZ 4312) fruktoz testi igin; K.

pneumoniae ise mannoz, sellobiyoz ve siikroz testleri i¢in kullanilmstir.

Sekil 4.8: Glukoz kullanimu testi, 1: Pozitif kontrol (E. coli), 2-4: Negatif izolatlar,
3: Pozitif izolat.
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4.10.4. Argininin, Lizin ve Ornitin Dekarboksilaz Testi

Dekarboksilazlar, amino asit metabolizmasimin bir parcasi olan dekarboksilasyon
stirecini katalizleyen bakteriyel enzimlerdir. Bu siiregte, amino asitlerden karboksil
grubu uzaklagtirilir ve son iiriin olarak aminler iiretilir. Her amino asit i¢in 6zgiil bir
dekarboksilaz enzimi bulunur, ancak lizin, ornitin ve arjinin dekarboksilazlari
Ozellikle enterik bakterilerin ayirt edilmesinde kullanilir. Test icin kullanilan
dekarboksilaz sivi besiyeri, test edilecek amino asidin yani sira pepton (biiylimeyi
tesvik edici), glukoz (karbonhidrat kaynagi) ve brom krezol moru (pH indikatorii)
icerir. Bu indikator, pH 6.8'in iizerindeyken mor, 5.2'nin altindayken sar1 renk
gosterir  [Leboffe, 2011]. Test edilen mikroorganizmanin davranigina gore

besiyerinde renk degisiklikleri gbzlemlenir:

Glukozu fermente edemeyen ve dekarboksilaz  enzimini {iretemeyen

mikroorganizmalar i¢in besiyerinin rengi degismez (dekarboksilaz negatif).

Glukozu fermente edebilen ancak dekarboksilaz enzimini {iretemeyen
mikroorganizmalar i¢in besiyerinde asidiklesme ve sar1 renk olusur (dekarboksilaz:

negatif).

Dekarboksilaz enzimini iireten mikroorganizmalar ise aminler iiretir, besiyerinde

baziklesme ve mor renk goriiliir (dekarboksilaz: pozitif).

Bu testte Moeller dekarboksilaz sivi besiyeri kullanildi. Aminoasitlerden arjinin
(%1), lizin (%2) ve ornitin (%1) ilave edildi nihai pH 6.0’a ayarlandi. Besiyerleri
otoklavlanarak steril edildi ve mikroorganizmalar LB besiyerine 24 saatlik
kiiltirlerden hazirlandi ve bu kiiltiirlerden dekarboksilaz sivi besiyerine 100 pl ekim
yapildi ardindan tiiplere 500 pl steril mineral yag eklendi. Hazirlanan kiiltiirler
37°C’de 72 saat inkiibasyon sonucunda sonuglar degerlendirildi. Kontrol
mikroorganizmalari olarak E. coli ATCC 25922 [lizin: (+), ornitin: (+), arjinin: (+)],
K. pneumoniae [lizin: (+), ornitin: (-), arjinin: (-)] ve P. aeruginosa ATCC 15692

[lizin: (-), ornitin: (-), arjinin: (+)] kullanildi.
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Sekil 4.9: Arjinin testi, 1: Bos, 2: Pozitif kontrol, 3: Negatif Kontrol, 4: Pozitif izolat,
5: Negatif izolat, 6: Inert izolat.

Sekil 4.10: Lizin testi, 1: Bos, 2-3: Pozitif kontrol (E. coli, Klebsiella pneumoniae),
4-6: Inert izolat, 5: Negatif izolat.

4.10.5. Ureaz Testi

Bu test, lireaz enzimi araciligiyla lirenin hidroliz edilebilmesini saglayan bakterilerin
belirlenmesi amaciyla yapilan bir testtir. Ure, amino asit metabolizmasinin bir iriinii
olup iireaz enzimi tarafindan NHz (amonyak) ve CO. (karbondioksit) pargalanir.
Ureaz testi i¢in kullanilan besiyeri %2 oraninda iire ve pH indikatorii olarak fenol red
icerir. Bu indikatdr, pH 8.4'lin altindayken sar1 veya turuncu, iizerindeyken kirmizi
veya pembe renk gosterir [Leboffe, 2011]. Ure hidrolizi sonucunda ortam baziklesir

ve besiyerinin rengi kirmiz1 veya pembe olur. Ureaz testi icin Urea Broth kullanildi.
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Izolatlar, LB besiyerinde 24 saatlik taze kiiltiirlerinden alinarak 100 ul ekim yapildi.
Tiiplerin kapaklar1 hafifce gevsetilerek kiiltiirler 37°C'de 24 saat boyunca inkasyona
birakildi. Pozitif kontrol olarak P. vulgaris, negatif kontrol olarak ise E. coli ATCC

25922 suslar1 kullanilmistir.

Sekil 4.11: Ureaz testi, 1: Pozitif kontrol (P. vulgaris), 2: Negatif kontrol (E. coli), 3-
4-5: Negatif izolatlar.

4.10.6. Fenilalanin Deaminaz Testi

Fenilalanin deaminaz testi, bakterilerin fenilalanin aminoasidini fenil piriivik asit ve
amonyak (NHs) iiriinlerine doniistiirebilen fenilalanin deaminaz enzimini liretebilme
kapasitesini belirlemeye yonelik bir testtir. Fenil piriivik asit, FeCls (demir klortir) ile
reaksiyona girerek koyu yesil bir renk olusturur [Leboffe, 2011]. Bu renk degisimi,

fenil pirtivik asidin ve dolayisiyla fenilalanin deaminaz enziminin varligini gosterir.

Izolatlarin kat1 besiyerinde hazirlanmis 24 saatlik taze kiiltiirlerinden alinan 6rnekler,
fenilalanin agarin yatik kismina ekildi. Tiplerin kapaklari hafifce gevsetilerek
kiiltiirler 37°C'de 24 saat boyunca inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresinin
sonunda, tiiplere 5 damla %10 FeCls ¢ozeltisi eklendi. Eger fenilalanin deaminaz
enzimi mevcutsa, besiyerinde koyu yesil bir renk olusur. Renk degisimi

gbézlenmemesi ise negatif sonucu gosterir. Bu test icin pozitif kontrol olarak
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genellikle P. vulgaris susu kullanilirken, negatif kontrol olarak ise E. coli ATCC
25922 susu kullanildi.

Sekil 4.12: Fenilalanin deaminaz testi, 0: Bos, 1: Pozitif kontrol, 2: Negatif kontrol,
3-4-5: Negatif izolatlar.

4.10.7. ONPG Testi

Bir bakterinin laktozu fermante edebilme yetenegi, permeaz ve B-galaktosidaz adli
iki enzimin aktivitesine baghdir. Permeaz enzimi, laktozun bakteriyel hiicre
duvarindan gegisini saglarken, B-galaktosidaz enzimi laktozun glukoz ve galaktoza
parcalanmasini gercgeklestirir. Bu enzimler, indiiklenmis enzimlerdir ve yalnizca
ortamda laktoz bulundugunda faaliyete gecerler. Bazi organizmalar, permeaz
enzimine sahip olmadiklar1 i¢in laktozu ge¢ veya hi¢ ferment edemezler. ONPG testi,
permeaz enzimine sahip olmayan ancak B-galaktosidaz enzimine sahip olan ger¢ek
laktoz fermantorlerini tespit etmek i¢in kullanilir. ONPG (o-nitrofenil-B-D-
galaktopiranozid), laktoza benzer yapiya sahip renksiz bir maddedir ve bu testte -
galaktosidaz igin substrat olarak kullanilir. Eger mikroorganizma [-galaktosidaz
enzimini iretiyorsa, ONPG molekiiliinii galaktoza ve sart renkli o-nitrofenole
pargalar. Dolayisiyla, besiyerinde sar1 renk olusumu gozlemlenirse, ONPG testi

pozitif olarak degerlendirilir [Leber, 2016].

ONPG testi i¢in %1 laktoz igeren LB sivi besiyerinde E. coli ATCC 25922 ve
B.cereus DSMZ 4312 suslar1 ve izotlarin taze kiiltiirleri hazirlandi. Hazirlanan
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kiiltiirler, 1 ml ONPG siv1 besiyeri eklenen steril cam tiiplere 500 pl inokiile edildi.
Tiiplerin kapaklar1 hafifce gevsetilerek 37°C'de 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon

sonrasinda sari renk olusumu gozlemlenen tiipler pozitif olarak degerlendirildi.

Sekil 4.13: ONPG testi, 1: Bos, 2: Pozitif kontrol (E. coli), 3-4-5: Pozitif izolatlar.

4.11. Genomik DNA izolasyonu

Yiiriitiilen deneyler sonucunda secilen 3 yerel izolatin genomik DNA izolasyonlari
icin  ZymoBiomics Quick-DNA  Fungal/Bacterial Miniprep Kit protokolil
uygulanarak yapilmistir. Segilen izolatlarin 24 saatlik saf ve taze kiiltiirleri
hazirlandiktan sonra taze kiiltiirlerden 1 ml olarak 1,5 ml santrifiij tiipiine transfer
edildikten sonra 18.000 x g ‘de 2 dk santrifiij ile ¢oktiiriilerek siipernatant atilir. Bu

adimdan sonra asagidaki asamalar takip edildi:

e 7R BashingBead Lizis tiipiine 200 ul su ile 50 mg 1slak agirlipa sahip bakteri
hiicresine eklendi. Tiipe 750 ul BashingBead tamponu eklendi. 5 dk yiiksek
devirde vortex ile karistirildi.

e 7R Bashing Bead Lizis tiiptinii 10.000 x g’de 1 dk santrifiij ile ¢oktiiriiriildii.
e 400 ul siipernatant Zymo-Spin IlI-F Filtresine aktarildi. 8.000g’de 1 dk
santrifiij ile ¢oktlriiriildii.

e Kolona inen filtrat tizerine 1200 ul Genomik Lizis Tamponu eklendi.
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e Elde edilen 1600 ul’lik siispansiyonun 800 ul’si ZymoSpin IICR kolonuna
aktarildi ve 10.000 x g’de 1 dk santrifiij ile ¢Oktiiriildii (2 kez tekrarlandi).

e Yeni kolona yerlestirilmis ZymoSpin IICR kolonuna 200 ul DNA On Yikama
Tamponu eklenerek 10.000 x g’de 1 dk santrifiij ile ¢oktiiriildii.

e ZymoSpin IICR Kolonuna 500 ul g-DNA Yikama Tamponu eklendi 10.000 x
g’de 1 dk santrifiij ile ¢oktiiriildii.

e ZymoSpin IICR Kolonuna temiz bir 1,5 ml Eppendorf tiipline aktarild1 ve 50
ul DNA Eliisyon Tamponu dogrudan kolona eklendi ve 10.000 x g’de 30 sn
santrifiij ile ¢oktiirtildii.

DNA izolasyonunun ardindan orneklerinin miktar1 ve safligi NanoDrop Lite

(Thermo Scientific) cihazinda 6l¢iildii.

Tablo 4.5: Polimeraz Zincir Reaksiyon karigim miktarlart.

Reaktif Miktar (1X o6rnek)
10X DreamTaq Buffer 2 uL
dNTP Mix 10 uM 0.4 uL
Forward primer 25 uM 0,4 uL
Reverse primer 25 uM 0,4 uL
Kalip DNA 50 ng
DreamTag DNA 0,1uL
Polymerase 5U/ul
Apirojen Su 16,2 uL

Tablo 4.6: PZR kosullari.

Asama Sicaklik (°C) Siire Dongii
Denatiirasyon 95 5dk 1
95 30 sn
Baglanma 59 30 sn 30
Uzama 72 1dk
Son Uzama 72 10 dk 1
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4.12. Secilmis izolatlarin 16S rDNA Bolgesinin PZR ile
Cogaltilmasi

Izolatlarin tanimlanmas1 amaciyla 16S rDNA bélgesinin ¢ogaltilmasi i¢in evrensel
27F/1492R  primerleri  kullanilarak PZR  (polimeraz  zincir  reaksiyonu)
gergeklestirilmistir. Bu primerler, bakteri ve arkealarin 16S ribozomal RNA geninin

belirli bir bolgesini hedef alir ve bu genetik bolgenin ¢ogaltilmasini saglar.

27F Primeri: 5'- AGAGTTTGATCCTGGCTCAG -3' ; Bu primer genellikle 8-27

pozisyonlar1 arasindaki bolgeyi hedef alir.

1492R Primeri: 5'- GGTTACCTTGTTACGACTT -3'; Bu primer genellikle 1492-
1509 pozisyonlar1 arasindaki bolgeyi hedef alir.

4.13. Domates Tohumu Petri Deneyleri

Secilen 3 izolat i¢in domates tohumlarinda tuz stresine maruz birakilarak
cimlenmeye etkileri yas agirhk, kuru agirlik, kok uzunlugu, gévde uzunlugu

Olciilerek incelenmesi.

4.13.1. Bakteri Izolatlarimin Tuzlu Besiyerinde Biiyiitiilmesi

50, 100, 150, 200 ve 250 mM NaCl iceren LB kat1 agara, yayma ekim yapilarak
izolatlar 30° C’ta 24 saat inkiibasyona birakildu.

4.13.2. Domates Tohumlarmin Sterilizasyonu

[k olarak zefiran ve %70 etil alkol ile kabin temizlenerek ultravioye (UV) ile steril
hale getirildi. %25 domestos ile domates tohumlar1 (petri basmna 5 tohum) 20 dk
calkalandi. Calkalama sonrasinda kopiik gidinceye kadar distile su ile yikama islemi

gerceklestirildi [van Eck vd., 2019].
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4.13.3. Domates Tohumlar ve izolatlarin Inokiilasyonu

LB siv1 besiyerinde 30° C’ta 24 saat inkiibasyona birakilan izolatlar 4000 rpm hizda
santrifiij ile ¢oktiiriirldi. LB s1v1 besiyeri ile 0.5 MacFarlad’a ayarlandi. Ardindan 0.5
MacFarland’a ayarlanmig (3ml) izolatlara 18 ul 0.5M ACC subsrati eklendi ve 5
dakika 200 rpm de 30° C de calkalandi. Calkalama islemi sirasinda tohumlarda
eklenerek ACC ile muamele edilen bakterilerin tohum kabuklarina tutunmasi

saglandi [Ates O., 2017].

4.13.4. Domates Tohumlarimin Cimlenme ve Biyiime
Parametrelerine Secilmis Izolatlarin Etkisinin Takibi

Cam petriler i¢ine 2 adet filtre kagidi yerlestirilerek sterilize edildi. Sterilizasyon
sonrasinda her bir petriye 5 adet tohum yerlestirilerek iizeri steril filtre kagidi ile
kapatilmistir. Her bir petriye sulama igleminde kullanilacak olan 180 mM, 200 mM
ve 220 mM konsantrasyonlarinda tuz soliisyonlart 2 giinde bir 7 giin boyunca
eklenmistir. Pozitif kontrol olarak kullanilan dometes tohumlarina sadece su
eklenmigtir. Tohumlar bitki biiyiime odasinda 23-25°C, 16/8 saat fotoperiyod
inkiibasyona birakildi. Testler iki tekrarli olarak gergeklestirildi.
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5. BULGULAR

5.1. Total DNA izolasyonu

Toplam 10 adet toprak 6rneginden total dna izolasyonu ve 3 izolattan genomik dna
izolasyonu metotta belirtilen sekilde gergeklestirilmis ve elde edilen 6rneklerde
DNA’nin varligi agaroz jel ile belirlenmistir (Sekil 5.1). Ayrica DNA &rneklerinin
konsantrasyonu ve safligi NanoDrop cihazinda oOlgiilerek elde edilen sonuglar

kaydedilmistir (Tablo 5.1).

Sekil 5.1: Toprak total DNA Orneklerinin agaroz jeldeki goriintiisii, 1: DTI1
Toprag1,2: DT2 Topragi, 3: TT1 Topragi, 4: TT2 Topragi, 5:ATl
Toprago, 6: AT2 Topragi, 7:ST1 Topragi, 8: ST2 Topragi, 9: KT1
Toprag, 10: KT2 Toprag, 11: 1kb dna ladder (biomassNEB).

Tablo 5.1: Toprak total DNA 6rneklerinin NanoDrop 6l¢iim sonuglari.

izolatlar Miktar (ng/ul) A260/280
DT1 24.1 1.68
DT2 24.9 1.78
TT1 14.8 1.87
TT2 12.2 1.73
ATl 7.0 1.70
AT2 12.1 1.71
ST1 12.8 1.85
ST2 21.3 1.49
KT1 16.5 1.51
KT2 15.3 1.71
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5.2. acdS Gen Varhginin PZR ile Gosterilmesi

Topraklar i¢in acdS gen bolgesinin PZR ile c¢ogaltilarak hedeflenen gen bolgesi
agaroz jel elektroforezi ile gosterildi. Beklenildigi gibi per {iriinii hedef gen bolgesini

(137 baz ¢ifti) 100-200 baz ¢ifti arasinda gozlemlendi.

4§ IMENY TN 12 13

Sekil 5.2: acdS pzr iriinlerinin jel gortintiisii. 1: 100bp ladder, 2: Negatif kontrol, 3:
DTI1 topragi, 4: DT2 topragi, 5: TT1 topragi, 6: TT2 topragi, 7:ATlI
topragi, 8: AT2 topragi, 9:ST1 topragi, 10: ST2 topragi, 11: KT1 topragi,
12: KT2 topragi.

5.3. Topraktan Bakteri izolasyonu

Bu yiiksek lizans tezi kapsaminda toplamda 347 adet bakteri izolat1 elde edilmistir.

Toprak orneklerine gore izolat sayis1 Tablo 5.2° de verilmistir.

Tablo 5.2: izolat Sayisi.

Toprak Kodu Izolat Sayisi
TT1 57
TT2 28
AT1 37
AT2 32
KT1 28
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Tablo 5.2: Devam.

KT2 30
ST1 46
ST2 34
DT1 27
DT2 28

5.4. Koloni Morfolojilerinin Incelenmesi

Bu tez ¢alismasinda topraktan elde edilen 347 adet izolatlarin koloni morfolojilerinin
degerlendirilmesine ait sonuglar Tablo 5.3” te verilmistir. Koloni morfolojileri renk,
koloni sekli, yiikseklik, kenar, boyut, yiizey ve optik Ozellikleri incelenerek not

edilmistir.

Sekil 5.3: Farkli koloni morfolojilerine sahip izolatlardan bazilar.
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Tablo 5.3: izolatlarin koloni morfolojilerinin degerlendirilmesine ait sonuglar.

Koloni Morfolojisi

) ) Rengi Form/Koloni Yiikseklik Kenar Boyut Yiizey Optik
Izolat | Izolat Adi Sekli (")zelligi
No
1 TT1A-1 Sar1 Diizensiz Diiz Ipliksi Biiyiik | Parlak diiz Opak
2 TT1A-2 Sar1 Diizensiz Krateriform Biitiin Biiyiik | Kirisik Opak
3 TT1A-3 Beyaz Dairesel Diiz Biitiin Biiylik | Parlak diiz Opak
4 TT1A-4 Sar1 Dairesel Diiz Dalgali Biiyiik | Parlak diiz Opak
5 TT1A-5 Beyazimsi | Dairesel Diiz Dalgali Biiylik | Parlak diiz Opak
6 TT1A-6 Sar1 Dairesel Diiz Diiz Kigiik | Parlak diiz Opak
7 TT1A-7 Sar1 Dairesel Diiz Biitiin Biiyiik | Kirisik Opak
8 TT1A-8 Beyaz Dairesel Kabarik Dalgali Orta Parlak diiz Yart saydam
9 TT1A-9 Sar1 Dairesel Diiz Biitiin Orta Parlak diiz Opak
10 TT1A-10 Sar1 Dairesel Diiz Biitiin Kiigiik | Parlak diiz Opak
11 TT1A-11 Beyazims1 | Diizensiz Diiz Biitiin Orta Parlak diiz Yarisaydam
12 TT1A-12 Sar1 Dairesel Kabarik Biitiin Orta Parlak diiz Opak
13 TT1A-13 Sar1 Dairesel Kabarik Biitiin Orta Parlak diiz Opak
14 TT1A-14 Beyaz Dairesel Diiz Biitiin Kigiik | Parlak diiz Opak
15 TT1A-15 Beyaz Dairesel Diiz Biitiin Kiiciik | Parlak diiz Opak
16 TT1A-16 Sari Diizensiz Diiz Biitiin Kiictik | Parlak diiz Yarisaydam
17 TT1A-17 Beyazims1 | Dairesel Diiz Biitlin Orta Parlak diiz Yarisaydam
18 TT1A-18 Beyaz Dairesel Kabarik Biitiin Biiyiik | Parlak diiz Opak
19 TT1A-19 Beyazimsi | Dairesel Diiz Biitiin Kiigiik | Parlak diiz Opak
20 TT1A-20 Sar1 Diizensiz Kabarik Biitiin Biiyiik | Kuru tozsu Opak
21 TT1A-21 Sar1 Dairesel Konveks Biitiin Kii¢iik | Kuru tozsu Opak
22 TT1A-22 Beyaz Dairesel Konveks Biitiin Orta Parlak diiz Opak
23 TT1A-23 Beyazims1 | Dairesel Diiz Biitiin Orta Parlak diiz Opak
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Tablo 5.3: Devam.

24 TT1A-24 Sari Diizensiz Diiz Biitiin Kiigtik | Parlak diiz Opak
25 TT1A-25 Sar1 Dairesel Konveks Biitiin Kiiciik | Parlak diiz Opak
26 TT1A-26 Beyazimsi1 | Dairesel Diiz Biitiin Orta Parlak diiz Yarisaydam
27 TT1A-27 Sar1 Dairesel Diiz Biitiin Biiylik | Parlak diiz Opak
28 TT1A-28 Sar1 Dairesel Kabarik Biitiin Kigiik | Parlak diiz Opak
29 TT1A-29 Beyazims1 | Diizensiz Diiz Kivrilmis Biiyiik | Parlak diiz Yarisaydam
30 TT1A-30 Sar1 Dairesel Kabarik Biitiin Kiigiik | Parlak diiz Opak
31 TT1A-31 Sar1 Dairesel Konveks Biitiin Orta Parlak diiz Opak
32 TT1A-32 Sar1 Dairesel Diiz Biitiin Orta Parlak diiz Yarisaydam
33 TT1A-33 Sar1 Dairesel Kabarik Biitiin Kiigiik | Parlak diiz Opak
34 TT1B-1 Beyaz Dairesel Kabarik Biitiin Orta Parlak diiz Opak
35 TT1B-2 Beyaz Dairesel Kabarik Biitiin Biiytik | Parlak diiz Opak
36 TT1B-3 Beyazims1 | Dairesel Diiz Biitiin Kigiik | Parlak diiz Yarisaydam
37 TT1B-4 Beyazims1 | Diizensiz Diiz Dalgali Biiyiik | Parlak diiz Yarisaydam
38 TT1B-5 Sarimst Dairesel Diiz Biitiin Orta Parlak diiz Opak
39 TT1B-6 Sar1 Diizensiz Krateriforn Loblu Biiylk | Kirigik Opak
40 TT1B-7 Sar1 Diizensiz Diiz Biitiin Orta Parlak diiz Opak
41 TT1B-8 Beyazimsi1 | Dairesel Kabarik Biitlin Kiigiik | Piiriizli Yarisaydam
42 TT1B-9 Beyazims1 | Diizensiz Diiz Biitgn Orta Parlak diiz Yarisaydam
43 TT1B-10 Sarimst Dairesel Kabarik Biitlin Orta Parlak diiz Yarisaydam
44 TT1B-11 Beyaz Dairesel Diiz Biitiin Kiigiik | Parlak diiz Opak
45 TT1B-12 Beyazims1 | Diizensiz Diiz Dalgali Biiyiik | Parlak diiz Yarisaydam
46 TT1B-13 Beyaz Diizensiz Krateriform Dalgal1 Biiytik | Parlak diiz Opak
47 TT1B-14 Sar1 Dairesel Diiz Biitiin Kigiik | Parlak diiz Opak
48 TT1B-15 Beyazims1 | Diizensiz Diiz Dalgali Biiytik | Parlak diiz Opak
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Tablo 5.3: Devam.

49 TT1B-16 Beyazims1 | Dairesel Kabarik Biitiin Kigiik | Parlak diiz Yarisaydam
50 TT1B-17 Sar1 Diizensiz Diiz Biitiin Biiyiik | Parlak diiz Opak

51 TT1B-18 Sar1 Diizensiz Diiz Loblu Biiylik | Parlak diiz Opak

52 TT1B-19 Beyaz Dairesel Diiz Dalgali Kigiik | Parlak diiz Opak

53 TT1B-20 Beyaz Diizensiz Diiz Dalgali Biiyiik | Parlak diiz Opak

54 TT1B-21 Beyaz Diizensiz Diiz Dalgali Biiyiik | Parlak diiz Opak

55 TT1B-22 Beyaz Dairesel Diiz Biitiin Kigiik | Parlak diiz Opak

56 TT1B-23 Beyaz Dairesel Diiz Yirtik gibi Orta Parlak diiz Opak

57 TT1B-24 Sar1 Dairesel Konveks Biitiin Kigiik | Parlak diiz Opak

58 TT2A-1 Sarimsi Dairesel Diiz Dalgali Orta Parlak diiz Y .saydam
59 TT2A-2 Sar1 Dairesel Diiz Biitiin Kiigiik | Parlak diiz Opak

60 TT2A-3 Beyazimsi1 | Dairesel Diiz Dalgali Orta Parlak diiz Opak

61 TT2A-4 Beyaz Dairesel Diiz Biitiin Kiigiik | Parlak diiz Opak

62 TT2A-5 Beyaz Diizensiz Diiz Dalgali Biiyiik | Kuru Tozsu | Opak

63 TT2A-6 Sarimst Noktasal Diiz Biitiin Kiigiik | Parlak diiz Opak

64 TT2A-7 Renksiz Diizensiz Diiz Kiigiik Loblu Orta Parlak diiz Saydam
65 TT2A-8 Beyaz Dairesel Kabarik Dalgali Orta Parlak diiz Opak

66 TT2A-9 Sarimsi Dairesel Diiz Biitiin Kiiciik | Parlak diiz Opak

67 TT2A-10 | Beyaz Dairesel Diiz Biitiin Orta | Ince taneli Opak

68 TT2A-11 Beyaz Dairesel Diiz Biitiin Kiiciik | Parlak diiz Opak

69 TT2A-12 Renksiz Diizensiz Diiz Biitiin Kiigiik | Parlak diiz Saydam
70 TT2A-13 Sarimsi Noktasal Diiz Biitiin Kiigiik | Parlak diiz Opak

71 TT2A-14 Sar1 Dairesel Diiz Dalgal1 Orta Parlak diiz Opak

72 TT2B-1 Sarimsi Dairesel Diiz Dalgali Biiyiik | Parlak diiz Y.saydam
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Tablo 5.3: Devam

73 TT2B-2 Renksiz Diizensiz Diiz Dalgali Biiyiik | Parlak diiz Saydam
74 TT2B-3 Sarimsi Noktasal Diiz Biitiin Kiiciik | Parlak diiz Saydam
75 TT2B-4 Sar1 Dairesel Diiz Biitiin Biiyiik | Parlak diiz Opak

76 TT2B-5 Beyaz Dairesel Kabarik Biitiin Biiylik | Parlak diiz Opak

77 TT2B-6 Sarimsi Dairesel Diiz Dalgali Biiyiik | Ince taneli Y. saydam
78 TT2B-7 Beyazimsi | Dairesel Diiz Biitiin Kiglik | Parlak diiz Opak

79 TT2B-8 Sarimsi Dairesel Diiz Dalgali Orta Parlak diiz Opak

80 TT2B-9 Sarimst Dairesel Diiz Biitiin Kigiik | Parlak diiz Opak

81 TT2B-10 Beyaz Dairesel Diiz Dalgali Biiyiik | Iri taneli Opak

82 TT2B-11 Renksiz Diizensiz Diiz Dalgali Biiyiik | Parlak diiz Saydam
83 TT2B-12 Sarimsi Noktasal Diiz Kivrilmis Kiiciik | Piiriizli Opak

84 TT2B-13 Sarimsi Dairesel Diiz Dalgal1 Orta [ri taneli Opak

85 TT2B-14 Sarimst Noktasal Diiz Biitiin Kiigiik | Parlak diiz Opak

86 KT1A-1 Sar1 Diizensiz Diiz Biitiin Biiyiik | Kuru tozsu Opak

87 KT1A-2 Sarimsi Dairesel Diiz Dalgali Orta Kuru tozsu Y. saydam
88 KT1A-3 Beyaz Dairesel Diiz Dalgali Biiyiik | Iri taneli Opak

89 KT1A-4 Sarimsi Dairesel Diiz Biitiin Kiigiik | Parlak diiz Opak

90 KT1A-5 Beyazimsi1 | Dairesel Diiz Dalgal1 Kiigiik | Parlak diiz Y. saydam
91 KT1A-6 Renksiz Noktasal Diiz Biitiin Kigiik | Parlak diiz Saydam
92 KT1A-7 Sarimsi Dairesel Diiz Biitiin Orta Kuru tozsu Opak

93 KT1A-8 Beyaz Dairesel Diiz Dalgali Orta Iri taneli Opak

94 KT1A-9 Sarimsi Dairesel Kabarik Biitiin Orta Parlak diiz Opak

95 KT1A-10 Sar1 Dairesel Kabarik Biitiin Kiiciik | Parlak diiz Opak

96 KT1A-11 Renksiz Noktasal Diiz Biitiin Kigiik | Parlak diiz Saydam
97 KT1A-12 Beyaz Diizensiz Diiz Dalgali Orta Ince taneli Opak
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Tablo 5.3: Devam

98 KT1B-1 Sarimsi Diizensiz Diiz Dalgali Biiytik | Kuru tozsu Y. saydam
99 KT1B-2 Sarimsi Diizensiz Diiz Dalgali Biiyiik | Kuru tozsu Y. saydam
100 KT1B-3 Beyaz Dairesel Diiz Dalgali Biiyiik | Iri taneli Opak

101 KT1B-4 Sarimsi Diizensiz Diiz Ipliksi Orta Kuru tozsu Opak

102 KT1B-5 Beyaz Diizensiz Diiz Iri taneli Biiyiik | Kuru tozsu Opak

103 KT1B-6 Sarims1 Dairesel Diiz Dalgali Biiylik | Parlak diiz Y. saydam
104 KT1B-7 Sar1 Diizensiz Kabarik Iri taneli Kiiciik | Kuru tozsu Opak

105 KT1B-8 Sarims1 Dairesel Diiz Dalgali Kiiglik | Parlak diiz Opak

106 KT1B-9 Sarimst Dairesel Kabarik Biitiin Orta Parlak diiz Opak

107 KT1B-10 Sarimsi Dairesel Diiz Dalgali Kiiciik | Parlak diiz Y. saydam
108 KT1B-11 Renksiz Dairesel Diiz Biitiin Kiigiik | Parlak diiz Saydam
109 KT1B-12 Sar1 Dairesel Diiz Dalgali Biiyiik | Parlak diiz Opak

110 KT1B-13 Beyaz Dairesel Diiz Yirtik gibi Biiyiik | Kuru tozsu Opak

111 KT1B-14 Sarimsi Rizoit Diiz Centikli Kigiik | Filamentli Opak

112 KT1B-15 Sar1 Diizensiz Diiz Biitiin Biiyiik | Parlak diiz Opak

113 KT1B-16 Beyaz Dairesel Kabarik Biitiin Orta Parlak diiz Opak

114 KT2A-1 Sarimsi Noktasal Diiz Biitiin Kigiik | Parlak diiz Opak

115 KT2A-2 Beyazimsi1 | Dairesel Diiz Dalgal1 Kiigiik | Parlak diiz Opak

116 KT2A-3 Beyaz Dairesel Diiz Dalgali Biiyiik | Iri taneli Opak

117 KT2A-4 Beyaz Diizensiz Diiz Ipliksi Biiyiik | Piiriizli Opak

118 KT2A-5 Sar1 Dairesel Diiz Dalgal1 Kiigiik | Kuru tozsu Opak

119 KT2A-6 Sarimsi Dairesel Diiz Biitiin Kigiik | Parlak diiz Opak

120 KT2A-7 Beyaz Dairesel Diiz Dalgal1 Biiyiik | Iri taneli Opak

121 KT2A-8 Sarimsi Dairesel Diiz Dalgali Kiiciik | Ince taneli Y. saydam
122 KT2A-9 Beyaz Dairesel Diiz Biitiin Orta | Iri taneli Opak
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123 KT2A-10 Sarimsi Dairesel Diiz Biitiin Kigiik | Parlak diiz Opak

124 KT2A-11 Sarimst Diizensiz Diiz Dalgal1 Kiigiik | Parlak diiz Y. saydam
125 KT2A-12 Sarimsi Dairesel Kabarik Biitiin Kigiik | Parlak diiz Opak

126 KT2A-13 Beyaz Dairesel Diiz Dalgali Orta Iri taneli Opak

127 KT2A-14 Sarimsi Dairesel Diiz Biitiin Kigiik | Parlak diiz Opak

128 KT2A-15 Renksiz Noktasal Diiz Biitiin Kigiik | Parlak diiz Saydam
129 KT2A-16 Sarimsi Dairesel Kabarik Biitiin Orta Parlak diiz Opak

130 KT2B-1 Beyaz Dairesel Diiz Biitiin Biiyiik | Iri taneli Opak

131 KT2B-2 Sarimst Dairesel Diiz Kiigiik Loblu Orta Piirtizli Y. saydam
132 KT2B-3 Sarimsi Diizensiz Diiz Dalgali Biiytik | Kuru tozsu Y. saydam
133 KT2B-4 Sar1 Dairesel Diiz Biitiin Kiigiik | Parlak diiz Opak

134 KT2B-5 Beyaz Noktasal Diiz Biitiin Kigiik | Parlak diiz Opak

135 KT2B-6 Sar1 Diizensiz Diiz Kiigiik loblu Biiytik | Parlak diiz Y. saydam
136 KT2B-7 Sarimsi Dairesel Diiz Biitiin Kigiik | Parlak diiz Opak

137 KT2B-8 Beyaz Dairesel Kabarik Biitiin Orta Parlak diiz Opak

138 KT2B-9 Sarims1 Dairesel Diiz Dalgali Biiyiik | Parlak diiz Y. saydam
139 KT2B-10 Beyaz Dairesel Diiz Biitiin Orta Kuru tozsu Opak

140 KT2B-11 Sarimst Dairesel Diiz Biitlin Biiyiik | Parlak diiz Opak

141 KT2B-12 Sarimsi Dairesel Diiz Dalgali Biiyiik | Iri taneli Opak

142 KT2B-13 Renksiz Dairesel Diiz Biitlin Biiyiik | Ince taneli Saydam
143 KT2B-14 Sarimst Dairesel Diiz Dalgal1 Orta Parlak diiz Opak

144 AT1A-1 Sar1 Dairesel Diiz Iri taneli Kiigiik | Piiriizli Opak

145 AT1A-2 Beyaz Noktasal Diiz Dalgal1 ge¢meli Kiigiik | Piiriizlu Opak

146 AT1A-3 Beyaz Dairesel Diiz Dalgali Biiyiik | Piiriizli Opak

147 AT1A-4 Beyazimsi | Dairesel Kabarik Diiz Biiyiik | Parlak diiz Opak

51




Tablo 5.3: Devam

148 AT1A-5 Sarimsi Diizensiz Diiz Dalgali Biiytk | Piiriizli Opak
149 AT1A-6 Sar1 Dairesel Diiz Dalgal1 ge¢meli Kiigiik | Piiriizli Opak
150 AT1A-7 Beyaz Noktasal Diiz Dalgal1 gegmeli Kigtik | Piiriizli Opak
151 AT1A-8 Sarims1 Dairesel Diiz Dalgali Biiylik | Piriizli Opak
152 AT1A-9 Sarimsi Dairesel Konveks Biitiin Orta Parlak diiz Opak
153 AT1A-10 Sarims1 Dairesel Diiz Iri taneli Biiylik | Piriizli Opak
154 AT1A-11 Beyazimsi | Dairesel Diiz ri taneli Orta Piirtizli Opak
155 AT1A-12 Renksiz Diizensiz Diiz Genis loblu Biiylik | Parlak diiz Saydam
156 AT1A-13 Sarims1 Noktasal Diiz Biitiin Biiylik | Parlak diiz Saydam
157 AT1A-14 Sarimsi Noktasal Diiz Biitiin Kigiik | Parlak Opak
158 AT1A-15 Sarimst Noktasal Diiz Biitiin Kiigiik | Piiriizli Opak
159 AT1A-16 Sar1 Noktasal Diiz Biitiin Kigtik | Parlak diiz Opak
160 AT1A-17 Sarimst Noktasal Diiz Biitiin Kiigiik | Parlak diiz Opak
161 AT1A-18 Sarimsi Noktasal Diiz Dalgali Orta Parlak diiz Opak
162 AT1A-19 Beyaz Dairesel Diiz Biitiin Kigiik | Piriizli Opak
163 AT1A-20 Sar1 Noktasal Diiz Biitiin Orta Parlak diiz Opak
164 AT1A-21 Beyaz Dairesel Kabarik Biitiin Kiigiik | Parlak diiz Opak
165 AT1A-22 Renksiz Diizensiz Diiz Genis loblu Biiyiik | Parlak diiz Saydam
166 AT1A-23 Sarimsi Noktasal Diiz Biitiin Kigiik | Parlak diiz Opak
167 AT1A-24 Sarimsi Noktasal Diiz Biitiin Kiiciik | Piirtizlii Opak
168 AT1B-1 Sarimsi Dairesel Diiz Biitiin Kiiciik | Parlak diiz Opak
169 AT1B-2 Sarimsi Dairesel Diiz Iri taneli Biiyiik | Piiriizlii Opak
170 AT1B-3 Sarimst Rizoit Diiz Dalgal1 Kiigiik | Piiriizlu Opak
171 AT1B-4 Beyaz Dairesel Diiz Biitiin Kigiik | Parlak diiz Opak
172 AT1B-5 Sarimsi Dairesel Diiz Biitiin Kiigtik | Parlak diiz Opak
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173 AT1B-6 Sarimsi Diizensiz Diiz Genis loblu Kiigiik | Parlak diiz Yar1 saydam
174 AT1B-7 Beyaz Dairesel Diiz Biitiin Orta Parlak diiz Opak

175 AT1B-8 Sarimsi Diizensiz Diiz Dalgali gegmeli Orta Piiriizli Opak

176 AT1B-9 Sarimsi Diizensiz Diiz Genis loblu Biiytik | Parlak diiz Saydam

177 AT1B-10 Sarimsi Dairesel Kraterimsi Dalgali Orta Agaca bnz. Opak

178 AT1B-11 Beyaz Dairesel Diiz Biitiin Orta Parlak diiz Opak

179 AT1B-12 Beyazims1 | Noktasal Diiz Biitiin Kigiik | Parlak diiz Opak

180 AT1B-13 Beyazims1 | Diizensiz Diiz Biitiin Biiyiik | Parlak diiz Saydam

181 AT2A-1 Sar1 Dairesel Diiz Biitiin Kigiik | Piiriizli Opak

182 AT2A-2 Beyaz Dairesel Diiz Biitiin Biiyiik | Piiriizli Opak

183 AT2A-3 Sarimst Noktasal Kabarik Biitiin Kiigiik | Parlak diiz Opak

184 AT2A-4 Beyaz Dairesel Kabarik Biitiin Orta Piirtizli Opak

185 AT2A-5 Beyazims1 | Dairesel Diiz Biitiin Kigiik | Parlak diiz Saydam

186 AT2A-6 Sar1 Dairesel Diiz Biitiin Kigtik | Piriizli Opak

187 AT2A-7 Beyaz Dairesel Diiz Biitiin Orta Piirtizli Yar1 saydam
188 AT2A-8 Sarims1 Dairesel Diiz Dalgali Biiylik | Piiriizli Opak

189 AT2A-9 Sarimsi Dairesel Diiz Biitiin Kiigiik | Parlak diiz Opak

190 AT2A-10 Sarimst Noktasal Diiz Dalgal1 Kiigiik | Piiriizlu Opak

191 AT2A-11 Sarimsi Diizensiz Diiz Dalgali Biiytik | Parlak diiz Yar1 saydam
192 AT2A-12 Sarimsi Dairesel Diiz Biitiin Orta Tozsu Opak

193 AT2A-13 Sarimsi Dairesel Diiz Biitiin Orta Parlak diiz Opak

194 AT2A-14 Sarimsi Dairesel Diiz Biitiin Kiigiik | Parlak diiz Opak

195 AT2A-15 Beyazimsi1 | Dairesel Diiz Biitlin Kiigiik | Parlak diiz Yar1 saydam
196 AT2A-16 Sar1 Noktasal Kabarik Biitiin Kigiik | Parlak diiz Opak

197 AT2A-17 Sarimsi Noktasal Diiz Biitiin Kiiciik | Piiriizlii Opak
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198 AT2A-18 Sarimsi Noktasal Kabarik Dalgali Kigiik | Piiriizli Opak
199 AT2B-1 Sarimsi Dairesel Diiz Iri taneli Biiyiik | Piiriizli Opak
200 AT2B-2 Sarimsi Dairesel Diiz Biitiin Orta Piirtizli Opak
201 AT2B-3 Sarims1 Dairesel Diiz Biitiin Orta Piirtizli Yart saydam
202 AT2B-4 Sar1 Diizensiz Diiz Loblu Kigiik | Piriizli Opak
203 AT2B-5 Sarimst Diizensiz Diiz Loblu Kigiik | Parlak diiz Opak
204 AT2B-6 Sar1 Dairesel Kabarik Biitiin Orta Parlak diiz Opak
205 AT2B-7 Sarims1 Dairesel Diiz Dalgali Biiylik | Parlak diiz Opak
206 AT2B-8 Sarimsi Diizensiz Diiz Kivrilmis Orta Parlak diiz Opak
207 AT2B-9 Sar1 Dairesel Diiz Dalli Kigiik | Agacabenz. | Opak
208 AT2B-10 Sarims1 Dairesel Diiz Dalgali Kigiik | Piiriizli Yart saydam
209 AT2B-11 Sar1 Dairesel Kabarik Biitiin Orta Parlak diiz Opak
210 AT2B-12 Sarims1 Dairesel Diiz Dalgali Biiyiik | Parlak diiz Yart saydam
211 AT2B-13 Renksiz Dairesel Diiz Dalgali Orta Parlak diiz Yari saydam
212 AT2B-14 Sarimsi Rizoit Kraterimsi Dalgali Orta Piirtizli Opak
213 AT2B-15 Beyaz Dairesel Kabarik Diiz Biiyiik | Parlak diiz Opak
214 DT1A-1 Beyaz Dairesel Diiz Dalgali Biiyiik | Kuru tozsu Opak
215 DT1A-2 Beyazimsi1 | Dairesel Diiz Biitlin Kiigiik | Parlak diiz Opak
216 DT1A-3 Beyazims1 | Dairesel Diiz Dalgali Orta Parlak diiz Opak
217 DT1A-4 Beyaz Filamentoz Diiz Ipliksi Biytik | Kirisik Opak
218 DT1A-5 Beyaz Dairesel Diiz Biitiin Kiiciik | Parlak diiz Opak
219 DT1A-6 Beyaz Dairesel Diiz Dalgali Biiyiik | Parlak diiz Opak
220 DT1A-7 Beyaz Diizensiz Diiz Dalgal1 Biiyiik | Kuru tozsu Opak
221 DT1A-8 Beyaz Dairesel Kabarik Biitiin Orta Parlak diiz Opak
222 DT1A-9 Beyazims1 | Noktasal Diiz Biitiin Kiigtik | Parlak diiz Opak
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223 DT1A-10 Beyazims1 | Dairesel Diiz Dalgali Orta Parlak diiz Opak

224 DT1A-11 Sarimsi Dairesel Diiz Dalgali Orta Parlak diiz Opak

225 DT1A-12 Beyaz Noktasal Diiz Biitiin Kigiik | Parlak diiz Opak

226 DT1A-13 Beyaz Dairesel Kabarik Biitiin Biiylik | Parlak diiz Opak

227 DT1A-14 Sar1 Dairesel Kabarik Dalgali Kiiciik | Parlak diiz Opak

228 DT1A-15 Sarimst Dairesel Kabarik Biitiin Kigiik | Parlak diiz Opak

229 DT1A-16 Sarimsi Diizensiz Diiz Dalgali Orta Parlak diiz Yar1 saydam
230 DT1B-1 Beyaz Dairesel Diiz Kivrilmig Biiyiik | Kuru tozsu Opak

231 DT1B-2 Sarimsi Dairesel Diiz Kivrilmis Kiiciik | Parlak diiz Opak

232 DT1B-3 Sarimsi Dairesel Diiz Biitiin Orta Parlak diiz Opak

233 DT1B-4 Sarims1 Dairesel Diiz Biitiin Biiyiik | Piiriizli Opak

234 DT1B-5 Beyaz Dairesel Diiz Dalgali Biiyiik | Kuru tozsu Opak

235 DT1B-6 Sarimsi Diizensiz Diiz Dalgal1 Biiytik | Kuru tozsu Yar1 saydam
236 DT1B-7 Beyaz Diizensiz Diiz Biitiin Kigiik | Parlak diiz Opak

237 DT1B-8 Sarimsi Dairesel Diiz Dalgali Biiyiik | Iri taneli Opak

238 DT1B-9 Sarimsi Diizensiz Diiz Kiigiik loblu Biiyiik | Ince taneli Opak

239 DT1B-10 Renksiz Dairesel Diiz Biitiin Orta Parlak diiz Saydam

240 DT1B-11 Sarimsi Diizensiz Diiz Dalgal1 Biiyiik | Ince taneli Opak

241 DT2A-1 Sarimsi Dairesel Diiz Biitiin Orta Parlak diiz Opak

242 DT2A-2 Sarimsi Noktasal Diiz Biitiin Kiiciik | Parlak diiz Opak

243 DT2A-3 Sar1 Noktasal Diiz Biitiin Kiiciik | Parlak diiz Opak

244 DT2A-4 Sarimsi Dairesel Diiz Dalgali Orta Piiriizli Yar1 saydam
245 DT2A-5 Sarimsi Dairesel Diiz Biitiin Orta Iri taneli Opak

246 DT2A-6 Sar1 Dairesel Kabarik Biitiin Orta Kuru tozsu Opak

247 DT2A-7 Sarimsi Noktasal Diiz Biitiin Kiigtik | Parlak diiz Opak
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248 DT2A-8 Beyaz Diizensiz Diiz Yirtik gibi Orta Kuru tozsu Opak
249 DT2A-9 Sarimsi Dairesel Diiz Dalgali Orta Kuru tozsu Opak
250 DT2A-10 Sarimsi Noktasal Diiz Biitiin Kigiik | Parlak diiz Opak
251 DT2A-11 Sarims1 Dairesel Diiz Dalgali Biiylik | Piriizli Opak
252 DT2A-12 Beyazims1 | Dairesel Diiz Kivrilmig Biiyiik | Piiriizli Opak
253 DT2A-13 Sarimst Dairesel Diiz Biitiin Orta Parlak diiz Opak
254 DT2A-14 Beyaz Dairesel Kabarik Biitiin Biiytik | Parlak diiz Opak
254 DT2A-15 Sar1 Dairesel Horgilig gibi Biitiin Orta Kirigik Opak
255 DT2A-16 Sari Dairesel Dis biikey Biitiin Kiicik | Kuru tozsu Opak
256 DT2B-1 Beyaz Dairesel Diiz Dalgali Orta Piirtizli Opak
257 DT2B-2 Beyazims1 | Dairesel Diiz Dalgali Biiyiik | Piiriizli Opak
258 DT2B-3 Sar1 Dairesel Kabarik Biitiin Kigtik | Parlak diiz Opak
259 DT2B-4 Sarimsi Diizensiz Diiz Dalgal1 Biiytik | Kuru tozsu Opak
260 DT2B-5 Beyazims1 | Dairesel Diiz Dalgali Biiyiik | Kuru tozsu Opak
261 DT2B-6 Sarimsi Dairesel Diiz Biitiin Kigtik | Parlak diiz Opak
262 DT2B-7 Sarims1 Dairesel Diiz Dalgali Biiyiik | Kuru tozsu Opak
263 DT2B-8 Beyaz Dairesel Diiz Dalgali Biiyiik | Parlak diiz Opak
264 DT2B-9 Sarimst Dairesel Diiz Katlanmig Biiyiik | Kuru tozsu Opak
265 DT2B-10 Sarimsi Dairesel Kabarik Biitiin Orta Parlak diiz Opak
266 DT2B-11 Sarimst Dairesel Diiz Dalgal1 Biiyiik | Kuru tozsu Opak
267 DT2B-12 Sarimsi Diizensiz Diiz Dalgal1 Biiyiik | Kuru tozsu Opak
268 ST1A-1 Sarimsi Dairesel Kabarik Biitiin Orta Parlak diiz Opak
269 ST1A-2 Sarimsi Diizensiz Diiz Dalgal1 Orta Piiriizlu Yar1 saydam
270 ST1A-3 Beyaz Dairesel Diiz Dalgali Biiyiik | Piiriizli Opak
271 ST1A-4 Sarimsi Dairesel Kabarik Biitiin Orta Parlak diiz Opak
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272 ST1A-5 Sarimsi Dairesel Diiz Biitiin Kigiik | Parlak diiz Opak
273 ST1A-6 Sarimsi Dairesel Diiz Dalgali Orta Piiriizli Yar1 saydam
274 ST1A-7 Beyaz Dairesel Diiz Dalgali Biiyiik | Iri taneli Opak
275 ST1A-8 Sarimsi Diizensiz Diiz Ipliksi Biiyiik | Piiriizli Opak
276 ST1A-9 Beyaz Diizensiz Diiz Dalgali Orta Piirtizli Opak
277 ST1A-10 Sarimsi Diizensiz Diiz Dalgal1 Orta Piiriizli Yar1 saydam
278 ST1A-11 Beyazims1 | Noktasal Diiz Biitiin Kigiik | Parlak diiz Opak
279 ST1A-12 Sarims1 Dairesel Diiz Dalgali Orta Parlak diiz Opak
280 ST1A-13 Sarimsi Diizensiz Diiz Ipliksi Biiyiik | Piiriizli Opak
281 ST1A-14 Beyaz Dairesel Diiz Dalgali Biiyiik | Iri taneli Opak
282 ST1A-15 Sarims1 Dairesel Diiz Dalgali Orta Parlak diiz Opak
283 ST1A-16 Sarimsi Dairesel Kabarik Biitiin Orta Parlak diiz Opak
284 ST1A-17 Beyaz Noktasal Diiz Biitiin Kiigiik | Parlak diiz Opak
285 ST1A-18 Beyaz Dairesel Diiz Biitiin Kigiik | Parlak diiz Opak
286 ST1A-19 Sarimsi Diizensiz Diiz Dalgali Kiiciik | Parlak diiz Opak
287 ST1A-20 Beyaz Dairesel Diiz Dalgal1 Orta Parlak diiz Opak
288 ST1A-21 Beyaz Dairesel Konveks Dalgali Kiigiik | Kirisik Opak
289 ST1A-22 Sarimsi Diizensiz Diiz Dalgal1 Biiyiik | Parlak diiz Yar1 saydam
290 ST1A-23 Sarimsi Dairesel Diiz Dalgali Orta Parlak diiz Opak
291 ST1A-24 Sarimst Dairesel Diiz Dalgal1 Orta Piiriizlu Yar1 saydam
292 ST1A-25 Beyaz Dairesel Diiz Biitiin Orta Parlak diiz Opak
293 ST1A-26 Sarimsi Dairesel Konveks Dalgal1 Orta Kirigik Opak
294 ST1A-27 Sarimsi Dairesel Diiz Biitiin Orta Parlak diiz Opak
295 STiB-1 Sarimsi Diizensiz Diiz Dalgali Orta Parlak diiz Opak
296 ST1B-2 Beyaz Diizensiz Diiz Dalgali Orta Piirtizli Opak
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297 ST1B-3 Sarimsi Dairesel Diiz Dalgali Kigiik | Parlak diiz Opak
298 ST1B-4 Beyaz Diizensiz Diiz Dalgali Orta Piirtizli Opak
299 ST1B-5 Beyazims1 | Diizensiz Diiz Dalgali Kiigiik | Parlak diiz Yar1 saydam
300 ST1B-6 Sarimst Dairesel Diiz Biitiin Kigiik | Parlak diiz Opak
301 ST1B-7 Beyaz Dairesel Diiz Dalgali Biiyiik | Piiriizli Opak
302 ST1B-8 Sarims1 Dairesel Diiz Dalgali Kiiciik | Ince taneli Opak
303 ST1B-9 Beyaz Diizensiz Diiz Dalgali Biiyiik | Parlak diiz Opak
304 ST1B-10 Sarimsi Diizensiz Diiz Dalgal1 Biiyiik | Piiriizli Opak
305 ST1B-11 Beyaz Diizensiz Diiz Dalgali Orta Parlak diiz Opak
306 ST1B-12 Sar1 Dairesel Diiz Biitiin Biiytik | Parlak diiz Opak
307 ST1B-13 Sarims1 Dairesel Diiz Biitiin Biiyiik | Parlak diiz Opak
308 ST1B-14 Sarimsi Dairesel Diiz Dalgal1 Biiyiik | Parlak diiz Opak
309 ST1B-15 Beyazims1 | Dairesel Diiz Dalgali Kiiciik | Ince taneli Opak
310 ST1B-16 Beyaz Dairesel Kabarik Biitiin Kiiciik | Parlak diiz Opak
311 ST1B-17 Sar1 Dairesel Diiz Dalgali Biiyiik | Parlak diiz Opak
312 ST1B-18 Beyaz Noktasal Diiz Biitiin Kiigiik | Parlak diiz Opak
313 ST1B-19 Sar1 Dairesel Diiz Dalgal1 Biiyiik | Piiriizli Opak
314 ST2A-1 Sarimst Dairesel Diiz Dalgal1 Biiyiik | Parlak diiz Opak
315 ST2A-2 Beyazimsi | Dairesel Diiz Dalgali Biiyiik | Iri taneli Opak
316 ST2A-3 Sar1 Diizensiz Diiz Dalgal1 Biiyiik | Iri taneli Opak
317 ST2A-4 Beyazimsi1 | Dairesel Diiz Biitlin Kiigiik | Parlak diiz Opak
318 ST2A-5 Renksiz Diizensiz Diiz Loblu Biiyiik | Parlak diiz Saydam
319 ST2A-6 Sarimsi Diizensiz Diiz Dalgal1 Biiytik | Parlak diiz Opak
320 ST2A-7 Sar1 Dairesel Diiz Dalgali Orta Ince taneli Opak
321 ST2A-8 Sarimsi Dairesel Kabarik Biitiin Kiigtik | Parlak diiz Opak
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322 ST2A-9 Beyazims:1 | Dairesel Diiz Dalgali Biiyiik | Iri taneli Opak
323 ST2A-10 Sarimsi Diizensiz Diiz Dalgali Biiyiik | Piiriizli Yar1 saydam
324 ST2A-11 Sar1 Dairesel Diiz Dalgali Orta Piiriizli Opak
325 ST2A-12 Beyaz Dairesel Kabarik Biitiin Orta Parlak diiz Opak
326 ST2A-13 Beyaz Dairesel Diiz Biitiin Biiyilik | Piriizli Opak
327 ST2A-14 Turuncu Noktasal Diiz Biitiin Kiigiik | Parlak diiz Opak
328 ST2A-15 Beyaz Dairesel Kabarik Biitiin Biiyilik | Parlak diiz Opak
329 ST2A-16 Sar1 Dairesel Kabarik Biitiin Kiigiik | Parlak diiz Opak
330 ST2A-17 Sarimsi Dairesel Kabarik Dalgal1 Orta Parlak diiz Opak
331 ST2A-18 Sarimsi Dairesel Diiz Dalgal1 Orta Piiriizli Yar1 saydam
332 ST2A-19 Sarimsi Dairesel Kabarik Biitiin Kiigiik | Parlak diiz Opak
333 ST2B-1 Sarims1 Dairesel Diiz Dalgali Biiyiik | Iri taneli Opak
334 ST2B-2 Sarims1 Dairesel Diiz Dalgali Orta Parlak diiz Opak
335 ST2B-3 Sarimsi Dairesel Dalgal1 Dalgali Kiigiik | Parlak diiz Opak
336 ST2B-4 Sarimsi Dairesel Diiz Dalgali Kiiciik | Ince taneli Opak
337 ST2B-5 Renksiz Noktasal Diiz Biitiin Kiigiik | Parlak diiz Yar1 saydam
338 ST2B-6 Sarims1 Dairesel Diiz Dalgali Biiyiik | Ince taneli Opak
339 ST2B-7 Sarims1 Dairesel Diiz Biitiin Biiyiik | Iri taneli Opak
340 ST2B-8 Sarimst Dairesel Diiz Dalgali Biiyiik | Piiriizli Opak
341 ST2B-9 Sarimsi Dairesel Diiz Dalgali Biiyiik | Iri taneli Opak
342 ST2B-10 Sarimsi Diizensiz Diiz Dalgali Orta Parlak diiz Opak
343 ST2B-11 Sarimsi Noktasal Diiz Biitiin Biiyiik | Piriizli Opak
344 ST2B-12 Sarimst Noktasal Diiz Loblu Biiyiik | Parlak diiz Opak
345 ST2B-13 Beyazimsi | Dairesel Diiz Biitiin Orta Parlak diiz Opak
346 ST2B-14 Sar1 Dairesel Konveks Dalgali Biyiik | Kirigik Opak
347 ST2B-15 Beyaz Noktasal Diiz Biitiin Kigiik | Parlak diiz Opak
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5.5. ACC Deaminaz Ureten Bakterilerin Kalitatif Tayini

Farkli koloni morfolojilerine goére segilen izolatlarn ACC Deaminaz enzim
aktivitesinin kalitatif tayinini ger¢eklestirmek amaciyla 2 farkli azot kaynagi (ACC,;
amonyum siilfat) iceren DF minimal besiyerine ve azot kaynagi igermeyen DF
minimal ekilen bakterilerden ACC subsrati igeren besiyerinde biiyliyiip amonyum
siilfat iceren besiyerinde biiylime gostermeyen izolatlar se¢ildi ve ACC Deaminaz

tirettigi diisiilen 90 izolat kantitatif tayin i¢in izole edildi.

Sekil 5.4: ACC iceren DF minimal besiyerinde; A: biiylime gosteren; acc deaminaz
pozitif oldugu diisiiniilen izolat, B: biiyiime gdstermeyen acc deaminaz
negatif oldugu diisiiniilen izolat.

5.6. ACC Deaminaz Aktivitesinin Kantitatif Ol¢ciim Sonucu

Bu reaksiyonla iiretilen pmol o-ketobiitrat sayisi, bir Ornegin 540nm’deki
absorbansinin 0,1 ile 1,0 pumol arasinda degisen o-ketobiitirat standart egri

karsilagtirilmasiyla belirlenmistir Tablo 5.4’te degerler verilmistir.
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Tablo 5.4: Secilen izolatlarin ACC deaminaz aktivite degerleri.

Izolat Ad1 Absorbans (540nm) | Miktar (umol)
DT1A-7 0,012599 0,056921
DT2A-14 0,016933 0,075063
DT1A-13 0,032696 0,141044
DT1A-10 0,050808 0,216861
ST1A-21 0,007332 0,034877
DT2B-5 0,020586 0,090356
KT1A-4 0,005061 0,025368
DT2B-7 0,007664 0,036264
DT1A-2 0,030916 0,133594
KT2A-12 0,021102 0,092516
ST2A-15 0,032007 0,138162
DT1A-9 0,016009 0,071195
DT1A-6 0,038655 0,16599
DT2A-15 0,016491 0,073213
ST2S-19 0,003881 0,020429
AT2A-13 0,013061 0,058855
ST2A-17 0,030312 0,131067
ST1A-26 0,01252 0,056593
DT2B-10 0,002843 0,016086
ST1A-17 0,078226 0,331628
ATA2-10 0,018802 0,082888
TT1B-28 0,009393 0,043501
KT2A-16 0,020717 0,090904
TT1A-31 0,023795 0,103786
KT1A-5 0,020109 0,088357
AT2A-16 0,019332 0,085105
TT2A-13 0,028539 0,123644
KT1A-3 0,015693 0,069874
KT1A-1 0,02231 0,08921
TT1A-16 0,010594 0,048529
AT1A-23 0,022587 0,098732
AT2A-18 0,043032 0,184311
KT2A-8 0,024156 0,10299
TT1A-32 0,020618 0,090488
TT1A-13 0,017934 0,079253
AT1A-24 0,052166 0,222543
TT1A-20 0,045586 0,195
AT2A-1 0,065842 0,279789
AT1A-16 0,043474 0,186159
DT2A-4 0,008886 0,041379
AT1A-22 0,027869 0,120841
AT2A-5 0,038138 0,163824
AT1B-8 0,018639 0,082204
TT1B-20 0,065306 0,277545
TT1A-23 0,022878 0,09995
AT2A-8 0,031133 0,134504
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Tablo 5.4: Devam.

AT2A-4 0,031051 0,134161
AT1A-2 0,026076 0,113336
AT1B-9 0,026973 0,117089
AT1A-10 0,030399 0,131429
ATI1A-7 0,033489 0,144364
AT1A-13 0,039094 0,167828
AT1B-6 0,001227 0,009324
AT1A-17 0,052605 0,224383
AT1B-13 0,034319 0,147838
AT2B-9 0,023838 0,103968
KT1B-14 0,040863 0,175230
TT1A-18 0,041393 0,177451
KT1B-4 0,026597 0,115517
ST2B-14 0,045874 0,196208
AT1B-3 0,019106 0,084160
KT1B-5 0,022460 0,098198
DT1B-11 0,026244 0,114037
KT1B-10 0,030919 0,133606
TT1B-9 0,030952 0,133744
DT2B-2 0,046578 0,199154
TT2B-11 0,025304 0,110105
TT1B-13 0,018113 0,080004
AT1B-12 0,010859 0,049640
AT2B-8 0,037069 0,159349
KT2B-12 0,046420 0,198493
ST2B-7 0,051941 0,221603
DT1B-9 0,032622 0,140737
KT1B-12 0,027514 0,119355
KT1B-8 0,023918 0,104301
KT2B-20 0,033181 0,143075
KT1B-16 0,013774 0,061842
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5.7. Secilen izolatlarin On Tanimlama Test Sonuclar:

Secilen 90 izolatin Gram boyama, spor boyama, oksidaz ve katalaz testleri

gerceklestirilmistir. Test sonuglar1 Tablo 5.5’ te verilmistir.

Tablo 5.5: izolatlarin 6n tanimlama testi sonuglari.

Izolat Izolatm | Gram Hiicre Spor Katalaz | Oksidaz
Numarasi Ad1 Boyama Sekli Boyama

1 AT1A-02 | Gram (+) Basil + + -

2 Basil- -
ATIAOT | Gram (-) | kokobasil + +

3 Basil- +
ATIAL0 | ram (+) | streptobasil +H+ -

4 i Gram (-) Basil- - +
i diplobasil ++

5 X Gram (-) Basil- - +
AT diplobasil ++++

6 AT1A-17 | Gram (+) Basil + ++ +

7 AT1A-18 | Gram (-) Basil - +++ -

8 Gram (-) Basil- - +
C S kokobasil ++

9 Gram (-) Basil- - +
AT kokobasil ++

10 Basil- + _
ATIA-24 | Gram (+) | diplobasil ++

11 Basil- + -
ATIB-03 | Gram (+) | diplobasil -

12 Gram (-) Basil- - -
AT1B-06 kokobasil +

13 AT1B-08 | Gram (-) | Basil-basil - + -

14 AT1B-09 | Gram (+) | Basil-basil + + +

15 Gram (-) Basil- - -
AT1B-10 kokobasil +

16 Gram (-) Basil- - -
AT1B-12 kokobasil ++

17 AT1B-13 | Gram (+) Basil + ++++ -

18 AT2A-01 | Gram () Basil - - +

19 AT2A-03 | Gram (-) Basil - - -

20 AT2A-04 | Gram (-) Basil - - +

21 AT2A-05 | Gram (-) Basil - - +

22 AT2A-08 | Gram (+) Basil + ++ -

23 Basil - - _
AT2A10 1 Gram (-) | kokobasil +

24 AT2A-13 | Gram (+) Basil + +Ht++ -

25 AT2A-16 | Gram (-) Basil - ++ +

26 AT2A-18 | Gram (+) Basil + + +
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Tablo 5.5: Devam.

27 AT2B-05 | Gram (-) Basil ++++
28 Basil -

AT2B-07 | cram (+) | diplobasil o+
29 AT2B-08 | Gram (-) Basil ++
30 Gram (-) Basil -

AT2B-09 kokobasil +
31 AT2B-10 | Gram (-) Basil T+
32 Gram (-) Basil -

DT1A-02 kokobasil o+
33 Basil -

DTIA06 | ram (+) | diplobasil +
34 DT1A-07 | Gram (+) Basil +
35 Basil -

DTIA09 | Gram () | kokobasil +
36 Basil -

DTIA-L0 | oram (+) | kokobasil +
37 DT1A-13 | Gram (-) Basil +
38 DT1B-09 | Gram (-) Basil ++
39 Basil -

DTIB-11 1 ram (+) | diplobasil +
40 DT2A-04 | Gram (+) Basil ++
41 Basil -

DT2A-12 1 & am (+) | streptobasil ++
42 Gram (-) Basil -

D1 kokobasil -
43 Gram (-) Basil -

DT2A-15 kokobasil -+
44 Basil -

DT2B-02 | 5 ram (+) | kokobasil +
45 DT2B-05 | Gram (+) Basil ++
46 DT2B-07 | Gram (+) Basil ++
47 Gram (+) Basil -

DT2B-10 diplobasil -
48 DT2B-11 | Gram (+) Basil +++
49 KT1A-01 | Gram (-) Basil ++
50 KT1A-03 | Gram (+) Basil ++
51 ) Gram (+) Basil -

KT1A-04 kokobasil ++++
52 ) Gram (+) Basil -

KT1A-05 diplobasil i
53 KT1A-06 | Gram (+) Basil +
54 Basil -

KTIALL | Gram () | kokobasil ++
55 Basil -

KTIB-04 | Gram (+) | diplobasil +
56 KT1B-05 | Gram (+) Basil ++
57 Gram (-) Basil -

KT1B-08 kokobasil +++
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Tablo 5.5: Devam.

58 KT1B-10 Gram (-) Basil - -
kokobasil +++
59 KT1B-12 | Gram (+) Basil + ++++
60 KT1B-14 | Gram (-) Basil - ++
61 Basil - +
KTIB-16 | Gram (+) | streptobasil +++
62 KT2A-08 | Gram (-) Basil - ++
63 KT2A-12 Gram (+) Basil - +
streptobasil +++
64 KT2A-16 Gram (+) Basil - +
streptobasil ++
65 KT2B-12 | Gram (+) Basil + +++
66 KT2B-20 | Gram (-) Kok - +++
67 ST1A-17 | Gram (-) Basil - ++++
68 ST1A-21 | Gram (-) Basil - ++
69 ST1A-26 Gram (-) Basil - -
diplobasil ++
70 ST1B-02 | Gram (+) Basil + +++
71 Basil - -
ST2A-IS | ram (-) | kokobasil +
72 ST2A-17
73 ST2A-19 | Gram (+) Basil + ++++
74 ST2B-07 Gram (-) Basil - -
kokobasil +++
75 ST2B-14 | Gram (-) Kok - +++
76 TT1A-10 | Gram (+) Basil + +++
77 TT1A-12 | Gram (+) Basil + +++
78 TT1A-13 | Gram (+) Basil + +++
79 Gram (-) Basil - -
TT1A-16 kokobasil ++
80 Gram (-) Basil - -
TTiA-18 kokobasil +
81 TT1A-20 | Gram (+) Basil + ++
82 TT1A-23 | Gram (+) Basil + ++
83 TT1A-31 | Gram (+) Basil + +
84 TT1A-32 Gram (+) Basil - +
diplobasil -
85 TT1B-09 | Gram (+) Basil + +++
86 TT1B-13 | Gram (+) Basil + ++
87 TT1B-20 | Gram (+) Basil + +
88 TT1B-28 | Gram (-) Basil - ++
89 TT2A-13 | Gram (+) Basil + +
90 TT2B-11 | Gram (+) Basil + +++
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Gram boyama sonuglarina bakildiginda 47 izolaton Gram (+), 42 izolatin Gram (-)
oldugu belirlenmistir. Hiicre morfolojilerine bakildiginda 50 izolatin basil, 22
izolatin kokobasil, 12 izolatain diplobasil, 5 izolatin streptobasil ve 2 izolatin kok

oldugu tespit edilmistir.

85 izolatin farkli seviyelerde katalaz pozitif, 5 izolatin katalaz negatif oldugu;
oksidaz testlerinde ise 21 izolatin oksidaz pozitif, 68 izolaton oksidaz negatif oldugu

belirlenmistir.

Yalnizca Gram pozitif izolatlar lizerinde spor boyama yapilmis ve sonuglara gore 48
Gram pozitif 43 izolatin endospor varligi tespit edilmis, 23’inde ise endospor

goriilmemistir.

5.8. Secilen izolatlarin Biyokimyasal Test Sonuglar:

ACC deaminaz aktivasyonunun Xkantitatif sonuglari degerlendiriliginde, pozitif
kontrole gorece en iyi ACC deaminaz aktivitesi gosteren 3 izolat segilerek IMVIC,
hareketlilik, H2S iiretimi, oksidasyon-fermantasyon, karbonhidrat kullanimi, lizin,
ornitin, arjinin dekarboksilaz, tireaz, fenilalanin deaminaz ve ONPG biyokimyasal
testleri  gerceklestirilmistir. 3  izolat icin biyokimyasal test sonuclar
degerlendirildiginde her ii¢ izolatinda indol, hareketlilik ve H2S iiretimi yoniinden
negatif oldugu belirlenmistir. 3 izolatin 2’si sitrat pozitif; 1’1 sitrat negatiftir.
Bakterilerin karbonhidratlar1 oksidasyon yoluyla mi1 fermentasyon yoluyla mi
metabolize ettigini anlamak i¢in oksidasyon-fermentasyon sonuglar1 incelendiginde 1
izolatin fakiiltatif anaerob, diger 2 izolatin ise mineral yag ile kapl tiipte renk
degisimi olmamasi ve mineral yag eklenmemis tiipteki besiyerinin rengin alkaliye
doniismesi negatif bir sonucu gosterir yani glikozu fermantasyon veya oksidatif
olarak kullanamaz. Mineral yag icermeyen tiipiin tepesindeki mavi, ortamdaki
proteinin metabolizmasindan kaynaklanan amin tiretiminden kaynaklanir. Sonuglar
tablo 5.7°de verilmistir. izolatlarm MR-VP test sonuglari incelendiginde 1 izolatin
MR pozitif sonug verdigi; diger iki izolatin ise negatif sonug verdigi goriilmektedir. 3
izolatin sitrat testi ise 2 izolatin sitrat pozitif, 1 izolatin sitrat negatif oldugu
belirlenmistir. Karbonnhidrat kullanimi testinde ise karbon kaynagi olarak laktoz
eklenen besiyerinde 2 izolat pozitif; 1 izolat negatif sonu¢ veritken ONPG test

sonuglarinda her 3 izolatta pozitif sonuglar gézlemlenmistir. Fenilalanin deaminaz
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testinde her 3 izolatinda negatif sonug¢ verdigi belirlenmistir. Test sonuglart Tablo
5.5, 5.6 ve 5.7°de verilmistir.

Tablo 5.6: Se¢ilmis 3 izolatin hareketlilik, H2S iretimi, IMViC ve iireaz testi

sonugclari.
Izolat | Hareketlilik H2S IMVIiC Testi Ureaz
Adi Uretimi | indol Metil Voges | Sitrat

Kirmzisi

ATI1A- - - - - TE + -
22
DT2A- - - - + TE - -
4
ST1A- - - - - TE + -
17

*TE: Tespit edilemedi

Tablo 5.7: Secilmis 3 izolatin oksidasyon-fermantasyon, lizin, ornitin, arjinin
dekarboksilaz, fenilalanin deaminaz ve ONPG testi sonuglart.

Izolat O/F Testi Dekarboksilaz Testi Fenilalanin | ONPG

Adr | Aerob | Fakiiltatif | Inert | Arjinin | Lizin | Ornitin | Deaminaz | Testi
anaerob Testi

AT1A- + + inert inert - +
22

DT2A- + - - - - +
4

ST1A- + inert inert inert - +
17
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Tablo 5.8: Secilen 3 izolatin karbonhidrat kullanimi testi sonuglari.

izolat
Ad1

Glukoz

G.G.O*

Mannitol

Ksiloz

Trehaloz

Siikroz

Sellobiyoz

Mannoz

Laktoz

24s

48s

24s

48s

24s

48s

24s

48s

24s

48s

24s

48s

24s

48s

24s

48s

24s

48s

AT1A-
22

DT2A-
4

ST1A-
17




5.9. Genomik DNA izolasyonu

3 izolat ve 2 kontrol bakterisinden metotta belirtildigi gibi genomik DNA izolasyonu
gerceklestirildi ve DNA varligi agaroz jelde goriintiilendi (Sekil 5.5). Nanodrop

Ol¢iim sonuclar1 Tablo 5.9°de verilmistir.

Sekil 5.5: Genomik DNA o6rneklerinin agaroz jeldeki goriintiisti, 1: 100bp marker, 2:
Negatif kontrol bakterisi, 3: Pozitif kontrol bakterisi 4-6: izolatlar.

Tablo 5.9: g DNA 6rneklerinin NanoDrop 6l¢iim sonuglari.

Miktar (ng/ul) A260/280
AT1A-22 107 1.87
DT2A-4 15.4 1.78
ST1A-17 142.4 1.80
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5.10. 16S rDNA Bolgesinin PZR ile Cogaltilmasi ve Dizi
Analizi

Elde edilen yerel izolatlarin tiir diizeyinde tanimlanmasi i¢in 16S rDNA bdlgesinin
27F, 1492R primerleri kullanilarak pzr gergeklestirildi. 16S rDNA pzr {iriinleri

agaroz jel ile varlig1 goriintiilendi. Jel gortintiisii Sekil 5.6’da verilmistir.

Sekil 5.6: PZR iirtinlerinin agaroz jeldeki goriintiisii, 1: 100 bp marker, 2: Negatif
kontrol, 3-5: PZR firtinleri.
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5.11. Dizi Analiz Sonuclar

Topraktan izole edilen 3 izolatin tanimlama sonuglart BLASTn programi kullanilarak

analiz edilmistir. Benzerlik yiizdeleri ve tanimlama sonuglar1 Tablo 5.10°da

verilmistir.
Tablo 5.10: izolatlarin 16S rDNA analiz sonuglari.
Izolat Ad1 BLASTn Sonucu Benzerlik Takson Tahmini
Yiizdesi
AT1A-22 Pseudomonas 99.84% Pseudomonas sp.
(sec¢ilmis izolat azotoforms strain
olarak yeni kodu LCG49
i1) Pseudomonas sp. strain 99.84%
M14
Pseudomonas sp. straim 99.84%
P1
DT2A-4 Niallia circulans strain 100% Niallia sp.
(se¢ilmis izolat PF7-1.3.1
olarak yeni kodu | Niallia circulans strain 100%
i2) FDAARGOS
Niallia circulans strain 100%
DES601
ST1A-17 Achromobacter spanius 99.91% Achromobacter sp.
(se¢ilmis izolat strain DYCC3703
olarak yeni kodu | Achromobacter spanius 99.91%
i3) strain OUCC MY32
Achromobacter spanius 99.91%
strain UQ283

5.12. Secilmis izolatlarin Tuz Stresinde Dometes
Tohumlarmin Cimlenmeye Etkisi

Secilmis 3 izolatin tuz stres kosullar1 altinda domates tohumun ¢imlenme ve 1
haftalik gelisim siirecinde etkilerinin gdzlemlendigi denemelerden elde edilen

sonuglar agagida detayli olarak sunulmustur.
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5.12.1. Govde Uzunlugu

Govde uzunlugu parametresinin  degerlendirildigi  denemede  Sekil 5.7
incelendiginde, PK (3,02 cm)’e gorece 1. Izolatin (il) etkisi D+il denemesinde 2,76
cm olarak izlenmistir. Govde uzunluguna en olumlu etkinin 180 mM tuz stresi
uygulanan deneme oldugu goriilmiistiir. 200 ve 220 mM tuz uygulamasinin sirasiyla
2,81 cm ve 2,75 cm ile govde uzunlugunu gorece azalttigi ve negatif etkiledigi
anlagiimaktadir. Ilgili bakteri ve tuz stres konsantrasyonlarinmn birlikte uygulandig
kombinasyonlarda ise en diisiik degerin 6l¢iildiigi D+180+ il deneme grubunda
(0,53 cm) goriilmiistiir. Diger uygulamalar D+200+i1 ve D+220+i3 denemelerinde
govde uzunlugu sirasiyla 2,14 ve 2,25 cm olarak Olciilmiis ve ayni istatistik grup
igerisinde yer almislardir. Diger uygulamalar i¢inde D+1i, 200 ve 220 mM tuz
uygulamalari da ayni istatistik grup ig¢inde yer alarak anlamli bir fark ortaya
koymamuislardir.

l.Lih

D+i1 180 D+180+I1 200 D+200+i1 220 D+220+i1

Govde Uzunlugu (cm)
2R NN W ow s
o (6] o (6] o (6] o
| | | | | J

o
(92
1

o
o

Deney Gruplan

Sekil 5.7: ATA1-22 izolatinin tuz stresi kosullarinda (180, 200, 220 mM) domates
bitkisinin gévde uzunluguna etkisi. PK: Pozitif kontrol, D: Domates, 11:
AT1A-22 izolati, 180, 200, 220: Tuz konsantrasyonlari.
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DT2A-4 izolat1 (i2) da normal kosullar (PK, 3,02 cm) ile karslastirildiginda 180 mM
(3,36 cm) tuz konsatrasyonu uygulamasinda daha uzun gévde boyu sonucunu
vermistir. 200 (2,81 cm) ve 220 (2,75 cm) mM NaCl tuz stresinde ¢imlendirilen
uygulamalar ise kontrole gorece daha diisiik govde uzunlugunu vermis ve her ikisi de
ayni istatistik grup icerisinde yer almiglardir (Sekil 5.8). Grafik incelendiginde nihai
sonug olarak tek basma farkli tuz konsantrasyonlar1 (180- 3,36 cm; 200- 2,81; 220
2,75 cm) uygulamalarina ilgili izolat eklendiginde gévde uzunluklarin da (sirasiyla
2,85 ¢cm, 2,30 cm, 2,25 cm) disiis kaydedilmistir. Bu da tuz konsantrasyonlari

bakteri ile uygulandiginda olumsuz bir etki olarak degerlendirilmistir.

TN

D+i2 180 D+180+i2 200 D+200+i2 220 D+220+i2
Deney Gruplar

w
o
1

N
(9]
1

Govde Uzunlugu (cm)
PR

P
o
1

o
(9]
1

o
o

Sekil 5.8: DT2A-4 izolatinin tuz stresi kosullarinda (180, 200, 220 mM) domates
bitkisinin govde uzunluguna etkisi. PK: Pozitif kontrol, D: Domates, 12:
DTA2A-4 izolat1, 180, 200, 220: Tuz konsantrasyonlari.

73



ST1A-17 izolat1 (i3) da normal kosullar (PK, 3,02 cm) ile karslastirildiginda izolatin
etkisi (3,38 cm), tuz konsantrasyonu uygulamasinda 180 mM; 3,36 cm ve D+180+i3
uygulamasinda (3,36 c¢cm) kontrole gorece daha uzun gévde sonucu vermistir ve her
lic grup aym istatistik grup igerisinde yer almiglardir (sekil 5.9). Grafik
incelendiginde D+200+i3 ve D+220+i3 denemelerinde govde uzunlugu sirasiyla 2,20

cm; 1,97 cm olarak 6lglilmiis, olumsuz olarak degerlendirilmis.

4,5 -
4,0 -
3,5 -
T
5 3,0
N’
50
= 2,5
=
g
= 2,0
v
=
3 1,5 -
w 7’
1,0
0,5 -
0,0 -+
D+i3 D+180+|3 D+200+I3 D+220+I3
Deney Gruplarl

Sekil 5.9: ST1A-17 izolatinin tuz stresi kosullarinda (180, 200, 220 mM) domates
bitkisinin gévde uzunluguna etkisi. . PK: Pozitif kontrol, D: Domates, i3:
ST1A-17 izolati, 180, 200, 220: Tuz konsantrasyonlart.
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5.12.2. Kok Uzunlugu

Kok uzunlugu parametresinin degerlendirildigi denemede Sekil 5.10 incelendiginde,
11 (AT1A-22) izolatt normal kosullar (PK, 9,63 cm) ile karsilastirildiginda izolatin
etkisi (2,44 cm), tuz konsantrasyonu uygulamasinda D+180+i1 (0,69 cm), D+200+i1l
uygulamasinda (2,40 cm) ve D+220+il uygulamasinda (2,31 cm) kontrole gorece
daha kisa kok uzunlugu sonucunu vermistir ve izolatin tuz konsantrasyonlarinda

bitkinin kok uzunluguna olumsuz etkisi olarak degerlendirilmistir.

12,0
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— -
= 10,0
N2
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= 8,0
=
=
=
e 6,0
Q
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4,0
d d d
2,0 4
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] 3 N3 %Qx\ N ng\ AV '19x\
x> xV XV
Q Q Q
Deney Gruplari

Sekil 5.10: ATAL1-22 izolatinin tuz stresi kosullarinda (180 mM, 200 mM, 220 mM)
domates bitkisinin kok uzunluguna etkisi. PK: Pozitif kontrol, D:
Domates, 11: AT1A-22 izolat1, 180, 200, 220: Tuz konsantrasyonlari.
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[2 (DT2A-4) izolati normal kosullar (PK, 9,63 cm) ile karsilastirildiginda i2
izolatinin etkisi (3,40 cm) kontrole gorece daha kisa kok uzunlugu sonucunu
vermistir. 180 ve 200 mM konsantrasyon denemeleri sirasiyla; 8,50 cm ve 8,67 cm
PK’ye gorece daha az kok uzunlugu sonucunu vermistir ve ayni istatiksel grup icinde
yer almaktadirlar. Ancak D+180+i2 (3,19 cm), D+200+i2 (3,19 cm) ve D+220+i2

(4,33 cm) uygulamalarina gore daha uzun kok uzunlugu sonucunu vermistir.
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Sekil 5.11: DT2A-4 izolatinin tuz stresi kosullarinda (180 mM, 200 mM, 220 mM)
domates bitkisinin kok uzunluguna etkisi. PK: Pozitif kontrol, D:
Domates, 12: DT2A-4 izolat1, 180, 200, 220: Tuz konsantrasyonlari.
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Sekil 5.12°deki sonuglar degerlendirildiginde i3 (ST1A-17) izolatt normal kosullarda
(PK; 9,63 cm) i3 izolat1 degerlendirildiginde PK’ ye gorece (5,07 cm) daha kisa kok
uzunlugu sonucunu vermistir. 180 ve 200 mM konsantrasyon denemelerinde
sirastyla 8,50 cm; 8,67 cm kok uzunlugu sonucu aym istatiksel grup icinde yer
almaktadir ancak kontrole gorece daha kisa kok uzunlugu sonucunu vermistir. Nihai
olarak grafik incelendiginde i2 bakteri uygulamasimin ve D+180+i2, D+200+i3,

D+220+i2 uygulamasinin  domates kok uzunluguna olumsuz etkisi olarak

b b
C
e
f I
S L O
e LS LS

degerlendirilmistir.
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Sekil 5.12: ST1A-17 izolatinin tuz stresi kosullarinda (180 mM, 200 mM, 220 mM)
domates bitkisinin kok uzunluguna etkisi. PK: Pozitif kontrol, D:
Domates, 13: ST1A-17 izolat1, 180, 200, 220: Tuz konsantrasyonlar.
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5.12.3. Govde Kuru Agirhgi

Sekil 5.13 incelendiginde, i1 (AT1A-22) izolat1 (1,29 mg) normal kosullarda (PK;
1,15 mg) kontrole gorece degerlendirildiginde govde kuru agirhigr arttirdign ve
D+220+i3 uygulamasinin da (1,30 mg) kontrole gore govde kuru agirligint arttirdigi
ve ayni istatiksel grup i¢inde degerlendirilmistir Tek basina farkli tuz
konsantrasyonlart; 180, 200, 220 mM uygulandiginda sirasiyla 1,73 mg, 1,55 mg,
1,61 mg sonucunu vermistir ve pozitif kontrole gérece gévde kuru agirligina olumlu
etkisi olarak degerlendirilmistir. D+180+i1, D+200+i2, farkli konsantrasyonlarda tuz
uygulamalar1 200, 220 mM sirasiyla 1,47; 1,55 mg; 1,63 mg, 1,61 mg gévde kuru
agirhgint pozitif kontrole gore arttirmistir ve aym istatiksel grup icin yer
almaktadirlar. Nihai olarak sekil 5.17 degerlendirildiginde sadece il uygulamasinin,
farkli tuz konsantrasyonlarmmin uygulanmasi ve farkli tuz konsantrasyonlarinin il
izolat1 ile uygulanmas1 PK’ye gorece c¢imlenmis domatesin géve kuru agirligna

arttirici etkisi olmustur.
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Sekil 5.13: AT1A-22 izolatinin tuz stresi kosullarinda (180 mM, 200 mM, 220 mM)
domates bitkisinin gévde kuru agirligina etkisi. PK: Pozitif kontrol, D:
Domates, 11: AT1A-22 izolat1, 180, 200, 220: Tuz konsantrasyonlari.
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Sekil 5.14 incelendiginde i2 (DT2A-4) izolati normal kosullarda (PK; 1,15 mg)
kontrole gorece ¢imlenmis domates tohumunun daha agir govde kuru agirligi
sonucunu vermistir. 180; D+180+12, 200; D+200+12, 220; D+200+12 deney gruplari
strastyla 1,73 mg, 1,69 mg; 1,55 mg, 1,55 mg ve 1,61 mg, 1,55 mg sonucu vermistir.
Bu sonuglar PK’ye gore gove kuru agirligr arttirict etkisi olup deneme gruplart kendi

aralarinda ayni istatiksel grup i¢inde yer almaktadir.

2,0 4
a a b

1,8 T b b
= b
=Vl 1,6
£ c
é 1,4 7 d
=12 -
2
= 1,0 -
508 -
& ’
< 06 -
3 04
w ’

0,2

0,0 - T T T T T T T

R 2 O % Q A N 2
] x> ® x> Q x> 9% x>
M
X X X
Q Q Q
Deneme Gruplari

Sekil 5.14: DT2A-4 izolatinin tuz stresi kosullarinda (180 mM, 200 mM, 220 mM)
domates bitkisinin gévde kuru agirligina etkisi. PK: Pozitif kontrol, D:
Domates, 12: DT2A-4 izolat1, 180, 200, 220: Tuz konsantrasyonlari.
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I3 (ST1A-17) izolat1 (1,54 mg) normal kosullarda (PK; 1,15 mg) kontrole gérece
degerlendirildiginde govde kuru agirligr arttirdigi sonucunu vermistir. Nihai olarak
Sekil 5.15 degerlendirildiginde farkli konsantrasyon denemeleri (180, 200, 220)
sirastyla 1,73 mg; 1,55 mg; 1,61 mg govde kuru agirligimi PK’ ye ve D+180+i3,
D+200+i3, D+220+i3 deneme gruplarina kiyasla ( sirastyla 1,39 mg; 1,46 mg; 1,46

mg) ¢imlenmis domatesin gévde kuru agirligini arttirdigi sonucunu vermistir.
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Sekil 5.15: ST1A-17 izolatinin tuz stresi kosullarinda (180 mM, 200 mM, 220 mM)
domates bitkisinin gévde kuru agirligina etkisi. PK: Pozitif kontrol, D:
Domates, 13: ST1A-17 izolat1, 180, 200, 220: Tuz konsantrasyonlari.
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5.12.4. Kok Kuru Agirhg

I1 (AT1A-22) izolat1 (0,44 mg) normal kosullarda (PK; 0,56 mg) kontrole gdrece
degerlendirildiginde gévde kuru agirligr azalttigi sonucunu vermistir. Sekil 5.16
incelendiginde 180 tuz konsantrasyonu ve D+180+il deney gruplarinin sirasiyla 0,24
mg; 0,28 mg sonu¢ verdigi yani 180 mM konsantrasyon uygulamasininda il
bakterisinin kok kuru agirligina artturucu etki ettigi, 200 tuz konsantrasyonu ve
D+200+i1 deney gruplarinin sirasiyla 0,42 mg; 0,42 mg sonug verdigi ve D+il deney
grubu ile ayn istatiksel grupta bulundugu, 220 tuz konsantrasyonu ve D+220+il
deney gruplarmin sirasiyla 0,59 mg; 0,49 mg sonug vererek 220 mM konsantrasyon

denemesinde il bakteri uygulamasinin kok kuru agirhigma etki etmedigi sonucunu

lanill
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Sekil 5.16: AT1A-22 izolatinin tuz stresi kosullarinda (180 mM, 200 mM, 220 mM)
domates bitkisinin gévde kuru agirligina etkisi. PK: Pozitif kontrol, D:
Domates, 11: AT1A-22 izolat1, 180, 200, 220: Tuz konsantrasyonlari.
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[2 (DT2A-4) izolat1 (0,40 mg) normal kosullarda (PK; 0,56 mg) kontrole gorece
degerlendirildiginde govde kuru agirlig1 azaltici etkisi oldugu sonucunu vermistir.
180, 200 konsantrasyon denemelerinde sirasiyla 0,24; 0,42, D+180+i2, D+200+i2
deneme gruplarinda swrasiyla 0,66 mg; 0,49 mg sonu¢ vererek tuz
konsantrasyonlarinda pozitif kontrole gorece kok kuru agirhigini arttirict etki
gostermistir. 220 mM tuz konsantrasyonu (0,59 mg) ile D+200+i2 deney grubu

karsilastirildiginda kok kuru agirligini azalticr etki gostermistir.
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Sekil 5.17: DT2A-4 izolatinin tuz stresi kosullarinda (180 mM, 200 mM, 220 mM)
domates bitkisinin kok kuru agirhigma etkisi. PK: Pozitif kontrol, D
Domates, 12: DT2A-4 izolat1, 180, 200, 220: Tuz konsantrasyonlari.
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Sekil 5.18 incelendiginde 13 (ST1A-17) izolat1 (0,34 mg) normal kosullarda (PK;
0,56 mg) kontrole gorece degerlendirildiginde gdvde kuru agirligi azaltici etkisi
oldugu sonucunu vermistir. 180, 200 konsantrasyon denemelerinde sirasiyla 0,24;
0,42, D+180+13, D+200+13 deneme gruplarinda sirasiyla 0,67 mg; 0,63 mg sonug
vererek kok kuru agirligini arttiricr etki gostermistir. 220 mM tuz konsantrasyonu
(0,59 mg) ile D+200+i3 deney grubu (0,40) karsilastirildiginda kok kuru agirligini

azaltici etki gostermistir.
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Sekil 5.18: ST1A-17 izolatinin tuz stresi kosullarinda (180 mM, 200 mM, 220 mM)
domates bitkisinin gévde kuru agirligina etkisi. PK: Pozitif kontrol, D:
Domates, 13: ST1A-17 izolat1, 180, 200, 220: Tuz konsantrasyonlar1.
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6. TARTISMA VE SONUC

Kimyasal giibrelerin ve pestisitlerin asirt kullanimi, modern tarimm onemli bir
parcasi olarak kabul edilse de, bu uygulamalarin uzun vadeli ¢evresel ve ekonomik
etkileri biiyilk 6nem tasir. Kimyasal giibreler, bitki biiylimesini hizlandirarak ve
besin eksikliklerini gidererek kisa vadede yiiksek verim elde edilmesine katki saglar.
Ancak, bu siirecte toprak organik madde igerigi azalabilir, toprak yapisinin
bozulmasina ve mikrobiyal aktivitenin azalmasina neden olur [Kili¢ vd., 2012].
Pestisitler ise zararlilarin kontrol altina alinmasinda etkilidir, ancak bu kimyasallarin
dogal diismanlar1 da etkileyerek ekosistemde dengesizliklere yol acar. Bu durum,
biyocesitlilik kaybina ve ekosistemin zarar gérmesine neden olur. Ayrica, diger
senaryolardan biri zararli organizmalar zamanla bu kimyasallara karsi direng
gelistirerek, daha fazla pestisit kullanimini arttirabilir. Ayn1 zamanda kimyasal
giibreler ve pestisitlerin insan saglhigini da tehdit eder; toksik maddelerden
zehirlenmeler ve 6liimler meydana gelmektedir [Kurutas vd., 2003]. Bu nedenlerle,
stirdiiriilebilir tarim i¢in daha ¢evre dostu yontemlerin tesvik edilmesi 6nemlidir. Bu
yontemlerle, toprak saglhigin1 korumaya, su ve dogal kaynaklarin siirdiiriilebilir
kullanimina ve insan sagligina zarar vermeyen gida tiretimine katkida bulunulabilir.
Son zamanlarda tarimda kimyasal giibrelerin yerine alternatif olarak bitki
biiylimesini tesvik eden bakteriler gibi biyolojik ¢éziimler tizerindeki ilgi artmistir.
Bu bakteriler, bitkilerin biiylimesini tesvik ederek kok gelisimini artirabilir, bitkilerin
besin alimini kolaylastirabilir ve zararli organizmalarla miicadelede dogal bir destek
sunabilirler [Gmriz vd., 2014]. Biyolojik ¢dziimler olarak bitki biiyiimesini tesvik
edici bakterileri kullanimi, kimyasal giibrelerin aksine gidalarda kalint1 birakmaz ve
toksik kimyasallarin insan sagligina etkilerinden kag¢inir. Bu da hem tarim
triinlerinin giivenligi hem de tiiketicilerin sagligi icin onemli bir avantaj saglar.
Ancak, yapilan ¢aligmalar incelendiginde bu uygulamalarin henliz tamamen
uygulanabildigi goézlemlenmemistir ¢linkii bitki biiyiimesini tesvik edici bakteri
kullaniminin dezavantajlar1 da vardir. Bu bakterilerin etkinligi, toprak tipine, iklim
kosullarina ve bitki tiirline bagli olarak degisebilir. Ayrica, bu bakterilerin
biiyiimesini ve etkinligini artirmak i¢in dogru uygulama yontemleri ve teknik bilgi

gereklidir. Uygulama maliyetleri bazi1 durumlarda yiiksek olabilir ve giftgiler i¢in
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yeni bir teknolojiyi benimseme siireci zaman alabilir. Ayrica bitki biiylimesini tesvik
eden rizobakteriler, laboratuvar kosullarinda gosterdikleri performansin tarla
kosullarinda sergilememeleri durumunda yaygin olarak kullanimlarini smirlayan
diger bir engel olarak ortaya c¢ikmaktadir. Bu durumun temel nedenleri, bu
bakterilerin bdlgenin klimatik sartlarina uyum saglayamamalar1 veya yerel
mikroflora ile rekabet edememeleridir. Bu nedenle bu tez c¢alismasinda yaz
mevsiminin uzunlugu, ylksek ortalama sicaklik derecelerine sahip olmasi gibi
nedenlerle, Tekirdag, Ankara, Konya, Sivas ve Diyarbakir illerinden toplanan toprak
ornekleri ile calisilmistir. Boylelikle ACC deaminaz aktiviteli izolatlarin sicaga
adapte olmus; kuraklik stresine direngli bakteri se¢imi yapilmistir. ACC deaminaz
tireten bakeriler etilen oOnciisii olan ACC (1-aminosiklopropan-1-karboksilat)
molekiiliinii pargalayip, bitki lizerindeki stres kaynakli etilen birikimini azaltir ve
bitki stres ortamindayken kok ve siirgiin bitylimesini artirir [Glick vd., 2005]. Yaygin
olarak Bacillus sp., Pseudomonas sp. ait tiirler oldugu belirlenmistir.

Tez ¢alismasi kapsaminda nihai olarak segilen 3 izolat; AT1A-22, DT2A-4 ve ST1A-
17, 16S rDNA analizi ve biyokimyasal testler ile de desteklenerek tiir seviyesinde
tanimlanmistir. BLASTn programi sonuglarina gore AT1A-22 izolati 99.84%
benzerlikle Pseudomonas azotoforms; DT2A-4 izolati 100% benzelikle Niallia
circulans; ST1A-17 izolat1 99.91% benzerlikle Achromobacter spanius cinslerine ait
tirlerden olusmaktadir. Pseudomanas tiirlerinin bitki biiylimesini tesvik edici
ozellikleri yapilan calismalar sayesinde bilinmektedir. Daha 6nce bu konu {izerinde
yapilmig arastirma sonuclari incelendiginde, ACC deaminaz aktivitesine sahip
tirlerin Pseudomonas, Alcaligenes, Bacillus, Enterobacter ve Rhizobium cinslerine
ait oldugu ancak Pseudomonas cinsinin bu konuda ¢okca bir istiinliik gosterdigi
anlagilmaktadir [Meyer vd., 2004]. Liu vd., (2021), yaptiklar1 bir ¢alismada ACC
deaminaz geninin P. azotoformans’da basariyla silinmesini ve bunun domates
bitkileri tizerindeki etkilerini gostermistir. Calismalarinda P. azotoformans CHB
1107 ve P. azotoformans CHB 'nin acdS mutantin1 (CHB 1107 M) kullanmiglardir.
Bu ¢alismanin amaci P. Azotoformans 'daki acdS geninin etkileri degerlendirmek i¢in
yapilmigtir. Calismalar sonucunda CHB 1107 ile inokiile edilen domates bitkileri, tuz
stresine yanit olarak etilen salinnmi ve prolin igeriginde Onemli bir azalma
gosterdigini ve kok ve siirglin kuru agirliklarinda artigla sonuglanmistir. Bunun yani
sira, CHB 1107 WT, CHB 1107 M’ye kiyasla K, Ca ve Mn alimin1 artirmig, ancak
Na alimini azaltmistir. CHB 1107 WT ile inokiile edilen bitkiler, daha yiiksek bir
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K/Na orani gostermistir ve bu, tuz stresine karsi bitkilerin iyon alimi stratejileriyle
iliskilendirilmistir [Liu vd., 2021]. AT1A-22 izolati; P. Azotoformans ile NaCl tuz
stresi ortaminda ¢imlenmeye birakilan domates tohumu ¢imlenme sonrasinda 180
mM NaCl ortaminda kok kuru agirligini arttigr olarak belirlenmistir. Ayrica DT2A-4
izolatt; Niallia circulans ‘in ise 180 mM, 200 mM ve 220 mM NacCl tuz ortaminda
kok kuru agirhigim arttirdigi goézlenmistir. Deney sonuclart Liu vd., (2021), yaptig1
calismay1 destekler niteliktedir. Sonug olarak, bu durum P. azotoformans’in ACC
deaminaz genini igeren suslari, domates bitkilerinde tuz stresine karsi biiyiimeyi ve
besin alimini iyilestirmek i¢in etkili bir arag¢ olarak kullandigini diisiindiirmektedir.
Bitkilerde tuz stresi govde gelisimini de olumsuz etkiler. Tuz, toprakta ozmotik
basinci artirarak bitkinin su alimini zorlastirir. Bu durum hiicresel su kaybina ve
hiicre genislemesinde azalmaya neden olur, bu da govde kuru agirh@ini diisiiriir
[Chaves vd., 2009]. Ayrica sodyum (Na') ve klor (Cl") iyonlarmin birikimi,
potasyum (K*) ve kalsiyum (Ca?") gibi gerekli besinlerin alimini engelleyebilir. Bu
durum hiicresel metabolizmay1 bozarak biiylimenin yavaglamasina yol acar. Ve
stomalarin kapanmasina neden olarak fotosentez oranini diisiiriir. Azalan fotosentez,
karbonhidrat tiretiminin diismesine ve biliylimenin yavaslamasina yol agar [Tian vd.,
2017].

Govde kuru agirliklart incelendiginde; normal kosularda (PK) biiyiitiilen domates ile
DT2A-4 inokiilasyonu ve tuz stresi ortaminda biiyiitiilen domateslerin gévde kuru
agirhiklarinda istatiksel olarak olumlu bir degisim olmamistir; yani tuz stresi
ortaminda govde kuru agirliginda azalma beklerken bakterinin tuz stresinde govde
kuru kuru agirliginin azalmasinmi engelledigi belirlenmistir. 180 mM, 200 mM, 220
mM NaCl stres ortaminda gévde uzunluklar incelendiginde gévde uzunluklarinin
azaldigi saptanmistir; nihai olarak olumlu etkisi olmamistir. Bu durumda
gerceklestirilen deneyde stres ortaminda govde uzunlugu ve govde kuru agirlig
arasinda ters orantt mevcuttur. Bu ters orant1 bitki stres altindayken uzamaya degil
metabolik olaylarin devamlili§in1 saglamaya ¢alismasinda bakterinin etki potansiyeli
olarak degerlendirilebilir. Bacillus circulans (simdiki adiyla Niallia circulans)
bakterisi, bitki biiylimesini tesvik eden ve indol-3-asetik asit (IAA) tireten bir bakteri
oldugundan biyogiibre olarak kullanim potansiyeline sahiptir. Qin vd., (2021)’ de
yaptig1 bir ¢alismada Bacillus circulans E9 bakterisini, endiistriyel substratlar iceren
diisiik maliyetli ortamda bakteri biiyiimesi ve IAA iiretimi i¢in geleneksel Luria

Broth (LB) ortaminin yerine kullanimim1 degerlendirilmistir. PYM ortaminda
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biyoreaktorde kiiltiire edilen B. circulans, erlenmeyer siselerinde yetistirilene gore
biiyiime ve [AA {iretiminde sirasiyla 8 ve 1.6 kat daha yiiksek degerler gosterdigi
ayrica biyoreaktorde iiretilen IAA’nin, Arabidopsis thaliana bitkisinde kok sistemini
sentetik TAA ile benzer sekilde indiikledigini tespit etmisledir. Bu calisma, PYM
ortaminin B. circulans E9'un biyoreaktorlerde kitlesel iiretimi i¢in kullanilabilecegini
ve hem bakteri biiyiimesini hem de IAA iiretimini artirabilecegini gostermektedir.
Tez c¢alismalarinda kullanilan DT2A-4 izolat1 analizler sonucu Niallia circulans
cinsine ait tiir oldugu tespit edilmistir. IAA ayn1 zamanda ACC sentaz enziminin
aktivitesini tesvik ederek SAM’in ACC’ye donilismesini saglar [Kende, 1993]. Bu
durumda DT2A-4 izolatinin 1AA iiretimine bakmak; iyi bir liretici ise yolagin ACC
sentaz enzimine etkisini arastirmak; mikrobiyal giibre ve tuz stresi altinda bitkilerin
biiylime ve gelismesini arttirict ¢alismalara nciiliik edebilir.

Shahid ve vd., (2019) yaptiklar1 ¢calismada ACC deaminaz lireten faydali bir bakteri
susu olan Achromobacter sp. FB-14'in piring bitkilerinde stresle ilgili CIPK
genlerini (OsCIPKO03, OsCIPK12, ve OsCIPK15) yukari diizenleyerek tuzlulugun
etkilerini hafifletme potansiyelini arastirmislardir. FB-14 susunu, 855 mM NaCl
konsantrasyonunda izole etmis olup ve gesitli Achromobacter tiirleriyle %99'un
tizerinde 16S rRNA gen dizisi benzerligi ile taksonomik olarak tanimlamasini
gerceklestirmislerdir. Caligsmalarinin sonucunda Achromobacter sp. FB-14 susunun,
ACC deaminaz aktivitesi gostererek stres altindaki piring bitkilerinin biiylimesini
diizenledigini tespit etmislerdir. Bu enzim, stres kosullarinda bitkide birikme
egiliminde olan ACC’yi ayrigtirarak agsir1 etilen {lretimini engelledigi; ACCD
aktivitesi sayesinde, Achromobacter sp. FB-14, bitki hiicrelerindeki etilen
seviyelerini diizenleyerek biiyiimeyi tesvik ettigini ayrica, indol bilesikleri (IAA)
tireten bu bakterinin, bitki kok gelisimini tesvik ederek su ve besin alimini arttirdigini
gostermislerdir [Shahid vd.,2020]. ST1A-17 izolat1 16S rDNA analizi sonucunda
Achromobacter spanius cinslerine ait tiirler oldugu tespit edilmistir. Ve tuz stresi
altinda domates bitkisinin kok ve gévde kuru agirhigini arttirdigr belirlenmistir. Bu
nedenle Achromobacter sp., tuzlu topraklarda tarimsal verimliligi artirmak igin
biyoteknolojik uygulamalarda kullanilabilecek umut verici bir adaydir.

Sonug olarak, siirdiiriilebilir tarim i¢in mikroorganizmalarin ve biyoteknolojik
¢Oziimlerin Onemini vurgulamakta ve bu alandaki arastirmalarin daha fazla
gelistirilmesi  gerektigi Ongoriisiinde bulunmaktadir. Bu ¢o6ziimler, ekosistem

sagligini korurken, daha verimli ve ¢evre dostu tarim yontemlerinin benimsenmesine
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katki saglayabilir. Ozellikle ACC deaminaz iireten tiirlerin, bitkilerde stres altinda
bliylimeyi tesvik ettigi ve =zararli etkilesimleri azalttigi gozlemlenmistir. Bu
bakterilerin kullanimi, bitkilerdeki tuz stresini hafifletmeye, kok ve siirgiin
bliylimesini artirmaya, besin alimini iyilestirmeye ve daha saghkli {irtinler elde
edilmesine olanak tanimaktadir. Ozellikle Pseudomonas, Niallia ve Achromobacter
tiirlerinin bu konuda olumlu etkiler gosterdigi ve bu bakterilerin daha genis tarimsal
uygulamalarda kullanilabilecegi ifade edilmistir. Ancak, biyolojik ¢oziimler heniiz
her kosulda tam verim alabilecek diizeyde degildir. Iklim kosullari, toprak tipi ve
yerel mikroflora gibi faktorler bu bakterilerin etkinligini etkileyebilmektedir. Bu
biyolojik uygulamalarin maliyetleri ve yeni teknolojilere adaptasyon siireci de goz

oniinde bulundurulmalidir.
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