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OZET

Rizsoferik Aktinomiset Izolatlar1 Tarafindan Uretilen Agroaktif

ve Biyoaktif Bilesiklerin Taranmasi ve Uretim Ortarm Optimizasyonu

EVLAT, Hiiseyin
Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dali
Tez Danismant: Dog. Dr. Ali KOCYIGIT

Ocak 2019, 171 sayfa

Bu tez ¢alismasinda, karasal ve sucul habitatlardaki farkli bitkilerin rizosfer
bolgelerinden izole edilen aktinomisetlerden agroaktif ve biyoaktif bilesik iiretimi
kalitatif ve kantitatif olarak taranmis olup, en yiiksek iiretimlerin gerceklestigi
besiyerleri belirlenmistir. Calisma kapsaminda izole edilen 42 aktinomiset
arasindan, farkli aktiviteler acisindan en yiiksek tiretimleri gergeklestiren 6 izolat
molekiiler olarak tanilanmistir. Biyoaktif bilesik liretiminin birincil ve ikincil
taramalarinda, izolatlarin antibakteriyel ve antifungal aktiviteleri 6 bakteriyel
(Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Enterecoccus faecalis, Pseudomonas
aeruginosa, Echerichia coli ve Salmonella typhimurium) ve 2 fungal patojene
(Aspergillus niger ve Candida albicans) kars1 gosterdikleri inhibisyon zonlari ile
belirlenmistir. Bu taramalar sonucunda en iyi antibakteriyel ve antifungal
aktiviteye sahip izolatlar, sirasiyla Streptomyces labedae izolat CYP25 (Accesion
No: MK254642) ve Streptomyces sp. izolat CYP30 (Accession No: MK254643)
olarak belirlenmis ve optimizasyon asamalari igin segilmistir. Optimizasyon
asamasinda etil asetat ekstraklari ile yapilan taramalarda, Streptomyces labedae
izolat CYP25 (Accesion No: MK254642), en yiiksek antibakteriyal aktiviteyi S.
aureus’a karst (18 mm) Aktinomiset Izolasyon sivi besiyerinde (AIB)
gostermistir. Streptomyces sp. izolat CYP30 (Accession No: MK254643) ise, en
yiiksek antifungal aktiviteleri, C. albicans (60 mm) ve Alternaria sp. (52 mm)
izolat D21’¢ kars1 Glikoz Soya Unu (GSUB) sivi besiyerinde ve A. niger’e karsi
(16 mm) ise ISP-3 (International Streptomyces Project-3) sivi besiyerinde

gbstermistir. Izolatlar, agroaktif bilesik iiretimi agisindan kalitatif ve kantitatif
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olarak taranmistir. IAA (indol asetik asit) tretimi taramalarinda, en yliksek
tretimi Nocardiopsis sp. izolat CYP39 (Accesion No: MK254645) (51,04 pg/ml)
gerceklestirmistir. Bu izolat ile IAA {iretiminin optimizasyon asamasinda farkli L-
triptofan konsantrasyonlart kullanilarak yapilan denemelerde en yiiksek iiretim
(76,5 pg/ml) % 0,9 g L-triptofan igeren ortamda 13. giinde gerceklesmistir. 42
izolattan 32’si Chrome azurol S (CAS) indikatér boyasini igeren Kkati
besiyerindeki taramalar sonucunda siderofor iireticisi olarak belirlenmistir. Glisin
ile desteklenmis ISP-2 kati besiyerinde gerceklestirilen denemelerde, en iyi HCN
(hidrojen siyaniir) freticisi Nocardiopsis sp. izolat CYP15 (Accesion No:
MK254640) olmustur. Fosfat ¢oziintirliigiintin kalitatif taramalarinda, en yiiksek
halo-zon c¢apii olusturan iki izolat (Streptomyces moderatus izolat CYP35
(Accesion No: MK254644), Streptomyces chartreusis izolat CYP19 (Accesion
No: MK254641)) kantitatif taramalara tabi tutulmustur. Bu denemelerde ise, 9.
giinde elde edilen 196,4 pg/ml degeriyle en yiiksek aktiviteyi Streptomyces
moderatus izolat CYP35 (Accesion No: MK254644) gerceklestirmistir.

Anahtar kelimeler: Rizosfer, aktinomiset, agroaktif bilesik, biyoaktif bilesik
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ABSTRACT

Screening of Agroactive and Bioactive Compounds Produced by
Rhizospheric Actinomycetes Isolates and Production Medium

Optimization

EVLAT, Hiiseyin
MSc in Biology Department
Supervisor: Associate Professor Ali KOCYIGIT

January 2019, 171 pages

In this thesis, agroactive and bioactive compounds production from
actinomycetes isolated from rhizosphere regions of different plants in terrestrial
and aquatic habitats were screened qualitatively and quantitatively. Among the 42
actinomycetes isolated from the study, 6 isolates that showed the highest
production for different activities were identified by using molecular methods. In
the primary and secondary screening of bioactive compound production,
antibacterial and antifungal activities of the isolates were determined by inhibition
zones against 6 bacterial (Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Enterecoccus
faecalis, Pseudomonas aeruginosa, Echerichia coli and Salmonella typhimurium)
and 2 fungal pathogens (Aspergillus niger and Candida albicans). According to
these screening results, Streptomyces labedae isolate CYP25 (Accesion No:
MK254642) and Streptomyces sp. isolate CYP30 (Accession No: MK254643)
selected as the best isolates for antibacterial and antifungal activities respectively
for optimization studies. Streptomyces labedae isolate CYP25 (Accesion No:
MK254642) showed the highest antibacterial activity in screening with ethyl
acetate extracts on Actinomycetes Isolation Broth (AIB) against S. aureus (18
mm) at the optimization step. Streptomyces sp. isolate CYP30 (Accession No:
MK254643) showed the highest antifungal activities against C. albicans (60 mm)
and Alternaria sp. isolate D21 (52 mm) in Glucose Soy Bean Meal Broth (GSB)
and showed the highest antifungal activity against A. niger (16 mm) in ISP-3
(International Streptomyces Project-3) Broth. The isolates were screened

qualitatively and quantitatively during the screening of agroactive compound
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production. In screening of IAA production, the highest production was

performed by Nocardiopsis sp. isolate CYP39 (Accesion No: MK254645) (51,04
ug/ml). In the optimization of production media of IAA performed at different
concentrations of L-tryptophan, this isolate produced the highest amount of IAA
(76.5 ng/ml) on the 13th day of incubation at 0.9 g % L-tryptophan-containing
medium. Among the 42 rhizospheric actinomycetes isolates, 32 were identified as
siderophore producers as a result of qualitative screenings made on Chrome
azurol S (CAS) agar. In experiments performed on ISP-2 agar with glycine, the
best HCN producer was Nocardiopsis sp. isolate CYP15 (Accesion No:
MK254640). In the qualitative screening of phosphate solubility, the two isolates
(Streptomyces moderatus isolate CYP35 (Accesion No: MK254644),
Streptomyces chartreusis isolate CYP19 (Accesion No: MK254641)) constituting
the highest halo-zone diameter were selected for quantitative screenings. In this
experiments, Streptomyces moderatus isolate CYP35 (Accesion No: MK254644)
has showed with the highest activity of 196.4 pg / ml on the 9th day of incubation.

Key words: Rhizosphere, actinomycetes, agroactive compunds, bioactive

compounds



Xi

TESEKKUR

Yiiksek lisans siirecimde degerli bilgi birikimini, yardimlarini,
tecriibelerini ve manevi destegini benden esirgemeyen degerli danisman hocam
Dog. Dr. Ali KOCYIGIT’e, arazi calismalarimda, uygulamalarimda ve yazim
asamalarimda bana destek olan Uzman Mikrobiyolog Sultan Kiibra TOKER e,
laboratuvar ¢alismalarimda bana destek olan tiim 147 Lab. ekibine, hayatimin her
asamasinda oldugu gibi yiiksek lisans siirecimde de desteklerini her zaman
hissettigim, bugiinlere gelmemde biiyiik pay sahibi aileme ve hep yanimda olan

arkadaslarima tesekkiirlerimi sunarim.
Bu calisma Ege Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon

Birimi tarafindan desteklenmistir. Proje Numarasi:18-FEN-028. Bu nedenle

Bilimsel Aragtirma Projeleri Koordinasyon Birimi’ne tesekkiirii bir borg biliriz.

Hiiseyin EVLAT






Xiii

ICINDEKILER

Sayfa
OZET oottt ettt bbbttt vii
ABSTRACT oo e e ras IX
TESEKKUR ..ottt en st sn st n et an s nsnans Xi
ICINDEKILER ......ovitiieiiiccecesss s s ssasssassnanes Xiii
SEKILLER DIZINT ..ottt Xix
CIZELGELER DIZINT.....coooiiiiiiiceccee ettt XXiii
JIE] 128 1O 1
2. LITERATUR OZET . ..ottt 6
2.1 AKLINOMISELIET ..oviiiiiiiieieie bbbt sre e snenreas 6
2.1.1 Aktinomisetlerin genel 0zelliKIert ...........cooovviiiiiiii e 8
2.1.1.1 SUBSErat MISEIYUM ..o 9
2.1.1.2 Aerial MISEIYUM.....cciiiiieie et 10
2.1.1.3 SPOF ZINCIFl..eviiiiieieiiiecie ettt ste e st e e te e e saaesre e s e sreenreenee s 11
0 N Y o T | RSP RPPRIN 11
2.1.0.5 SPOTANGIA .. ettt bbbttt bbb 12
2.1.2 Aktinomisetlerin Dogal Habitatlart ..........c.cccconviiieiiiii e 12
2.1.2.1 Karasal GEVICIET ......cuveiiiiieiiiie ittt 13
2.1.2.2 SUCUI GEVICIET ....vvviiiiie ettt 14

2.1.2.3 Kompost Ve benzeri CEVICIET ........ccovovviiiiiiiiiie e 16



Xiv
Sayfa

2.2 Calisma Kapsaminda Tamimlanan Rizosferik Aktinomiset Izolatlarinin Ait

Olduklart Genuslarin Genel OZelliKICr ...........c.ovveveeeeeisiesse e, 17
2.2.1 GENUS: SIFEPLIOMYCES ...vvieiieieiitieesitie e sitee et e et e e e br e e e bneesneeas 17
2.2.2 GENUS: NOCAITIOPSIS ...vveveeieciiesiiesieeieseesteete e ste e eeste e e e re e e sreeneeas 19
2.3 RIZOSTEE ...t b e 19

2.4 Bitki — Mikroorganizma Etkilesimleri ve Bitki Gelisimini Destekleyici

RizobaKteriler (BGDR) ......cvcuiiiiiiee ettt 22
2.5 Bitki Gelisimi Destekleyici Rizobakterilerin Rolleri............ccocviviniiviinnnnn. 25
2.6 Bitki Rizosferinde Aktinomisetler ve ROIErT .........ccccoeviiiiiiiiiiice, 27
2.7 Aktinomisetler Tarafindan Uretilen Biyoaktif BilesiKIer ..............cccoeurvrevnnen. 30
2.7.1 Antibakteriyel bileSIKIeT........ccouviiiiiiiiiieii e 32
2.7.2 Antifungal bileSIKICT ........cccviiiiiiiieiie e 33
2.7.3 Antiviral bileSiKICT ........cooiiiiiiiiiii 34
2.7.4 Antikanser (antitimor) bilegiKIer ..o 35
2.7.5 Antiparazitik bileSiKIer.........cooiiiiiiiiiiiii 36

2.8 Aktinomisetler Tarafindan Uretilen Agroaktif Bilesikler (Bitki Gelisimini

Destekleyict BIeSIKIET)......vviiiiiiiiiiiic e 37
2.8.1 Bitki gelisimini destekleyici bilesiklerin dogrudan etki mekanizmalari....... 38
2.8.1.1 AZOt FIKSASYONU.....oiiiiiiiiiiiiie ettt 40
2.8.1.2 Fitohormonlarin SENEZI ..........ueeiueeieiaiiieiieeie e 41
2.8.1.3 Fosfat COZUNUITHZH AKEIVIEEST ..c.vvrveiiieeiiiieiiieiiieie e 46

2.8.1.4 STAEIOTOT UTELIML c.vvevveeereeeeeeeeeeeeeereeeeeeeeeeeeseseseesresreesreesreesseseeseessseseenees 51



XV

Sayfa
2.8.2 Bitki gelisimini destekleyici bilesiklerin dolayli etki mekanizmalari .......... o7
2.8.2.1 Antimikrobiyallerin iiretimi ve litik enzimler............c.ccocvviiiiiiiiiiniennne o7
2.8.2.2 Siderofor UretiMi.......ccovcvevirereisiieissscseissse st 59
2.8.2.3 AMONYaK UTEtiMi ....cvcveveveveieieieicieeiee et 59
2.8.2.4 Hidrojen Siyaniir (HCN)UTetimi .......cccovvevevecveiireieiicreieee e 60
2.8.2.5 Habitat ve besin i¢in reKabet..........cccoiiiiiiiiiiiiiiccece e 60
2.8.2.6 Indiiklenmis Sistemik Direng .......cccoveviveverseseeessisissisisisessssssses e, 60
2.8.3 BGDR ’nin tarim alanindaki uygulamalari...........cccccooviiiiiiiiniiiine 61
2.9 Aktinomisetlerin Diger Uygulama Alanlart ...........cccccovvviiiiiiiiiicninciice 62
2.9.1 ENZIMIBI....oiiiiiiiii 62
2.9.2 VIEaMINIBI ... 63
2.9.3 PIgMENLIET ...ttt st et 64
2.9.4 Nanopartiklil SENEEZI ........ccvviirieieieiieiieceee e 65
2.9.5 BIYONEIDISITIET ...t 66
2.9.6 BiyosUrfektanlar ..........ccccoiviiiiiiiiiiii 66
2.9.7 ProbiyOtIKIEr ......ccveiieieeee e 67
2.9.8 BIYOTEMITASYON ......viiiiiiieiieieie ettt 67
2.9.9 Nematod KOntrolili .........cccorviiiiiiiiiic e 68
3. MATERYAL VE METOD ....ooiiiiiiiiiieeee e 69
S L MALEIYAL ... 69

3.1.1 OrneKIEME AlANIATT.......veeveeeeeeeeereeee e e e e eeeeeeeereereereseeeereesesesessesresrseseesaes 69



XVi

Sayfa
3.1.2 Mikrobiyolojik analizIer ... 70
3.1.2.1 Kullanilan besiyerleri..........coiiiiiiiiiieiiiiiiiciiceseesece e 70
3.1.2.2 Kullanilan ¢ozeltiler ve kimyasal maddeler...........ccccevviiiiiiiiiiiniiiiniien, 75
3.1.2.3 Kullanilan baslica cihazlar..............cccocviviiiiiiii e 79
3.1.2.4 Kullanilan kitler ve 1¢eriKIeri .......c.oivuiiiiiiiiiiiiiiieie e 79
B2 MEBEOA ... 80
3.2.1 Rizosferik toprak 6rneklerinin alinmasi ve muhafazasi...........cccccceevvviennnnn. 80
3.2.2 Rizosferik aktinomisetlerin izolasyonu ve saflastirilmasi ............cccceveeveennen. 81
3.2.3 Biyoaktif bilesik tiretiminde birincil taramalar.............ccccoeveeiiiiiiniiniieennnn. 82
3.2.3.1 Antibakteriyel aktivite taramalart ..........ccoccovvveriiiiinieniiie e 82
3.2.3.2 Antifungal aktivite taramalart ..........cccoceeiieiiiiiiii e 83
3.2.4 Biyoaktif bilesik liretiminde ikincil taramalar ............ccccovviniiiiiiiiiiinnns 84

3.2.4.1 Fermentasyon sivis1 (supernatant) ile antibakteriyel ve antifungal aktivite

LATAIMALATT ..ot 84
3.2.5 Biyoaktif bilesik liretimi i¢in ortam OptimiZasyonu ...........cccceervveverrveiininens 85
3.2.6 Agroaktif bilesik liretiminin taranmMast ..........occeerveieiiiieiiniinie e 85
3.2.6.1 Fosfat ¢OzUNUrligl aktiVIteST....oovveieieierecceeee e 85
3.2.6.2 Asit ve alkali fosfataz aktiviteSi............cooeoviiniiiiiiircce e 87
3.2.6.3 Indol asetik asit TrEtimi.........cceevevvecuereiereeeeeeie e, 88
3.2.6.4 Siderofor TUretIMI .....cccueeiiiiiie e 90

3.2.6.5 Hidrojen siyanlir Uretiml .........ceeeoreerreeeeneeeeesee e 90



XVil

Sayfa
3.2.7 Rizosferik aktinomiset izolatlarinin molekiiler tanilanmasi............c.c.cueeneee. 90
3.2.7.1 DNA IZOISYONU ....oovviiiiiiiieiiiie sttt st 90
3.2.7.2 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) .......ccccoeiveieiieiieie e 92
3.2.7.3 16S rRNA boélgesi baz dizilerinin belirlenmesi..........ccceevveeiiiiiiiieeniinenns 93
3.2.7.4 Filogenetik dendogramlar ve Gen Bankas1 kabul numaralart ................... 93
4. BULGULAR.... .ottt 94
4.1 Rizosferik Aktinomisetlerin IZolasyonu...........ccoeevvviciereiienecceeeeeeeee s 94
4.2 Biyoaktif Bilesik Uretiminde Birincil Taramalarin Sonuglart......................... 97
4.2.1 Birincil antibakteriyel aktivite taramalarinin sonuglart ...........cccoceveiinninne 97
4.2.2 Birincil antifungal aktivite taramalarinin sonuglart..........ccccooeeeriiiieninnnne 99
4.3 Biyoaktif Bilesik Uretiminin ikincil Taramalarinin Sonuglari...................... 101
4.4 Biyoaktif Bilesik Uretimi I¢in Ortam Optimizasyonu..............ccevevevrieennns 104
4.5 Agroaktif Bilesik UretimiTaramalarinim Sonuclart ...........ccoeeeeveveveeeveveeennee. 114
4.5.1 Indol asetik asit iiretimi taramalarinin SONUGIATT ...........ccceevevevevereuerereeennne. 114
4.5.2 Fosfat ¢oziiniirligli aktivitesi taramalarinin sonuglart..........ccocceeveiieennn. 119
4.5.3 Asit ve alkali fosfataz aktivite taramalarinin sonuglari .........ccccooceeiiveenne. 123
R B [0 (=T (0] 20 AT =191 PSSR 124
4.5.5 Hidrojen siyaniir liretimi taramalarinin sonuglart..........coccceevevveniieennneennne 125
4.6 Rizosferik Aktinomiset izolatlarinin Molekiiler Tanilanmasit....................... 127
4.6.1 DNA 1201asyonu Ve PZR .........ccccccoeviiueiiiiieiiiesicie e 127

4.6.2 16S rRNA gen bolgesi baz dizilerinin belirlenmesi .........cccoccveviieeriieenne. 128



XViii

Sayfa
4.6.3 Filogenetik dendogram ve Gen Bankasi kabul numaralari...............c......... 129
T N2 N 111 1N 131
6. SONUC VE ONERILER .......coviiiiictiiceeteeeeee ettt et 145

KAYNAKLAR DIZINT ..ot 147



XiX

SEKILLER DiZINi
Sekil Sayfa
Sekil 2.1. Aktinomiset kolonilerinin toz halindeki yapist. .........ccccvvvviiiiiiiiinnnnnen, 6
Sekil 2.2. Aktinomisetlerin substrat miselyum ve aerial miselyum yapilart. .......... 9
Sekil 2.3. Aktinomisetlerin olusturdugu substrat miselyum yapisi. .........c.cccoeuee. 10

Sekil 2.4. Bitki kokleri ile iliskili mikrobiyolojik ekosistem igeren kok bolgesi

Veya T1ZOSTer GOTUNTIST. .. eevveirieiie it 20
Sekil 2.5. Rizosfer ve rhizoplane ...........ccccooveiiiiieiiiiiiieiieeee e 21
Sekil 2.6. FIlosfer Ve T1ZOSTOr ......cviiiiiiiiiiiie i 22

Sekil 2.7. Rizosfer / bakteri etkilesimleri. Bitki kokleri ve yararl toprak bakterileri
arasindaki farklt iliski tUrleri ........oocoeeeiiiiiii e 25

Sekil 2.8. Rizosfer, mercan resifleri ve silinger komiinitelerindeki temsili

aktinomisetler ve tlrettikleri dogal Grliinler. ...........ccocovveiiiinici e 28

Sekil 2.9. Giiniimiize kadar kesfedilmis biyoaktif bilesiklerin kokenlerine gore

AZIIMILL Lo 31
Sekil 2.10. Her bir siderofor sinifinin ornekIer ..........ccococveiiieiiiiiniieniiie e 54
Sekil 2.11. Aktinomisetlerde pigment Uretimi.........ccocoerevviiieniiiiieneneesee e 65

Sekil 3.1. Sucul bitki rizosferinden 6rnekleme yapilan Cakalburnu Lagiinii, Izmir.

Sekil 3.2. Heracleum sp. (Ogrek otu) bitkisi ve drnek alinmimimin yapildig: rizosfer

[oZe] P TP PR R PPR 80
Sekil 3.3. Sucul bitkiden toprak 6rneginin alindig1 rizosfer bolgesi. ..........cccc.e... 81

Sekil 3.4. Cross streak MetodU .......eeivviiiiieiiiie i 82



XX

Sekil Sayfa
Sekil 3.5. Agar PIUG MEtOAU. ........ccuoiiiiiiiiiieeee e 83
Sekil 3.6. KH2PO4 Standart Grafigi. ........ccoovveiiiiiiiiiiiiieiicee e 86
Sekil 3.7. pH 5,5 da p-nitrofenol standart grafigi. .......ccccoecvviiieiiiiniiiie i 88
Sekil 3.8. pH 9,0 da p-nitrofenol standart grafigi ...........cccoeeevveveviverieiie e, 88

Sekil 4.1. Dut bitkisi rizosferinden alinan toprak orneklerinden gerceklestirilen

aktinomiset izolasyonu sonucunda elde edilen seyreltme petrilerinin goriintiisii..94
Sekil 4.2. CYP25 izolatinin saflagtirma agamasindaki goriintiisii. ...........ccoecveennee. 95

Sekil 4.3. CYP-35 izolatinin 6 patojen bakteriyal test organizmasina karsi

gostermis oldugu antibakteriyel etki ve aktivitesi saptanmayan CYP-21 izolati1...97

Sekil 4.4. CYP-9 izolatinin C. albicans (C.a) ve A. niger (A.n)’e kars1 gosterdigi

antifungal aktivite ZONIATL. .......cccvviiiiiiiic e 99

Sekil 4.5. A. niger (A.n) ve C. albicans (C.a)’a kars1 antifungal aktivite
gostermeyen CYP-19 1Z0latl. ....ooveiiiiiiiiiiiiie e e 99

Sekil 4.6. CYP-30 izolatinin ISP-3 besiyerinde 7 giinliik inkiibasyon sonucunda
supernatanti ile yapilan denemeler sonucu A. niger (A.n) ve C. albicans (C.a)’a

kars1 gosterdigi antifungal aktivite zonlart.........cccoceeiiiiiiiiiii 101

Sekil 4.7 CYP-25 izolatinin ISP-2 besiyerinden elde edilen supernatantinin
bakteriyel patojen S. aureus’a kars1 gosterdigi antibakteriyel aktivite zon ¢ap1..102

Sekil 4.8 CYP-25 izolatinin bes farkli besiyerinden elde edilen ekstraktlari ile
yapilan 6 farkli bakteriyal patojene karsi gosterdigi antibakteriyel aktivite

denemeleri sonucu elde edilen zon ¢aplart. ........cccooererinininieieiee e 105

Sekil 4.9. CYP-30 izolatinin bes farkli besiyerinde 7 giinliikk inkiibasyonu
sonucunda elde edilen ekstraklari ile yapilan antibakteriyel aktivite denemelerinin

10281 1e] P 1 o DR PSPPSR 107



XXi

Sekil Sayfa

Sekil 4.10. Negatif (etil asetat) ve pozitif kontroliin (streptomisin) 6 farkli
bakteriyel patojene karsi gosterdigi anibakteriyel aktivite sonuglart. ................. 108

Sekil 4.11. CYP-30 izolatinin bes farkli besiyerinde 7 giinliik inkiibasyonu
sonucunda elde edilen ekstralar1 ile yapilan antifungal aktivite denemelerinin

SOMMUGTAT L. 1.ttt ettt ettt ettt e et esbe e et e e sbe e et e e nrne e 110

Sekil 4.12. CYP-25 izolatinin bes farkli besiyerinde 7 giinliikk inkiibasyonu

sonucunda elde edilen ekstraktlar ile yapilan antifungal denemelerin sonuglari.112
Sekil 4.13. Negatif ve pozitif kontrollerin antifungal etki sonugclart. .................. 113

Sekil 4.14. Indol asetik asetik tiretimine bagli olarak gergeklesen kirmizi-pembe

renk olusumunun goriildiigii bazi izolatlar. ...........ccccceeiiiiiiiiiie 115

Sekil 4.15. Farkli L-triptofan konsantrasyonlarinda iiretilen IAA miktarlarinin

glinlere GOre deGISIMI. ....ooiveiiiieiiiiiie st 118

Sekil 4.16. CYP-35 izolatinin, PVKA iizerinde fosfat ¢coziiniirligi aktivesi sonucu
Olusturdugu Derrak ZOM. ........coccviiiiiiiiiiiie e 119

Sekil 4.17. Indirgenmis-klorostannous-molibdofosforik asit yontemi sonucu

OlUSAN MAVI TENK. ..eivvii ittt ne e e 121

Sekil 4.18. CYP-19 ve CYP-35 izolatlarinin giinlere gore olusturduklar

¢Ozinmiis fosfat MIKtarlart. ........cccoocvvveiiiiiic e 122

Sekil 4.19. CYP-19 ve CYP-35 izolatlarinin fosfat ¢oziiniirliigline baghh pH
AEGISTMLCTL. ...eetiiiiiieiec ettt re e 123

Sekil 4.20. Siderofor iiretimi gerceklestiren bazi izolatlarin olusturdugu turuncu

FENKIT NAIO-ZONIAT. ..o, 125

Sekil 4.21. CYP-15 izolatinin HCN iiretimi sebebiyle, filtre kagidinda meydana
getirdigi renk degisimi (kirmizi-kahveregi) ve kontrol (sart).........cccceevveivinnnnne 126



Xxii
Sekil Sayfa
Sekil 4.22. izolatlarm genomik DNA’larinin DNA izolasyonu sonucunda yapilan

% 0,8 agaroz jel elektroforezindeki gOrintlisli .........ccoeverrieieieiiiieiie e 127

Sekil 4.23. izolatlarin PZR iiriinlerinin % 1°’lik agaroz jel elektroforezindeki

GOTUNTTSTL 11t vvvtee ettt ettt ettt e e st e et e e nbb e e e bt e e e bn e e e bneennnes 128

Sekil 4.24. Mega 6,0 programi kullanilarak olusturulan tanilanan tiim izolatlar

iceren filogenetik dendogram.........ccccooviiiiiiiiiiici 130



XXiil

CIZELGELER DiZiNi
Cizelge Sayfa
Cizelge 2.1. Rapor edilmis bitki gelisimini destekleyici bazi aktinomisetler ve
gerceklestirdikleri bitki gelisimi destekleyici 6zelliKIer..........c.covovviiviiiiiiiiennn 38
Cizelge 3.1. PZR KOSUIIAIT. ...ccocviiiiiiiiiiic e 92
Cizelge 3.2. PZR Reaksiyon Kari$imi. .......ccceiieiiiiiiieiiiiecece e 92

Cizelge 4.1. Tiim izolatlarin izole edildikleri bitkiler, habitatlar1 ve bu bitkilerin
JOKASYONIATT. ...t 96

Cizelge 4.2. Cross Streak Metodu kullanilarak gergeklestirilen birincil

antibakteriyel aktivite tarama SONUCIATT. ..........ccoeviiiiiiiiiiiee e 98

Cizelge 4.3. Aktinomiset izolatlarinin C. albicans ve A. niger’e kars1 gosterdikleri

antifungal aktivite zon ¢aplarinin milimetre cinsinden degerleri. .............cceueee. 100
Cizelge 4.4. Supernatant ile yapilan antifungal aktivite tarama sonuglart. ......... 101

Cizelge 4.5. ISP-2 ortamindan elde edilen supernatant ile yapilan antibakteriyel

aktivite tarama SONUGIATL. .......cuieiiiiiieiie et 103

Cizelge 4.6. ISP-3 ortamindan elde edilen supernatant ile yapilan antibakteriyel

aktivite tarama SOMUGIATL. ....c.uviiiiiie i 103

Cizelge 4.7. GSUB ortamindan elde edilen supernatant ile yapilan antibakteriyel

aktivite tarama SONUGIATT.........cvviieiiee e 103

Cizelge 4.8. NKB ortamindan elde edilen supernatant ile yapilan antibakteriyel

aktivite tarama SONMUGIATI. ......uveiiiiieiiiie e 104

Cizelge 4.9. AIB ortamindan elde edilen supernatant ile yapilan antibakteriyel

aktivite tarama SONMUGIATL. ....c.uviiiiie it 104

Cizelge 4.10. CYP-25 izolatinin bes farkli besiyerinden elde edilen ekstraktlari ile
yapilan antibakteriyel aktivite taramalarinda bakteriyel test organizmalarina karsi

OSLETAIZT ZON GAPIATT. ...ttt 106

Cizelge 4.11. CYP-30 izolatinin bes farkli besiyerinden elde edilen ektraktlarinin
3 farkli fungal patojene kars1 gosterdigi antifungal aktivite zon ¢aplart. ............ 110



XXV
Cizelge Sayfa
Cizelge 4.12. CYP-25 izolatinin bes farkli besiyerinden elde edilen ektraktlarinin
3 farkli fungal patojene kars1 gosterdigi antifungal aktivite zon gaplart.............. 113

Cizelge 4.13. Ekstraksiyon islemlerinin gerceklestirildigi bes farkli besiyerinde 7
glinliik inkiibasyon siiresi sonunda CYP25 ve CYP30 izolatlarinin olusturdugu

kuru agirlik miKtarlart. ... 114

Cizelge 4.14. izolatlarm 14. giin sonunda olusturduklart IAA miktarlari, kirmizi-

pembe renk olusum diizeyleri ve kuru agirliklart. .........ccoooveiviiiiiiiice 116

Cizelge 4.15. Farkli L-triptofan konsantrasyonlarinda IAA  {retiminin

gerceklestigi gilinler ve giinlere gore iiretilen IAA miktarlart. ... 117

Cizelge 4.16. CYP-39 izolatimin farkli L-triptofan konsantrasyonlarindaki
ortamlarda 14. Giinliik inkiibasyon siireleri sonundaki iiremelerinin kuru agirlik

cinsinden MIKEATTAIT. ........eiiiiiiieii e 118
Cizelge 4.17. izolatlarin belirli giinlerdeki halo-zon gaplar. .............ccceceveevenene. 120

Cizelge 4.18. CYP-19 ve CYP-35 izolatlarinin giinlere gore olusturdugu

¢coziinmiis fosfat miktarlart ve pH degerleri..........ccoviiiiiiiiiiiiiieeee 123
Cizelge 4.19 Tiim izolatlarin siderofor olusturma diizeyleri. ...........cccoovvervennnene 124
Cizelge 4.20. Tiim izolatlarin HCN iiretim diizeyleri..........cccocevviviiiiciiiiinnnn, 126
Cizelge 4.21. izolatlarin yiizde benzerlik oranlar1 ve eslesme sonuglari............. 128

Cizelge 5.1. Bes farkli bitki rizosferinden izole edilen aktinomisetlerin sayica ve

ylizdesel daGUIMI. ....ooovviiii 132

Cizelge 5.2. Hindistan’da yapilan bir ¢alismada hentiz kesfedilmemis bolgelerdeki

bitkilerin rizosfer bolgelerindeki topraklardan izole edilen aktinomiset sayist ve



1.GIRIS

Bitkiler, bir dizi yararli mikroorganizmalar tarafindan genis 6l¢iide kolonize
edilmektedir ve cesitli bitki-mikroorganizma etkilesimlerini kazanmaktadir. Bu
etkilesimlerin  bazilar1  bitki i¢cin faydalidir, bazilar1 ise zararhdir.
Mikroorganizmalar, bitkileri besin kaynagi olarak kullanarak veya habitat, nis
olarak kullanarak biiyiirler. Béyle bir simbiyotik etkilesimde, bir¢ok bitkinin
kokleri bitkinin topraktan besin elde etmesine yardimci olan spesifik funguslar
(mikorizal iligki), Rhizobia ve aktinomisetler (6zellikle Streptomycetes) ile
enfekte olmaktadir (Vurukonda et al., 2018).

Bitki biiylimesini hizlandiran bakteriler, rizosferde, kok ylizeyinde veya
koke bagli olarak bulunabilen ve bitkilerin biiylimesini arttirabilen, onlar
hastaliktan ve abiyotik streslerden koruyabilen faydali ve heterojen bir

mikroorganizmalar grubudur (De Souza et al., 2015).

Rizosfer, yeryiiziindeki en karmasik ekosistemlerden bir tanesidir ve
nematodlar, funguslar, bakteriler ve eklembacaklilar dahil olmak iizere cesitli
organizmalar tarafindan kolonize edilmistir. Y18in topraga (rizosfer disindaki bitki
biyokiitlesi icermeyen toprak bolgesi) kiyasla rizosfer, bakteri bollugu ve
aktivitesi ile daha fazla iliskilidir. Bitkilerin rizosferde bulunan mikrobiyal
topluluk iizerinde segici bir baski olusturdugu bilinmektedir ve bunun komiinite
diizeyinde analiz edilmesi farkli bitki tiirleriyle iligkili farkli mikrobiyal
topluluklart ortaya ¢ikarmustir. Bu, rizosferdeki mikrobiyom toplulugunda bitki
kaynakli metabolitlerin kesin bir roliinii ortaya koymaktadir (Mhlongo et al.,
2018).

Rizosfer, kolayca ayrisabilen karbon kaynaklarinin ¢ok  yiiksek
konsantrasyonlarina sahiptir. Bu durum, bu toprak bolgesinde yi1gin topraga gore
50 kata kadar daha yiiksek olabilen bir mikrobiyal aktivite hizini tetiklemektedir.
Boylelikle, bakteri, fungus, protozoa, alg ve nematod gibi makro ve
mikroorganizmalar1 birbirine baglayan rizosferde kompleks gida aglar

gelismektedir. Rizosfer bu nedenle niceliksel olarak oldugu kadar niteliksel olarak
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da son derece kompleks bir mikrobiyal komiinite barindirmaktadir ve bir¢ok

yararli mikroorganizmanin yani sira saprofitleri, epifitleri, endofitleri ve
patojenleri igermektedir. Rizosferik mikrobiyal yiik, topragin grami basina 100 ile
102 arasinda degismekte olup, genellikle yigin toprakta 10%°den daha azdur.
(Prashar et al., 2014).

Tarimsal iiretim, giiniimiizde kimyasal giibrelerin biiytik 6l¢ekli kullanimina
baghdir. Bu giibreler, modern tarimin temel bilesenleri haline gelmistir. Clinkii
azot, fosfor ve potasyum gibi temel bitki besinlerini saglamaktadirlar. Bununla
birlikte, gilibrelerin asir1  kullanimi beklenmedik ¢evresel etkilere neden
olabilmektedir. Giibre tasarrufu ve daha iyi biiyiime ac¢isindan maksimum fayda
saglamak i¢in bitki biiylimesini destekleyici bakteri tabanli asilama teknolojileri,

uygun giibreleme seviyeleriyle birlikte kullanilmalidir (De Souza et al., 2015).

Glinlimiizde etkili tarim wuygulamalari, bitki biiylimesini ve verimini
arttirmak icin kimyasal giibrelerin yaygin sekilde kullanilmasina dayanmaktadir.
Bununla birlikte, bu kimyasal giibrelerin gida zincirine dahil edilmesinden
kaynaklanan maliyet, ¢cevresel endiseler ve sonucta ortaya ¢ikan insan sagligi
tehlikeleri baglica sinirlayici faktorlerdir. Mikroorganizmalar, agroaktif éneme
sahip onemli dogal bilesiklerin kaynagi olarak goriilmiistiir. Kimyasal giibrelerin,
pestisitlerin ve ilgili tarim ilaglarinin uygulanmasinda azaltma amagli biyo-
giibreler seklinde mikrobiyal konsorsiyumlarin kullanimi, bitkisel verimden 6diin
vermeden giinlimiizde tarim, mikrobiyoloji ve biyoteknoloji alaninda 6nemli bir

arastirma alanidir (Anwar et al., 2016).

Rizosferik bakteriler ve mikorizal funguslar, bitki biiyimesinin ve
dolayisiyla ekin veriminin arttirilmasinda en yiiksek etkinlik gosteren
mikroorganizmalar arasindadir. Rizosferik bakteriler, rizosfer topraginda kolonize
ettikleri bitkilerin besin alimimi arttirabilmektedirler. Bu nedenle, verimli
biyogiibreler olarak kabul edilebilmektedirler. Cogu durumda, bu tiir bliylimeyi
destekleyen rizosfer bakterileri asagidaki tiirlere aittir: Alcaligenes, Arthrobacter,
Azospirillum, Azotobacter, Bacillus, Burkholderia, Enterobacter, Klebsiella,

Pseudomonas ve Serratia (Vurukonda et al., 2018).
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Ayn1 zamanda aktinomisetler iceresindeki Onemli genuslardan olan
Streptomyces spp. de rizosferik mikrobiyal topluluklara aittir, ancak son
zamanlardaki c¢alismalarda bitki biiytime destekleyicileri olarak daha fazla
vurgulanmistir. Bu nedenle, mikoriza ve Rhizobia, dogal olarak ¢evre kirliligine
neden olan sentetik kimyasal giibrelere kiyasla ekonomik ve giivenli bir bitki
besin kaynagi olan dogal minyatiir giibre fabrikalaridir. Bu mikroorganizmalar
tarimsal tiretimi ve toprak verimliligini artirabilmektedir ve bu nedenle ek,
yenilenebilir ve ¢evre dostu bitki besin kaynagi olarak biiyiik potansiyele sahiptir
(Vurukonda et al., 2018).

Sentetik agrokimyasallar, ayn1 zamanda insan sagligi ve ekosistem igin
ciddi riskler arz etmektedir ve bu, mikrobiyal biyo-fermente edici maddeler ve
biyokontrol ajanlar1 gibi bitki biiylimesinin gelistirilmesi ve hastalik kontrolii i¢in
biyoinokulantlarin kullanimi gibi alternatif yaklasimlarin gelistirilmesini gerekli

kilmaktadir (Ningthoujam et al., 2016).

Bunlarin yam sira, tiim mikroorganizma gruplari arasinda aktinomisetler
cesitli biyoaktif bilesiklerin tiretilmesinde en ¢ok g¢alisilan gruptur. Bu agidan ele
alindiginda; aktinomisetler tarafindan dretilen c¢esitli biyoaktif bilesiklerin
iretiminin taranmasi da ¢aligmanin saglik alaninda literatiire kaynak olabilecek

onemli bir boliimiinii olusturmaktadir.

Bu alandaki bilimsel arastirmalar, yeni antimikrobiyal ajanlarin kesfinin
cogunlukla dogal kaynaklardan geldigini géstermistir. Bu yeni dogal firiinlerin,
onemli biyolojik aktivitelere sahip oldugu ve tiim diinyada klinikte 6nemli sayida
terapotik ajan lrettigi bulunmustur. Hatta sentetik ve yar1 sentetik ilaglarin sentezi
icin sablon gorevi gormektedirler. Bu kesifler, cesitli teknikler kullanilarak
dogadan mikroorganizma ve bitkilerin taranmasini i¢cermektedir. Yillar gectikge
mikroorganizmalarin, O6zellikle ilag endiistrileri i¢in O6nemli dogal {iriinlerin
kaynagi olduklar1 kanitlanmistir. Yeni dogal dirlinlerin kesfedilmesi igin
mikroorganizmalarin iirettigi bilesiklerin bir ilag potansiyeline sahip olmasinin
Onemi, son on yildir dikkate alinmistir ve ¢esitli incelemelerle vurgulanmistir.
Mikrobiyal dogal iirtinler, yliksek terapotik indeksleri ve arzu edilen farmakolojik

aktiviteleri i¢in dikkate degerdir (Adegboye and Babalola, 2013).
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Mikrobiyal hastaliklar her gecen yil artmaktadir ve halk saglig: i¢in biiyiik

bir tehdit haline gelmektedir. insanlara bakteri, mantar, viriis, prion, riketsiya ve
diger mikroorganizmalar tarafindan bulasan 200’den fazla hastalik vardir. Farkli
mikrobiyal patojenler arasinda viriislerin veya prionlarin hastaliklarin % 37-
44’line, bakterileri veya riketsiyalarm % 10-30’una, protozoanin % 10,7’sine,
funguslarin % 6,3’iine ve helmintlerin ise hastaliklarin % 3,3’tine neden olduklari
bilinmektedir. Buna ek olarak, her yil milyonlarca 6liime de neden olmaktadirlar.
Bir¢ok bakteri digki yoluyla ¢evreye salinarak; saglik ve ¢evre agisindan
istenmeyen etkilere neden olabilmektedir. ilag ve multi ilag direngli patojenlerin
ortaya ¢ikist saglik i¢in en biiyiik tehditlerden birini olusurmaktadir. Dolayisiyla,
yeni etki mekanizmalarina sahip dogal kaynaklardan elde edilen yeni
antimikrobiyal ajanlar, tip ve ila¢ sektorlerinde acil olarak gereklidir (Ganesan et

al., 2017).

Patojenleri kontrol etmek ve yeni antimikrobiyal maddeleri belirlemek igin
bircok arastirma yapilmaktadir. Topraktan izole edilen mikroorganizmalar, genis
Olcekteki patojenlere karsi giiclii biyolojik aktivite sergileyen en 6nemli dogal
kaynaklardir. Genel olarak mikroorganizmalar, savunma mekanizmalari igin
yararlt ancak biiyiimeleri ve gelisimleri i¢in gerek duymadiklari biyoaktif
molekiiller iiretmektedir. Ozellikle toprak mikroorganizmalari yogun bir sekilde
bu amaglar i¢in kullanilmig ve kullanilmaya devam edilmektedir (Ganesan et al.,
2017).

Yasami tehdit eden enfeksiyonlara neden olan antibiyotik direngli
patojenlerin yayilmasini durdurmak ve tersine ¢evirmek i¢in yeni antibiyotiklere
ihtiya¢ duyulmasi ve saglik hizmeti sistemlerinin uygulanabilirliginin yetersiz
hale gelmesi riski tartigilmazdir. Mikrobiyal dogal iriinlerin taranmasi, yeni
terapotik ajanlar gelistirilmesi ve daha az bilinen ve/veya yeni bakteri
taksonlarinin  potansiyelinin  degerlendirilmesi icin 6nemli kimyasallarin
kesfedilmesine yonelik bir rota olmaya devam etmektedir. Dogal olarak bulunan
antibiyotiklerin yaklagik tigte ikisinin aktinomisetlerden elde edildigi tahmin

edilmektedir (Sudha and Hemalatha, 2015).
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Aktinomisetler, yapisal olarak cesitlilik gosteren sekonder metabolitlerin

verimli bir kaynagidir; bunlarin ¢ogu farmasotik olarak ilgili biyolojik faaliyetlere
sahiptir. Mikroorganizmalardan yaklasik 23000 biyoaktif sekonder metabolit
rapor edilmis olup bunlarin 10000’den fazlasi aktinomisetlerdendir ve tiim
biyoaktif mikrobiyal metabolitlerin % 45’ini olusturmaktadir. Dolayisiyla, son
yillarda yeni aktinomiset tiirleri tanilamak, dogal {iriin bazli ila¢ kesfinin 6nemli

bir bilesenini olusturmaktadir (Sudha ve Hemalatha, 2015).

Ozellikle ulusal platfromlarda, bu ¢alisma da oldugu gibi aktinomisetlerin
zirai alanda bitki gelisimini destekleyici etkilerinin ve saglik alaninda 6nem arz
edebilecek antimikrobiyal etkilerinin bir arada calisilmasi yok denecek kadar
azdir. Dolayisiyla bu ¢alisma, es zamanl olarak bu iki birbirinden bagimsiz alani

ilgilendiren konular1 barindirdirdigi i¢in ayrica 6nem tagimaktadir.



2. LITERATUR OZETi

2.1 Aktinomisetler

Aktinomiset filumu, su anda Bacteria domaini igerisinde yer alan temel
soylar arasindaki en biiylik taksonomik birimlerden biridir. Aktinomisetler,
genomlarinda yiiksek guanin-sitozin (G-C) igerigine sahip olan gram pozitif
filament6z bakteri grubudur. Hiflerin u¢ uzamasi ve dallanmasi kombinasyonu ile
biiyiirler. Isimlerini, Yunanca kelimeler olan aktin veya aktis (151n) ve mukes
(mantar)’den almaktadirlar. Geleneksel olarak, aktinomisetler funguslar ve

bakteriler arasinda gegis formu olarak kabul edilir (Barka et al., 2015).

Nitekim filament6z funguslar gibi, birgok aktinomiset de miselyum iiretir ve
bu miseliyal aktinomisetlerin bircogu sporulasyon ile ¢ogalir (Barka et al., 2015).
Aktinomiset kolonileri, toz halinde bir yap1 gosterirler (Sekil 2.1) ve agar
yiizeyine sikica yapisir, kiiltiir ortaminda funguslarinkine benzer hif ve
konidya/sporangia iretirler (Anandan et al., 2016). Bununla birlikte,
funguslarlarla karsilastirmalar1 yalnizca ylizeyseldir. Tim bakteriler gibi,
aktinomiset hiicreleri, bir prokaryotik niikleoid ve bir peptidoglikan hiicre duvari
icerisinde diizenlenmis bir kromozoma sahiptir. Ayrica hiicreler antibakteriyel

ajanlara da duyarlidir (Anandan et al., 2016).

Sekil 2.1. Aktinomiset kolonilerinin toz halindeki yapisi.
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Aktinomisetlerin ¢ogu (0zellikle Streptomycetes) saprofitik, toprakta

yasayan organizmalardir ve yasam dongiilerinin biiyiik kismini semi-dormant
sporlar olarak, Ozellikle de besin agisindan kisithh kosullar altinda gegirirler.
Bununla birlikte, filum ¢ok ¢esitli ekolojik cevreye adapte olmustur: topraklarin
yani sira, tatli, tuzlu suda ve havada da bulunurlar. Aktinomisetler toprak ya da su
ortamlarinda bulunabildigi gibi (6rnegin Streptomyces, Micromonospora,
Rhodococcus ve Salinispora sp.), bitki simbiontlar1 (6rnegin Frankia spp.), bitki
ya da hayvan patojenleri (6rnegin Corynebacterium, Mycobacterium ya da
Nocardia sp.) ya da hayvalarin gastrointestinal kommensalleri (6rn.,
Bifidobacterium spp.) olabilirler (Anandan et al., 2016).

Fizyolojik ve ekolojik olarak ¢ogu aktinomiset aerobiktir, fakat istisnalar
mevcuttur.  Heterotrofik veya kemoototrofik olabilirler, ancak ¢ogu
kemoheterotrofik olup gesitli kompleks polisakaritler de dahil olmak tizere ¢ok
cesitli beslenme kaynaklarini kullanabilirler (Barka et al., 2015). Aktinomisetler,
seliiloz ve kitin gibi organik maddelerin ayrismasinda énemli bir role sahiptirler.
Boylece organik madde devri ve karbon dongiisiinde hayati bir rol oynarlar. Ayni1
zamanda, topraktaki besin maddelerinin varlig1 ve humus olusumunun 6nemli bir

pargasi olduklari bildirilmistir (Anandan et al., 2016).

Sicaklik, pH ve toprak nemi gibi diger faktorler de aktinomisetlerin
biiyiimesini etkiler. Diger toprak bakterileri gibi, aktinomisetler de ¢ogunlukla
mezofiliktir ve 25°C ile 30°C arasindaki sicakliklarda optimum gelisim gosterir.
Bununla birlikte, termofilik aktinomisetler 50°C ile 60°C arasinda degisen
sicakliklarda gelisebilir. Alt1 ile dokuz arasinda degisen pH degerlerinde optimum
biiyime gosteren aktinomisetler, maksimum biiylimeyi ise notr pH’da
gostermektedirler. Bununla birlikte, birkac¢ Streptomyces tiirii asidik topraklardan
(pH 3,5) izole edilmistir (Barka et al., 2015).

Iklimin aktinomisetlerin dagilim1 iizerindeki etkisine iliskin ilk calisma ise,
Hiltner ve Stromer (1903) tarafindan yapilmigtir. Bu ¢aligmada, arastirmacilar bu
bakterilerin, baharda toprak mikrobiyal florasinin % 20'sini ve sonbaharda ise,
yilin bu zamaninda mevcut olan biiyiik miktardaki bitki artiklari dolayisiyla %

30'dan fazlasini olusturdugunu gostermislerdir (Barka et al., 2015).
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Aktinomisetler dogada her yerde bulunmaktadir ve 6nemli bir metabolik

cesitlilik ile enzim {retim potansiyeli igermektedirler. Bunlar, tarimsal,
endiistriyel ve farmasotik amaclar i¢in degerli olabilen sekonder metabolitleri ve
olduk¢a onemli enzimleri de Uretmektedirler. Aktinomisetlerin bir¢ok tiirii, ¢ok
cesitli bitkiler iizerinde simbiyontlar ya da bitkiler icerisinde endofitler olarak
bulunur. Endofitik aktinomisetler artitk yeni antibiyotikler ve fizyolojik
aktivatorlerin potansiyel kaynagi olarak kabul edilmektedir. Toprak ve rizosferden
izole edilen bir¢ok aktinomiset fungal, kok ve tohum patojenlerinin biyokontrolii
icin Onerilmistir. Aktinomisetler ticari olarak dnemli antibiyotik tireticileri olarak

da bilinir (Kataria, 2012).

2.1.1 Aktinomisetlerin genel ozellikleri

Aktinomisetler, gram pozitif bakteriler arasindaki en biiyiikk morfolojik
farklilagmay1 gosteren gruptur. Bununla birlikte, aktinomisetlerin hiicre yapisi,
tipik prokaryotik hiire yapist olup funguslardan tamamen farklidir. Bir hif
hiicresinin tiim yapisi, bakteri organizasyonuna karsilik gelir: genomik DNA
bolgeleri, ribozomlar ve cesitli inkliizyonlar1 iceren sitoplazma, polifosfatlar,
lipidler veya polisakaritler gibi depo bilesikleri de igerir. Klasik aktinomisetler
radyal miselyum gelistirmislerdir. Morfoloji ve fonksiyon farklarmma gore,
miselya, substrat miselyum ve aerial miselyum seklinde ikiye ayrilabilir (Sekil
2.2). Bazi aktinomisetler, spor, spor zinciri, sporangia ve sporangiospor gibi
kompleks yapilar olusturabilir. Substrat miselyumun biiylime ve kirilma bi¢imleri,
sporun konumu, spor sayisi, sporun yiizey yapisi, sporangia sekli,
sporangiosporun ve flajelin olup olmadigi aktinomisetlerin siniflandirilmasinda

onemli morfolojik 6zelliklerdendir (Li et al., 2016).
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Sekil 2.2. Aktinomisetlerin substrat miselyum ve aerial miselyum yapilar1 (Chater, 2006).

2.1.1.1 Substrat miselyum

Vejetatif miselyum veya birincil miselyum olarak da bilinen, substrat
miselyum, ortamin igerisine veya ylizeyine kadar bliyiir (Sekil 2.3). Substrat
miselyumun temel islevi, aktinomisetlerin biiylimesi igin besin maddelerinin
emilmesi ile ilgilidir. Mikroskop altinda, ince, seffaf, faz-karanliktir ve aerial

hiflere gore daha fazla dallanmistir (Li et al., 2016).

Substrat miselyum, beyaz, sari, turuncu, kirmizi, yesil, mavi, mor,
kahverengi, siyah ve diger renklerde olabilmektedir. Ve burada bazi hifler suda
¢cOziinen veya yagda ¢Ozlinen pigmentler iiretebilir. Suda ¢oziiniir pigmentler,
ortama sizabilir ve boylelikle ortam1 pigmente karsilik gelen renge doniistiirebilir.
Suda ¢6zlinmeyen (veya yagda ¢dziinen) pigment ise koloni rengine karsilik gelen
renktir. Substrat miselyumun, rengi ve ¢oziinebilir pigmentlerin bulunup
bulunmamasi, yeni tiirlerin belirlenmesinde 6nemli referanslar saglamaktadir (Li

et al., 2016).



Sekil 2.3. Aktinomisetlerin olusturdugu substrat miselyum yapisi.

2.1.1.2 Aerial miselyum

Aerial miselyum, substrat miselyumun belli bir agamaya gelmesi ve havaya
cikmasi ile olusmaktadir. Bazen aerial hifleri substrat miselyumdan ayirt etmek
zordur. Isik mikroskobuyla kuru bir sistemde, kaplama kagidina bir izlenim
hazirlamast ile ayirt etmek kolaydir. Substrat hifleri ince, seffaf ve faz-karanliktir;
aerial hifler ise kaba, refraktif ve faz-parlaktir. Aerial miselyumun hifleri,
Pseudonocardia ve Amycolata cinsleri haricinde bir fibroz kilifla karakterizedir
(Lietal., 2016).

Her tiir aktinomiset tarafindan olusturan aerial hifler, tiir 6zelliklerine,
beslenme kosullarina veya cevresel faktorlere baglidir. Bazi genuslarin aerial
miselyumlari, spor iiretilmesini saglayan {iretici hifler olan st form spor

zincirinde belli bir asamaya kadar gelisir (Li et al., 2016).
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2.1.1.3 Spor zinciri

Aktinomisetler, aerial hiflerinden farklilasan, spor tagiyan miselyum olarak
adlandirilan iireme hiflerini olusturabilirler. Nitekim, bu tiir spor olusumu ¢ogu
aktinomiset genusunda goriiliir. Lechevalier ve ark., (1989)'m yaptigi gozlemlere
gore, spor zincirleri, uzunluklar1 ve spor sayilarina gore; iki spora sahip di- veya
bispordz, birkag spora sahip oligospordz ve bir¢cok spora sahip polispordz seklinde
morfolojik olarak ayrilabilirler. Aktinomisetlerin spor zinciri uzunlugu, sekli,
konumu ve rengi siniflandirmanin énemli parametreleridir. Monospordz, tek spor
liretim tipidir. Bu form, Micromonospora, Thermomonospora,
Saccharomonospora ve Thermoactinomyces gibi birkag iyi bilinen genus
tarafindan temsil edilen ¢esitli gruplarda bulunur. Dispor6z zincir, uzunlamasina
bir spor ¢ifti icermektedir. Microbispora genusu bu tiir sporiilasyonu temsil eder.
Oligospordz aktinomisetler kisa spor zincirleri gelistirir. Nocardia brevicatena 2
ile 7 sporun kisa zincirlerini olusturur ve spor zincirleri dallanmig olabilir.
Streptomyces genusu, siklikla 50'den fazla sporu olan uzun zincirler olusturan
klasik polispordz zincirlere sahiptir. Streptomyces ve diger polispordz aktinomiset

sporlarina genellikle artrosporlar denir (Li et al., 2016).

2.1.1.4 Spor

Hiflerin bdliinmesi ve spor olusmasi, bir ¢apraz duvarin olusturulmasiyla
baslar. Aktinomiset sporiilasyon siirecinde genel olarak ili¢ yontem vardir; (i)
substrat hifleri parcalandiginda, boliinmiis septum olarak bilinen septum olusabilir
ve Miromonospora genusunda oldugu gibi spor olusturabilir. (ii) Sporlar, 6nceden
var olan hifal elementlerin ince bir fibroz kilifla boliinmesi ve pargalanmasi ile
olusur. Spor duvari, kismen ana hifin duvar katmanlarindan olusur; bu, holotallik
gelisme olarak adlandirilir ve Streptomyces genusu gibi bir¢cok aktinomiset i¢in
tipik olarak goriiliir. (iii) Globoz sporlar, Thermoactinomyces'in bazi suslarindaki
gibi aerial ve substrat miselyumda olusur ve spor duvari olusturur. Spor
Olusumunda bir takim farkli genlerin bulundugu bilinmektedir ve farkh
kiiltivasyon kosullarinin spor olusumu iizerinde etkili olabilecegi bilinmektedir

(Li et al., 2016).
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Tek tek veya kisa zincirler halinde tiretilen sporlar genellikle hiflerden daha

kalin; ancak uzun zincirlerde gelistirilmis olanlar hifler ile ayni ¢apa sahiptir.
Sporlar yaklasik 1 ila 2 um kalinligindadir, sekil ve ylizey o6zellikleri agisindan
farklilik gostermektedirler. Ortak spor morfolojisi globoz, ovoid, koliform, ¢ubuk
seklinde, allantoid ve reniform olabilmektedir. Hareketli sporlar, aktif hareketleri

saglayan flajeller ile kaphdir (Li et al., 2016).

2.1.1.5 Sporangia

Filogenetik a¢idan farkli gruplardan bir¢ok genus sporangia tarafindan
cevrelenmis sporlar olustururlar. Sporangium, c¢uvala benzer bir yapidadir ve
burada sporlar serbest kalana kadar birlikte gelistirilir ve tutulur, genellikle bos bir
sporangial zarf birakir. Sporangia boyutu ve sekli bakimindan oldukga degiskenlik
gostermektedir. Cap1 2 ile 50 um arasinda degismekle birlikte, en yaygin boyut 10
um'dir. Silindirik, klavatli, boru sekilli, sise sekilli, kampaniilath, sayisal,
diizensiz, loblu, umbelliform, piriform veya globoz olabilirler. Sporangia, substrat
veya aerial hiflerden kaynaklanir. Sporangia olusumu biiylik oranda iki bigimde
gergeklesir, baz1 genuslarda sporangia, spor filament sarimiyla olusurken bazi

genuslarda sporangia sporangioforlarla genisletilir (Li et al., 2016).

2.1.2 Aktinomisetlerin Dogal Habitatlar:

Aktinomisetler, toprak, tatli su ve deniz ekosistemleri gibi c¢ok c¢esitli
habitatlarda bulunabilen prokaryotlardir. Cesitli calismalar bu filumun ekolojisine
odaklanmis olsa da veriler, bagirsak, bitki, alkalin tuzlu toprak, derin deniz
sedimentleri, kaplicalar vb. 6zel ve ekstrem ¢evrelere Ozgii aktinomisetlerin

cesitliligi, bollugu ve ekolojisi konusunda hala yetersizdir (Qin et al., 2016).
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2.1.2.1 Karasal cevreler

Aktinomisetler, ¢cogu toprakta mikrobiyal populasyonun 6nemli bir kismini
olusturmaktadir. Aktinomisetlerin yaygin olarak gram basina 1 milyondan fazla

sayisinin topraktan elde edildigi tahmin edilmektedir (Anandan et al., 2016).

Cesitli raporlara gore, Streptomyces'in her calismada en bol izole edilen
genus oldugu tespit edilmistir. Karasal aktinomisetlerin gesitli antimikrobiyal
potansiyelleri vardir. Oskay ve ark. (2005), yiiksek antibakteriyel etkinlige ve yeni
antibiyotik iiretme kabiliyetine sahip olan aktinomisetleri izole etmislerdir. Gelgit
etkisi nedeniyle ekilebilir arazilerden 1000 ile 10000 kat daha kii¢iik olan anoksik
mangrov rizosfer bolgelerinde, Streptomyces, Micromonospora ve Nocardioform
gibi aktinobakteriyel tiirlerin bol oldugu bulunmustur. Benzer sekilde, mangrov
topraklarindan izole edilen Nocardia, gastrik adenokarsinoma gibi insan hiicre
hatlarim1 giiglii bir sekilde inhibe eden yeni sitotoksik metabolitler iirettigi
goriilmustiir (Anandan et al., 2016).

Kumlu toprak (Cario, Misir, Falmouth, MA), siyah alkali toprak (Karnataka,
Hindistan), kumlu verimli toprak (Keffi Metropolis, Nijerya, Presque Isle, PA),
alkalin ¢ol topraklar1 (Wadi El Natrun, Misir, Wadi Araba, Misir) ve subtropikal
¢Ol topraklari (Thar, Rajasthan) gibi cesitli yerlerde bulunan aktinomisetlerin
dagilimimi gosteren cesitli raporlar bulunmaktadir. Burada Streptomyces sp.
baskin olmakla birlikte, bunlart Nocardia, Nocardiopsis ve diger aktinomisetler
takip etmektedir. Nithya ve ark.’nin (2015) ¢alismasinda, morfolojik olarak ayirt
edilen 134 kiiltiire edilebilir aktinomiset, 10 degisik ¢6l toprak orneginden izole
edilmis ve izolatlarin bakteriyel patojenlere karsi degisen antibakteriyel etkinlige
sahip oldugu bulunmustur. Aym sekilde, aktinobakteriler rizosfer mikrobiyal
toplulugunda, rekalsitrant bitki organik maddesinin dongiisii i¢erisinde 6nemli bir
rol oynamaktadir ve bu nedenle rizosfer bolgesi, bu mikroorganizmalarin
izolasyonu i¢in en 1yi habitatlardan biri olarak kabul edilmektedir (Anandan et al.,

2016).
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2.1.2.2 Sucul cevreler

Aktinobakteriler, zaman zaman c¢evredeki karasal habitatlardan cesitli
cevresel kosullarla tasinarak su habitatlarinda yaygin olarak bulunmaktadir.
Aktinobakterilerin say1 ve cesitlerinin, suda ve sedimentlerde aktinobakteriyal
yayilimlarin ~ karasal  bileseninin  iyi  goOstergeleri  oldugu  bilinen
Thermoactinomyces ve Rhodococcus coprophilus gibi organizmalara iliskin

bilgiler 1s1¢1nda yorumlanmasi 6nemlidir (Anandan et al., 2016).

-Tatl Su

Cross (1981), aktinomisetlerin tatli su bolgelerinden kolaylikla izole
edilebilecegini kanitlamigtir. Tatli suda yasayan baslica aktinomiset genuslari
Actinoplanes, Micromonospora, Rhodococcus, Streptomyces ve endospor
olusturan Thermoactinomyces'tir. Actinoplanes genellikle topraklarda, nehirlerde
ve gollerde bulunur ve bu organizmalarin spor vezikiilleri, uzun siire kurumaya
dayanma yetenegine sahiptir, ancak rehidre edildiginde yayilmak icin hareketli
sporlarii serbest birakirlar. Micromonospora, en ¢ok bilinen tatli su aktinomiset
cinsi olarak kabul edilir ve seliiloz, kitin ve lignin igeren habitatlarda ¢ok fazla yer
aldig1 goriiliir. Akarsular, nehirler ve nehir ¢okeltilerinde Micromonospora'nin
varligini dogrulayan bir¢ok rapor, bunlar1 su mikroflorasinin ayrilmaz bir parcasi
olarak gostermektedir. Streptomycetes sporlari siirekli olarak tatlisu ve deniz
yagam alanlarina taginmasina ragmen, bu gibi ortamlarda aktif olabileceklerine
dair ¢ok az kanit vardir. Sucul ekositemlerde Streptomycetes’lerin varlig: iddia
edilmistir, ancak Al-Diwany ve ark. (1978), Streptomycetes, fekal Streptokoklar
ve Rhodococcus sayilart arasinda yiiksek bir korelasyon bulmuslardir. Tatli suyun
diger tyeleri arasinda, Actinomadura madurae, Mycobacterium kansasii ve
Arthrobacter, Corynebacterium ve Nocardia tiirleri bulunur. Su/ hava ara
yilizeyinde hidrofobik sporlarin ve hiflerin konsantrasyonu, nehir suyundaki
kopiikte Streptomycetes, Micromonosporae ve Rhodococci sayisini artirabilir.
Kanitlar, aktinomisetlerin tatli su ekosisteminde, kendilerini bdyle bir ortamda
yasamak i¢in 6zel olarak adapte edilmek yerine uygun substratlar ve biiylime
kosullar1 varliginda aktiflestirebilecegini agik¢a gostermektedir (Anandan et al.,

2016).
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-Tuzlu Su

Denizel g¢evreler, yiiksek hidrostatik basing, yiiksek tuz konsantrasyonu ve
diisiik organik madde konsantrasyonu gibi karasal alanlarin sahip olmadigi
spesifik 6zellikleri olan bir yasam alanini olusturmaktadir. Bu nedenle hem deniz
hem de karasal ¢evrede yasayan mikroorganizmalarin tamamen farkli olmasi
beklenmektedir. Bu, deniz suyu ve deniz sedimentlerindeki mikroorganizmalarin
cesitliligi nedeniyle, deniz canlilarinin 6nemli bir numune alma noktasi olacagi
gorligiinii ortaya c¢ikarmaktadir. Karasal ortamdaki aktinobakteriyal cesitliligi
karsilastirirken, en  biiylikk biyolojik  c¢esitliligin  okyanuslarda  oldugu
goriilmektedir. Denizel gevreler, yeni aktinomiset ¢esitliliginin ve dolayisiyla yeni
metabolitlerin kesfedilmemis bir kaynagini olusturur. Ekstrem kosullarda bulunan
denizel aktinomisetler, karasal olanlara kiyasla farkli biyoaktif bilesikler
tiretmektedirler (Anandan et al., 2016).

Denizel aktinomisetler, okyanus ortasindaki sirtlarda, hidrotermal bacalarin
yakininda, 8-100°C'nin iizerindeki sicakliklarda, derin deniz tabaninda 0 — 8§°C'nin
biraz altindaki sicakliklardaki asir1 yiiksek basing ve anaerobik kosullardan
yiiksek asidik kosullara uyum saglamak zorunda kalmistir. Ozellikleri belirlenen
ilk denizel aktinomiset tiiri olan Rhodococcus marinonascene denizel
aktinomisetlerin varligin1 desteklemektedir. Dietzia, Rhodococcus, Streptomyces,
Salinispora, Marinophilus, Solwaraspora, Salinibacterium, Aeromicrobium
marinum, Verrucosispora genusu iiyeleri ve Williamsia maris, dogal denizel

aktinomisetler olarak belirlenmistir (Anandan et al., 2016).

Denizel aktinomisetlerin okyanuslardaki varligi ve farkli denizel gevre ve
habitatlardaki dagilimi ¢esitli yeni arastirmalar ile dogrulanmaktadir. Inagaki ve
ark. (2003), Hokkaido'da 1225 metre derinlikten toplanan derin deniz taban
sedimentlerinde Dietzia maris, Rhodococcus erythropolis ve Kocuria erythromyxa
gibi cesitli denizel aktinomisetleri izole etmistir. Grossart ve ark. (2004), deniz
organik birikintilerini kolonize eden bakterilerin yaklasitk %  10'unu
aktinomisetlerin olusturdugunu ve bunlarin organik maddenin bozunmasini ve
mineralizasyonunu etkileyen antagonistik aktivitelerinin, varliklarin1 korumak

acisindan olduk¢a dnemli olabilecegini gostermistir. Jensen ve ark. (2005), Guam
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adasindan toplanan denizel tortullardan bes yeni aktinomiset filotipi izole etmistir.

Benzer sekilde, diinyanin en derin noktasi olan Mariana Cukuru’ndan (10,923

metre) toplanan 6rneklerden aktinomisetler izole edilmistir (Anandan et al., 2016).

Derin deniz tabani, deniz omurgasizlar1 ve deniz buzullari, deniz kiyisi
topraklar1 ve derin deniz sedimentleri gibi deniz ortamlarindan izole edilen,
yukarida adi gegen tiim aktinomisetler ¢esitli ekosistemleri temsil eder (Anandan
etal., 2016).

Giliniimilizde denizel aktinomisetler, konu alan smirli tarama calismalariyla
bile, denizel aktinomisetlerden yeni sekonder metabolitlerin kesfi, karasal
esdegerlerini asmistir; ki bu durum, denizel aktinomisetlerden bir¢ok yeni

kimyasal maddelerin izole edilmesiyle acik¢a goriilmektedir (Anandan et al.,

2016).

2.1.2.3 Kompost ve benzeri cevreler

Kompost materyalleri gelencksel olarak tarim ve bahge topraklarina, toprak
verimliligi ve ekin gelisimini iyilestirme araclar1 olarak ve 6zellikle de topragin
fiziksel ve kimyasal Ozelliklerini arttirma konusunda etkili bir sekilde
uygulanmaktadir. Bu organik degisiklikler, ayni zamanda topragin biyolojik
ozelliklerinin iyilestirilmesine katkida bulunmakta ve genellikle toprak kaynakli

hastaliklarin etkili bir sekilde kontrol edilmesini saglamaktadir (Cuesta et al.,
2012).

Kompostun toprak kaynakli bitki patojenlerini baskilama yetenegi,
fungisidlerin ¢evre lizerindeki olumsuz etkilerini azaltmak icin bir strateji olarak
ele alindiginda 6nemli bir konudur. Rekabet, hiperparazitizm, hastalik direng
genlerinin aktivasyonu veya faydali mikroorganizmalar tarafindan antibiyotik
iretimi gibi ¢esitli mekanizmalar, kompost ile bitki hastaliklarinin kontroliinii
aciklamak icin Onerilmistir. Bu baglamda, aktinomisetler biyokontrol ajanlari

(6zellikle Streptomyces tiirleri) olarak biiyiik ilgi gormiistiir (Cuesta et al., 2012).



17
Birgok mezofilik aktinomiset, bozulmanin baslangi¢ evrelerinde kompostlarda

aktiftir. Bununla birlikte, dekompozisyon sirasinda kendiliginden 1sitma
kapasitesi, zorunlu veya fakiiltatif termofilik aktinomisetler i¢in ideal kosullar
saglamaktadir. Thermoactinomyces ve Saccharomonospora gibi bazi genuslar
kesinlikle termofiliktir. Termofilik aktinomisetler hayvan giibresinde iyi bir
sekilde gelisir. Domuz diskisinin fermantasyonu, saman ve domuz digkisinin koku

giderme islemlerinde aktif olarak yer alirlar (Chavan et al., 2013).

2.2 Cahsma Kapsaminda Tamimlanan Rizosferik Aktinomiset izolatlarinin

Ait Olduklar1 Genuslarin Genel Ozellikleri
2.2.1 Genus: Streptomyces

Streptomyces genusu, ilk kez 1943'te Waksman ve Henrici tarafindan
tanilanmistir.  Genus  Streptomyces,  Streptomycetaceae ailesine aittir.
Streptomycetaceae familyasi, Actionobacteria filumu ve Actinomycetales
takimindadir ve Streptomyces genusu bu ailenin tek tiyesidir. Tanimlanan tiirlerin
sayist ve gesitliligi agisindan, Streptomyces, bilinen aktinomisetlerin en biiyiik
taksonomik birimlerinden birini temsil etmektedir. Streptomyces’in 500'den fazla
tirli tanimlanmustir.  Streptomyces tiirleri kemoorganotrofik, filamentli gram-
pozitif bakterilerdir fakat asit-alkol fast degil, fungus olmamalarina ragmen
funguslarla ayni habitatlarda bulunmakta ve sadece fenotipik olarak benzerlik

gostermektedir (Hasani et al., 2014).

Yiiksek G-C igerigine (% 69-78) sahip genomlar1 vardir. Filamentleri ve
sporlariin gaplar1 genellikle 1 um veya daha kiigiiktiir. Sporlar, filamentlerin
parcalanmasiyla olusur ve diiz, dalgali veya sarmal zincirlerde tasinir. Koloniler
yavas biiyiimektedir ve ucgucu bir metabolit olan geosmin iiretimi nedeniyle
genellikle toprak benzeri bir kokuya sahiptir. Koloniler nispeten piiriizsiiz bir
yiizeye sahip olup, daha sonra, flokoz, graniil, toz veya kadife gibi goriinebilen bir
aerial miselyum gelistirirler. Vejetatif ve aerial misellerin renginden sorumlu ¢ok
cesitli pigmentler iiretirler. Streptomyces tiirleri hareketsiz, katalaz pozitif, nitrati
nitrite indirgeme yetenegine sahip ve adenin, eskiilin, kazein, jelatin, hipoksantin,

nisasta ve L-tirosizini parcalayabilmektedirler. Peptidoglikan igeren hiicre
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duvarlart biiylik miktarlarda L-diaminopimelik asit (L-DAP) igerir (Hasani et al.,

2014).

Streptomyces toprak, su ve diger dogal ortamlarda yaygin olarak dagilis
gostermektedir. Bir ekosistemdeki popiilasyonlari, ¢esitli fiziksel, kimyasal ve
biyolojik faktdrler tarafindan belirlenmektedir. Bu nedenle yeni ekolojik
sistemlerin tanimlanmasi, yeni Streptomyces tiirlerinin kesfinde ¢ok 6nemlidir

(Hasani et al., 2014).

Streptomyces genusu, toprak bakterilerinin % 40'm1 olusturmaktadir. Kuru
ve alkali kosullar altinda Streptomyces sp. topragin Onemli mikrobiyal
populasyonlarindandir ve lifli formlar1 nedeniyle, toprak dokusunun kuvvetli bir
yapt olusturmasina neden olurlar; topragi riizgar ve yagmurun sebep oldugu
arinmadan korumaktadirlar. Streptomyces sp.min su ve topraktaki dagilimi, gida
stresi, sicaklik, pH, nem, tuzluluk, toprak dokusu ve iklime baglidir. Toprak, en
onemli Streptomyces habitati olmasina ragmen, tuzlu ve tath sular ve organik

materyaller gibi diger habitatlarda bu cins agisindan zengindir (Hasani et al.,

2014).

Streptomyces'in en onemli 6zelligi, antibakteriyel, antifungal, antiviral ve
antitimor Ozellikleri olan sekonder metabolitlerin tretilmesidir. Streptomyces
griseus ve Streptomyces coelicolor olmak {izere iki tiir Streptomyces
streptomisinin endiistriyel iiretimi ve dihidrograntin gibi yeni antibiyotikler i¢in
kullanilmaktadir. Immiinomodiilatér ajanlar olarak rapamisin ve antikanser ajan
olarak doksorubisin, Streptomyces tarafindan iiretilen ikincil metabolitlerdir
(Hasani et al., 2014).

Faydali bitki-mikroorganizma etkilesimlerinin temel ve uygulamali
caligmalarinin ¢ogu gram negatif bakterilerle ilgilidir. Daha az ¢alisilsa da, bir¢ok
gram pozitif bakteri grubu, Ozellikle Streptomyces'e ait olanlar, farkli
mekanizmalar kullanarak bitki gelisimini artirabilecek bir dizi 6zellik
sergilemektedirler. Streptomyces-bitki etkilesimleri ile ilgili bitki biiylimesini
destekleyici etkiler, biyogiibre, biyostimiilasyon ve biyokontrol olarak

ayrilabilmektedir (Sousa and Olivares, 2016).
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2.2.2 Genus: Nocardiopsis

Nocardiopsis genusu ilk olarak 1976 yilinda Meyer tarafindan
tammmlanmustir. Bu cins, aerobik, gram pozitif, non-asit fast ve katalaz-pozitif
aktinomisetleri igermektedir. Organik kati ortamlarda, koloniler iri, burusuk veya
katlanmis morfoloji gostermektedir. Kolonileri, Nocardia ve Actinomadura
cinslerine benzemektedir. Substrat ve aerial miselyum iyi gelismis ve ikinci
fragmentler sporlara doniismektedir. Genomlar1 yiiksek miktarda guanin ve

sitozin icermektedir (Bennur et al., 2015).

Bu aktinomiset genusu, pendolmisin (antifungal ve timdr destekleyici ajan),
apoptolidinler (selektif antikanser ajanlar), griseusinler (antimikrobiyal ve
antikanser bilesikleri), lipopeptidler (yiizey aktif maddeleri), tiyopeptidler
(antibiyotik) ve naftospirononlar (antimikrobiyal ve antikanser bilesikler) gibi ¢cok

cesitli biyoaktif bilesikler iiretmektedir (Bennur et al., 2015).

Organizma ayrica bir dizi yeni hiicre disi enzimi de salgilamaktadir.
Dolayisyla bu aktinomiset, 6nemli biyoteknolojik dneme sahiptir. Nocardiopsis
tirlerinin farkli biyolojik sistemlerle, karasal bolgeler, deniz ortamlar1 ve
hipersalin alanlarindan izole edilmistir. Nocardiopsis sp.’nin bitkilerle ve
rizosferleri ile iliskili olarak tropik bolgelerden izolasyonu hakkinda bazi raporlar

da vardir (Bennur et al., 2015).

2.3 Rizosfer

Kok salgilarindan etkilenen dar toprak zonu olan rizosfer, gram kok basina
10 mikrobiyal hiicreye kadar ve 30.000'den fazla prokaryotik tiir igerebilir (Sekil
2.4). Bu mikrobiyal toplulugun toplam genomu, bitkinin toplam genomundan ¢ok
daha biiyiiktiir ve ayrica bitkinin ikinci genomu olarak da adlandirilir (Berendsen
etal., 2012).



Sekil 2.4. Bitki kokleri ile iliskili mikrobiyolojik ekosistem igeren kok bolgesi veya
rizosfer goriintiisii (https://www.cropscience.bayer.us/learning-center/articles/help-almond-crops-
thrive-against-pests, Erisim Tarihi: 26.11.2018)

Kok sistemini dogrudan c¢evreleyen dar zon bolgesine rizosfer denirken,
rizobakteriler ise kok ortaminin kolonize edilmesinde etkili olan Rhizobacteria
grubunu anlatmaktadir. Mekanik destek saglamanin yani sira, su ve besin alimini
kolaylastiran bitki kokleri ayrica cesitli bilesikler dizisi sentezler, biriktirir ve
salgilarlar. Bitki kokleri tarafindan salgilanan bu bilesikler, ¢ok sayida heterojen,
cesitli ve aktif olarak metabolize olan toprak mikrobiyal topluluklari i¢in kimyasal
cekici maddeler olarak gorev yapar. Koklerden topraklara salinan kimyasallara
genellikle kok salgisi denir. Cok c¢esitli kimyasal bilesiklerin salgilanmast,
topragin kimyasal ve fiziksel ozelliklerini degistirir ve bdylece kok yiizeyinin
hemen yakinindaki toprak mikrobiyal toplulugunun yapisini diizenler. Aslinda,
baz1 salgilar mikroorganizmalara karsi itici olarak hareket ederken, bazilari
mikroorganizmalar1 ¢ekmek igin cezbedici olarak hareket eder. Bu salginin
kompozisyonu, bitki ve mikroorganizmalarin fizyolojik durumuna ve tiiriine
baglidir. Dahasi, bu salgilar, bitki-yararli simbiyotik etkilesimleri de tesvik eder
ve rakip bitki tiirlerinin biliylimesini engeller. Ayrica, rizosferdeki mikrobiyal
aktivite, koklenme sekillerini ve bitkiler i¢in mevcut besin maddelerinin varligini

etkiler ve boylelikle kok salgilariin kalitesini ve miktarint degistirir. Bu bitki


https://www.cropscience.bayer.us/learning-center/articles/help-almond-crops-thrive-against-pests
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kokenli kiiciik organik molekiillerin bir kismi, karbon ve azot kaynaklar1 olarak

yakinlarda bulunan mikroorganizmalar tarafindan daha fazla metabolize edilir ve
bazi mikroorganizma kaynakli molekiiller, daha sonra biiylime ve gelisme i¢in
bitkiler tarafindan yeniden alinir. Sonug olarak, karbon akislari, rizosfer islevinin
kritik belirleyicileri arasindadir. Fotosentetik olarak sabitlenmis karbonun
yaklasik % 5-21'inin kok salgisi ile rizosfere tagindigi bildirilmektedir. Bundan
dolayi, rizosfer, bitki kokleri ve/veya kok tiiylerinden ve bitki tarafindan iiretilen
materyallerden etkilenen herhangi bir toprak hacmi olarak tanimlanabilir
(Ahemad and Kibret, 2014).

Biiyiik ol¢tide, rizosferde ti¢ farkli etkilesim bileseni goriiliir: rizosfer (kok
cevresi), rhizoplane ve kokiin kendisi (Sekil 2.5). Bunlardan rizosfer, koklerin
mikrobiyal aktiviteyi etkileyen substratlarin serbest birakilmasi yoluyla etkilenen
toprak zonudur. Ote yandan rhizoplane, kuvvetle yapisan toprak pargaciklarini
iceren kok yiizeyidir. Kokiin kendisi ise sistemin bir parcasidir, ¢iinkii endofitler
gibi birgok mikroorganizma kok dokularini kolonize etmektedir. Rhizoplane
ve/veya kok dokularinin mikrobiyal kolonizasyonu, kok kolonizasyonu olarak
bilinirken, bitki hacminin kokiin etkisi altindaki kolonizasyonu, rizosfer

kolonizasyonu olarak bilinir (Ahemad and Kibret, 2014).
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Sekil 2.5. Rizosfer ve rhizoplane (Philippot et al., 2013).
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2.4 Bitki — Mikroorganizma Etkilesimleri ve Bitki Gelisimini Destekleyici

Rizobakteriler (BGDR)

Bitki-mikroorganizma etkilesimleri filosfer, endosfer ve rizosferde
olusabilir (Sekil 2.6). Filosfer, bitkilerin hava ile iligkili boéliimlerini ifade
ederken; endosfer, i¢ transport sistemleri ile ilgilidir. Rizosfer terimi ise, bitki
koklerinden 6zel olarak etkilenen veya kokler ve bitki kaynakli materyaller ile
baglantili olan herhangi bir toprak hacmi olarak tanimlanabilir (Bhattacharyya and
Jha, 2012).

Filosfer
-
.
-
» serbest yasayan mikroorganirmalar o ®
simbiyotik mikroorganirmlar .
» endofitik mikroorganirmalar a .. ®
+ kolonizasyonun potansivel yoni o
° .
: . Rizosfer
.
Yigin Toprak . p
-

Sekil 2.6. Filosfer ve rizosfer (Kaiser, 2016).

Rizosfer, kok yiizeyinden birka¢ milimetre uzayan bitki koklerine baglh
toprak bolgesini icerir. Topragin bu bolgesi, bakteri bakimindan kokii ¢evreleyen
kiitle topraga gore daha zengindir. Molekiiler tekniklere dayanan c¢aligsmalar, her
gram toprak i¢in 4000'den fazla mikrobiyal tiiriin tahminini yapmistir. Filamentoz
aktinomisetler, ayn1 zamanda bitki koklerini fitopatojenlere karsi korumak icin
bitki gelisimini etkileyebilen rizosfer mikrobiyotasindaki 6nemli topluluklardan

biri olarak kabul edilmektedir. Amino asitler ve sekerler gibi bitki salgilari,
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rizosferdeki bakteriler i¢in zengin bir enerji ve besin kaynagi saglar ve dolayisiyla

da mikrobiyal popiilasyonun bolgede daha fazla olmasina neden olur

(Bhattacharyya and Jha, 2012).

Rizosfer, bitki-kok, kok-kok, kok-bocek ve kok-mikroorganizma
etkilesimlerini igerebilir, bu da ekolojik olarak 6nemli olan bu bdlgede maksimum
mikrobiyal popiilasyonlar1 (rizosfer miihendisligi) en fazla destekleyen kok
salgilarinin iiretimine neden olur. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ve denatiire
edici gradient jel elektroforezi (DGJE) ile rizobakteriyel topluluk yapisindaki
degisiklikler bildirilmistir (Bhattacharyya and Jha, 2012).

Bununla birlikte, bitki {izerinde faydali etkilerini gosterebilmek igin, bitki
kok saplarinda bitki gelisimini destekleyici rizobakterilerin (BGDR), basarili bir
kok kolonizasyonu ve bunun devamliligi gerekmektedir. Rizosferde, bitkiler ve
cevre arasindaki yakinlik, bitkilerin su ve besin maddelerinin daha iyi almasi ve
toprak kaynakli mikroorganizmalarla bitkilerin yararl etkilesimleri i¢in gereklidir.
Cardoso ve Freitas'a (1992) gore, rizosfer mikrobiyal topluluklar1 C, P, N ve S
gibi besin maddelerinin biyojeokimyasal dongiisii, toksinlerin uzaklastirilmasi ve
fitohormonlarin veya antibiyotiklerin iiretimi ile giicli bir sekilde iligkilidir.
Rizobakteriler, besin kaynaklar1 igin diger mikroorganizmalara bagh
olabilmektedir. Ornegin, bir mikroorganizma, bitki salgilarim1 bagka bir
mikroorganizmanin kullanabilecegi bir forma doniistiirebilir. Bu nedenle, kok
kolonizasyon siireci, bakteriyel 6zellikler, kok salgilar1 ve diger bazi biyotik ve
abiyotik faktorler gibi ¢esitli parametrelerin etkisi altinda olmasia ragmen,
rizosfer, bitki biiylimesini etkileyen temel mikro ve makro besinlerden yararlanan
yogun bitki-mikroorganizma etkilesimlerinin ¢ok yonlii ve dinamik bir ekolojik
ortami olarak ortaya ¢ikmistir. Bir¢ok rizosferik iliskide, BGDR 'lerin bitki kokiinii
kolonize ettigi ve bitki biliylimesini tesvik ettigi bilinmektedir. Bitki rizosferinin
Azospirillum sp., Bacillus subtilis ve Pseudomonas sp. tarafindan kolonizasyonu
iyl bir sekilde incelenmistir. Ayrica, serbest yasayan formlara kiyasla BGDR
inokulantlarinin  immobilize formunun hayatta kalmada ve bitki kok
kolonizasyonunda daha biiyiik yetenekleri vardir. Son zamanlarda, Acinetobacter,
Alcaligenes, Arthrobacter, Azospirillum, Azotobacter, Bacillus, Burkholderia,

Enterobacter, Erwinia, Flavobacterium, Proteus, Pseudomonas gibi cinslere ait



24

olan, serbest yasayan ve ayni zamanda iliskili ve simbiyotik rizobakterileri igeren
toprak mikroorganizmalarinin, 6zellikle Rhizobium, Serratia ve Xanthomonas sp.,
basarili rizosfer kolonizasyonu gosteren rizosfer biyotasinin ayrilmaz pargalaridir.
Etkili rizosfer kolonizasyonundan sorumlu olarak ¢ok sayida hiicre yiizey
molekiili bildirmistir. Rizosferik kolonizasyon, bu nedenle, mikroorganizmalarin
biyofertilizasyon, fitostimiilasyon, biyokontrol ve fitomodifikasyon gibi faydal
amaclar i¢in uygulanmasinda ¢ok onemli bir adim olarak kabul edilir. Bununla
birlikte rizosferin BGDR'ler tarafindan kolonizasyonu tekdiize bir islem degildir.
Omegin, Kluyvera ascorbata kanola bitkisinin koklerinin yiizeyinin iigte ikisini
kolonize ederken, kok wuclari etrafinda hicbir bakteri tespit edilmemistir

(Bhattacharyya and Jha, 2012).

Bitkiler ve bakteriler arasindaki etkilesimler, kokler ve ¢evreleyen toprakla
belirgin yakinlik derecesine gore simbiyotik, endofitik veya iliskili siiregler
araciligiyla meydana gelir (Sekil 2.7). Endofitik BGDR iyi inokulasyon
adaylaridir, ¢linkii kokleri kolonize eder ve gelisim ve islev i¢in uygun bir ortam
yaratirlar.  Non-simbiyotik endofitik iliskiler ise, yiiksek seviyelerde
karbonhidratlar, amino asitler ve inorganik besinler iceren bitki dokularinin hiicre

ici alanlar1 i¢inde goriiliir (De Souza et al., 2015).
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KOK ETKILESIM
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Sekil 2.7. Rizosfer / bakteri etkilesimleri. Bitki kokleri ve yararli toprak bakterileri
arasindaki farkli iliski tiirleri (De Souza et al., 2015).

2.5 Bitki Gelisimi Destekleyici Rizobakterilerin Rolleri

Bitki biiylimesini tesvik etmek ve mahsul verimini artirmak i¢in potansiyel
olarak yararli olan, bitkiye faydali bakteriler olarak degerlendirilen bitki
gelisimini  destekleyici  Rizobakterilerin (BGDR) taninmasi, giliniimiizde
arastirmacilarin  bunlar1  siirekli olarak deneylerde basarili bir sekilde

kullanabildikleri son birkag¢ yilda gelismistir (Saharan and Nevra, 2011).

Patates, seker pancari, turp ve tatli patateste, artan biiyiime ve verim
bildirilmistir. BGDR'nin ticari uygulamalar1 test edilmekte ve siklikla basarili
olmaktadir. Bununla birlikte, bitki biiylimesinde artisa neden olan mikrobiyal
etkilesimlerin daha iyi anlasilmasi, saha uygulamalarinin basar1 oranini biiyilik

Olclide artiracaktir. BGDR, kok kolonize edici bakterilerin, bitki biiylimesini
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cesitli dogrudan veya dolayli mekanizmalarla etkiledigi bilinmektedir. Topraktaki

baz1 kimyasal degisiklikler BGDR ile iliskilidir. BGDR’nin bir dizi mekanizma
ile biiyiime, verim ve besin alimini etkiledigi bildirilmistir. Baz1 bakteriyal suslar,
bitki hormonlarinin sentezini taklit ederek bitki fizyolojisini dogrudan
diizenlerken, digerleri, biiyiimeyi arttirmanin bir yolu olarak topragin mineral ve
azot mevcudiyetini arttirir. Izolatlar, bitki biiyiimesini dogrudan veya dolayli veya
sinerjik olarak destekleyebilen iki veya t¢ bitki gelisimini destekleyici

ozelliginden daha fazlasini gosterebilir (Saharan and Nevra, 2011).

Bakteriyel asilayicilarin bitki biiyiimesini uyarict etkisi, toprak besin
kosullarindan etkilenir. Bakteriyel inokiilasyon, besin agisindan eksik topraktaki
bitki biiyiimesinde, besin agisindan zengin topraga gore ¢ok daha iyi bir uyarici
etkiye sahiptir. Gnotobiyotik kosullar (Mikroorganizma bulagmasi olmadan
canlilar lizerinde, mikroorganizmalarin bulunmadigi veya sadece bilinen ya da
belirtilen mikroorganizmalar ile iliskili olan organizmalar ya da kosullar) altinda
biiyiimenin desteklenmesi i¢in rizobakteriler eszamanli taranmasi ve oksinlerin in
vitro iiretimi, etkin BGDR'nin seg¢ilmesi i¢in yararli bir yaklasimdir. Bazit BGDR,
Arabidopsis thaliana'nin biiyiimesini destekleyen 2,3-butanediol ve asetoin gibi
ucucu bilesenlerin bir karigiminit sunar. Diazotrof bakteriyel inokiilasyon,
topraktaki pamuk verimini, bitki boyunu ve mikrobiyal populasyonu Onemli

Ol¢iide artirir (Saharan and Nevra, 2011).

IBA (indol-3-biitirik asit), bakteri ve karbonhidratlarin ¢ift ve igcli
kombinasyonu, koklenme kapasitesini ve elmada daha kaliteli koklenmeyi
arttirmakta daha etkili oldugu bildirilmistir. Kompostlarla birlikte uygulandiginda
¢iftlik ¢opii kompostu, piring samani1 kompostu, Gliricidia hagarat kompostu ve
ciftlik ¢opli kompostu ile iligkili makrofauna iceren kompostlardan izole edilen
bakteriler, inci darmin biiyiimesi iizerindeki sinerjik etkisini gostermektedir.
Fosfat acisindan zenginlestirilmis kompost ile BGDR'min entegre bir sekilde
kullanilmas: nohutta biiylime, verim ve nodiilasyonu iyilestirdigi bildirilmistir

(Saharan and Nevra, 2011).
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2.6 Bitki Rizosferinde Aktinomisetler ve Rolleri

Rizosferde bulunan aktinomisetlerin, patojenik bakterilere ve funguslara
karst savunmaya katkida bulunabilecek ve bitki besinlerinin temizlenmesine
yardimc1 olabilecek genis bir dogal iiriin yelpazesini salgiladiklar1 gosterilmistir
(El-Tarabily et al., 2009; Solans et al., 2011; Harikrishnan et al., 2014; Behie et
al., 2017). Rizosfer topraklart nispeten yiiksek seviyelerde aktinobakteriler igerir
ve toprak aktinomisetleri ile bitki kokleri arasindaki iligki bitki saglig iizerinde

onemli etkilere sahip olabilir (Behie et al., 2017).

Kok-kolonize edici  Streptomyces'in,  staurosporin, 3-asetoniliden-7-
prenilindolin-2-one, diastafenazin, antimisin A18 gibi ¢esitli antifungal ve
antimikrobiyal bilesikler iirettigi bulunmustur (Yan et al., 2010; Behie et al.,
2017). Bu in situ analizler rizosferin dogal igerigindeki biyoaktif bilesik tiretimini
anlamaya baslamak i¢in  kritik bir mercek sunmaktadir. Rizosfer
aktinomisetlerinin biiylik 6lgekli etkisini inceleyen c¢alismalar, bitki sagligir ve
hastalik direncine gore yapilmistir. Ornegin, salatalik bitkileri (Cucumis sativus)
bir veya daha ¢ok endofitik aktinomiset, (Actinoplanes campanulatus,
Micromonospora chalcea veya Streptomyces spiralis) kombinasyonu ile inokule
edildiginde, toprak kaynakli bir fitopatojen olan fungus Pythiumaphani
dermatum'un genel etkileri hafifletilmistir. Ozellikle, konak bitkiler dnemli l¢iide
daha az kok ve tag clirlimesi gosterip ve daha saglikli olduklar1 gozlenmistir (El-
Tarabily et al., 2009; Behie et al., 2017). Birkag¢ baska calisma da, kok bolgesine
inokiile edilen aktinomisetlerin, gesitli bitki sistemlerinde bitkiyi zararli patojen
invazyonundan koruyabildigini benzer sonuglar ile gdstermistir. Onemli bir 6rnek
olan, Streptomyces lividans’in, Arabidopsis thalianamin kokleri {izerinde,
ozellikle de zararli fungal patojenlerden biri olan Verticillium dahlia'y1 antagonize
eden prodigininler iirettigi gosterilmistir. Rizosferde bulunan aktinomisetlerin,
fitopatojenlere karsi antagonist olan ve daha sonra koruma saglayan ¢ok ¢esitli
metabolitleri liretme kabiliyeti, bitki saglig1 ve birincil iiretiminin saglanmasinda
toprak aktinomisetleri icin 6nemli bir role isaret etmektedir (Sekil 2.8) (Behie et
al., 2017).
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Sekil 2.8. Rizosfer, mercan resifleri ve stinger komiinitelerindeki temsili aktinomisetler ve

tirettikleri dogal {iriinler (Behie et al., 2017).

Toprak aktinomisetlerinin ayni1 zamanda, bitkilerin biiyiime ve gelisimini
tesvik ederek bitki sagligini gelistirdikleri bilinmektedir (Solans et al., 2011;
Harikrishnan et al., 2014; Behie et al., 2017). Nocardiopsis, Actinoplanes spp. ve
Micromonospora gibi endofitik aktinomisetlerin, koordine hiicre biiyiimesi ve gen
regiilasyonu da dahil birtakim 6nemli fonksiyonlarda gorevli bilesikler olan,
indol-3 asetik asit (IAA) ve indol 3-piriivik asit (IPA) gibi fitohormonlar {irettigi
bulunmustur (Behie et al., 2017).

Bu bilesikler grubunun, bugday, marul, cavdar ve domateste biiylime ve
gelismeyi tesvik ettigi gosterilmistir (Bonaldi et al.,, 2015; Abbamondi et al.,
2016; Toumatia et al., 2016; Behie et al., 2017). Konak bitki tarafindan tretilen
fitohormonlarin aksine, mikrobiyal olarak iiretilen fitohormonlar1 dogrudan tarif
etmek teknik olarak zordur. Bununla birlikte, bu bilesiklerin kok kolonizasyonu
veya rizosfer yetkinligi 1ile in vitro T{retimi, aktinomisetleri toprak
mikrobiyomunun, bitki sagligin1 etkileyebilecegi potansiyel araglar olarak
onermektedir (Behie et al., 2017).



29
Toprak Streptomyces’leri ayrica, Rhizobia gibi kritik simbiyotik azot fikse

edicilerinin biliyiimesini tesvik ederek ve kok besin artiklarini temizlemeye
yardime1 olarak bitkilerin genel besin alim verimliligini arttirabilir. Baklagiller,
bakteriye ev sahipligi yapan bir kok nodiilii iiretmesi i¢in, bakterinin bitkiyi
uyardig1r Rhizobiales kladi bakterileri ile bir simbiyoz i¢ine girer. Buna karsilik
bakteri, atmosferik azotu fikse ederek bitkinin alabilecegi forma doniigmesini
saglar. Nohut bitkileri Streptomyces ile inokule edildiginde, nodiil sayisinin ve
nodiil biiyiikliigiiniin artmasi, bitkinin azot fikse etme kapasitesi tizerinde genel
bir uyarict etki oldugunu disiindiirmektedir. Bu fikse edilmis azotun, tiim
sistemlerde bitkiler i¢in smirlayict bir kaynak oldugu dikkate alinmalidir.
Rizosferde veya dogrudan kok {iizerinde bulunan aktinomisetler tarafindan
gerceklestirilen siderofor iiretimi, 6zellikle bitkiyi ¢evreleyen topraklardan gelen
demiri temizlemede yardimci olabilir. Bitkiler, kendi sideroforlarinin iiretimi
sayesinde topragi ¢oziiniir demir i¢in temzileyebilirler. Bununla birlikte, bitkiler
ayn1 zamanda, aktinomisetler tarafindan iretilmis demir-bagli sideroforlar1 da

alip, toplam demir alim verimlerini arttirabilirler (Behie et al., 2017).

Yukarida vurgulanan 6rnek calismalar, rizosferdeki aktinomisetler ve bitki
kokleri arasindaki olumlu baglantiya isaret etmektedir. Biiyiikk dlglide, bu iliski
bitkiler igin yararhdir, ¢iinkii bunlar, sideroforlar, fitohormonlar ve potansiyel
patojenleri inhibe eden antifungal ve antibiyotikler de dahil olmak {izere
aktinomisetlerden c¢oklu kimyasal girdiler alabilirler (Solans et al., 2011;
Harikrishnan et al., 2014; Behie et al., 2017). Arastirmalarin ¢ogu, bugday,
sorgum, ¢avdar, misir ve piring gibi bazi otlar1 igeren gida iirlinleri bakimindan,
aktinomiset/bitki iliskilerini incelemistir (Harikrishnan et al., 2014; Toumatia et
al., 2016; Behie et al., 2017). Bunun haricinde, ot ve ¢ayir iceren bolgelerden elde
edilen rizosfer topragimnin metagenomik ve kiiltiire dayali ¢alismalari, ¢cok sayida
bitki ile iliskili aktinomiseti ortaya ¢ikarmistir (Delmont et al., 2012; Behie et al.,
2017). Bu kollektif kanitlara dayanarak, aktinomisetler ve bitkiler (6zellikle
odunsu olmayan bitkiler) arasindaki kimyasal etkilesimlerin, 6zellikle ot, cayir vb.
bitkilerin rizosferinde, ekosistem 6l¢eginde bitki sagligini etkilemesinin muhtemel
oldugu goriilmektedir. Her aktinomiset tarafindan iiretilen dogal {irlinlerin, in situ
rolii tam olarak anlasilmamis olsa da, aktinomisetlerin varliginin, bitkinin

patojenlere, besin alimina ve biiylimeye karsi duyarliligini degistirdigi agiktir.
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Diger mikroorganizmalar da bu karmasik etkilesim aglarinda 6nemli bir rol
oynamaktadir, ancak aktinomisetler tarafindan {iretilen ¢ok sayida dogal {iriin,

aktinomisetlerin rollerini benzersiz kilmaktadir (Behie et al., 2017).

2.7 Aktinomisetler Tarafindan Uretilen Biyoaktif Bilesikler

Biyoaktif metabolitler, farkli organizmalarin (bitkiler, hayvanlar, funguslar
ve bakteriler) primer ve sekonder metabolizmasiin triinleridir. Genellikle
biyolojik aktivite gdstermektedirler (Demain and Sanchez, 2009; Solecka et al.,
2012). Sekonder metabolitler, ¢cok ¢esitli Kimyasal yapilara sahip olmakla birlikte;
genellikle diisiik molekiiler kiitleye sahiptir (Donadio et al., 2002; Berdy, 2005;
Solecka et al., 2012). Sekonder metabolitler, birincil metabolitlerden farkli olarak,
hiicrelerin yasam dongiisiinde higbir isleve sahip olmayip, spesifik organizma
gruplarin1  karakterize ederler (Berdy, 2005; Solecka et al., 2012). Genetik
yontemler ve yiiksek verimli tarama (YVT) teknikleri, bir milyondan fazla dogal
bilesigin tanimlanmasin1 saglamistir. Bu {iriinlerin yaklagik olarak 500000—
600000’i bitkiler tarafindan {retilirken (genellikle alkaloidler, flavonoidler,
terpenoidler, steroidler, sakkaritler vb.), 50000’i ise mikrobiyal kokenli
tiretilmektedir (Berdy, 2005; Lam, 2007; Solecka et al., 2012). 22000'den fazlasi
mikroorganizmalar tarafindan iretilen yaklagik 200000-250000 metabolit gok
yogun biyolojik aktiviteler gostermektedir (Demain and Sanchez, 2009; Berdy,
2005; Solecka et al., 2012). 22500 mikrobiyal metabolitin yaklasik % 17'si (3800)
tek hiicreli bakterilerin (6zellikle Bacillus spp. ve Pseudomonas spp.)
metabolitleri iken % 45’1 (10100) aktinomisetlerin fermantasyon tiiriinleridir ve
yaklasik % 38' ise (8600) fungus kokenlidir (Sekil 2.9) (Demain and Sanchez,
2009; Berdy, 2005; Solecka et al., 2012). Filamentdz aktinomisetler arasinda,
yaklasik % 75 (7600) metabolit, Streptomyces genusuna ait tiirler tarafindan
uretilmektedir (Berdy, 2005; Lam, 2007; Solecka et al., 2012).
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1 milyon dogal iiriin

200000-250000

/ Biyoaktif Bilegik

22000’den fazla
Mikrobiyal Biyoaktif
Bilesik

8600’ 10100’u
Funguslardan Aktinomisetlerden

3800’iui Bakterilerden

7600"u 2500’ Diger
Streptomyces Aktinomisetlerden
genusundan

Sekil 2.9. Giiniimiize kadar kesfedilmis biyoaktif bilesiklerin kokenlerine gore dagilimi
(Solecka et al., 2012).

Bugiine kadar 140'dan fazla aktinomiset cinsi tanilanmis olup, bunlardan
birkac1 bilinen temel bilesiklerin cogunun {iretiminden sorumludur (Jensen, 2005;
Pimentel-Elardo et al., 2010; Solecka et al., 2012). Saccharopolyspora,
Amycolatopsis, Micromonospora ve Actinoplanes gibi diger aktinomisetler de
daha diisiik bir olgekte olsa da biyoaktif metabolitler iiretmektedir. Aktinomiset
suslar1 genellikle karasal topraklarda bulunur, fakat deniz sedimentleri ve deniz
stingerlerinden de izole edilmis olanlar mevcuttur (Penesyan, 2010; Solecka et al.,
2012). 2008 yilinda, 1000'den fazla deniz kdkenli metabolit tanimlanmistir (Blunt
et al., 2010; Penesyan, 2010; Solecka et al., 2012). Bu deniz metabolitleri yiiksek
yapisal cesitlilik ve ¢ok c¢esitli aktiviteler gostermektedir. Bu aktiviteler,
antimikrobiyal, antiprotozoal, antiparazitik, antitimér ve antimalaryal
olabilmektedir (Blunt et al., 2010; Bhatnagar and Kim, 2010; Solecka et al.,
2012). 30'dan fazla deniz tiirevi bilesik, su anda antikanser aktiviteleri igin klinik
veya klinik Oncesi ¢alismalarda kullanilmistir (Simmons et al., 2005; Solecka et
al., 2012).



32
Streptomyces genomu, bir bakteri i¢in olagandis1 biiyiiktiir. En ¢ok calisilan

Streptomyces susunun, Streptomyces coelicolor A3(2)'nin genomu, 8.66 mega baz
ciftine (Mbg) sahiptir ve 7800'den fazla putatif gen igerir. Escherichia coli (E.
coli) K-12'nin genomu ile karsilastirildiginda, 4,6 Mb ve 4 400 putatif gen igerir.
S. coelicolor'un genomu, sekonder metabolitlerin olusumunda rol oynayan
enzimleri kodlayan 20'den fazla gen kiimesi igerir (Bentley et al., 2002; Solecka et
al., 2012).

Giliniimlizde kullanilan metabolitlerin  biiylik bir kismi  mikrobiyal
fermentasyon islemlerinde {iretilmekte veya mikrobiyal {rilinlerin kimyasal
modifikasyonlarindan tiiretilmektedir. Streptomyces‘in fermantasyon iiriinleri,
yeni ilaglar olarak uygulanabilecek zengin bir bilesik kaynagidir (Solecka et al.,
2012).

Bir¢ok sekonder mikrobiyal metabolit antibakteriyal, antifungal, antiviral,
antitimor, antiprotozoal, hipokolesterolemik ve diger aktiviteleri gostermektedir.
Yaygin olarak tip, veterinerlik, tarim ve endiistride kullanilmaktadirlar. Yaklasik
14000 mikrobiyal kokenli bilesik, antimikrobiyal (antibakteriyel, antifungal,
antiprotozoal) aktivite sergilemektedir. Bunlarin % 66'sinin gram pozitif
bakterilere, % 30'unun gram negatif bakterilere karst ve % 5'i de mikobakterilere
karst etkinlik gOstermektedir. Bilesiklerin % 34U antifungal aktivite
gostermektedir. Bunlarin ise, % 21'i mayalara, % 11'i fitopatojen funguslara ve %
24 diger funguslara karsi aktivite gostermektedir (Berdy, 2005; Solecka et al.,
2012).

2.7.1 Antibakteriyel bilesikler

Gilinlimiizde, sekonder metabolitlerin antibakteriyel aktivitesi olduk¢a ilgi
cekmektedir. Yeni antibiyotiklerin kesfine duyulan yogun ihtiyag, multi ilag
direngli klinik suslarin yaygiligina ve sonugta ortaya c¢ikan enfeksiyonlarin
tedavisindeki terapotik basarisizliga dayandirilmaktadir. Kimyasal ve fonksiyonel
cesitlilikleri nedeniyle biyoaktif metabolitler, yeni ve etkili antimikrobiyal
ilaclarin kesfine yol agabilecek bilimsel arastirmalarin odagindadir (Demain and

Sanchez, 2009; Newman and Cragg, 2007; Solecka et al., 2012). Bilinen tiim
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antibiyotiklerin yaklasik % 70'i aktinomisetlerden elde edilir ve bunlarin ¢ogunun

tireticisi Streptomyces spp. suslaridir (Solecka et al., 2012).

Aktinomisetler igerisinde kesfedilen ilk antibiyotikler, hepsi Waksman ve
arkadaglar1 tarafindan kesfedilen, 1940 yilinda Streptomyces antibioticus’tan
aktinomisin, 1942'de Streptomyces lavendula'dan streptotrisin (Waksman and
Woodruff, 1942) ve 1944'te Streptomyces griseus'tan streptomisindir (Barka et al.,
2015). Streptomyces'ten eclde edilen bir grup antimikrobiyal bilesik olan
streptograminler, peptidil transfer asamasinda bakteriyel ribozomal protein
sentezini inhibe eden bilesiklerdir. Streptogramin tip bir antibiyotik olan etamisin,
1960Q'larda S. griseus'un karasal susundan elde edilmistir. Ancak antimikrobiyal
ozellikleri yakin zamanda degerlendirilmistir ve etamisinin metisiline direncli
Staphylococcus aureus suslarina karsi kuvvetli aktivite gosterdigi saptanmustir.
Yeni kesfedilen antibakteriyel etki mekanizmalarindan biri de, bakteriyel yag
asidi biyosentezinin inhibisyonudur. Yag asitleri bakteriyel enerji depolamasi igin
gereklidir ve hiicre bilesiminin bir parcasidir. Giliney Afrika'da bulunan East
Cape'den izole edilen toprak kaynakli S. platensis MA 7327, platensimisin
iiretmektedir. Ispanya topraklarindan izole edilen S. platensis MA 7339’un
platensin irettigi kesfedilmistir. Bakteriyel yag asidi sentezinin selektif
inhibisyonunu saglayan her iki bilesigin, gram pozitif bakterilere, metisiline
direngli S. aureus suslarina ve vankomisine direngli E. faecium'a kars1 kuvvetli

aktivite gosterdigi saptanmistir (Solecka et al., 2012).

2.7.2 Antifungal bilesikler

Antibiyotik ireten tim mikroorganizmalar arasindan, aktinomisetlerin
antifungal ajanlarin kaynag olarak en biiyiik potansiyeli sunduklar1 gosterilmistir.
Listelenen antibiyotiklerden alt1 tanesi ise daha ayrmtili olarak incelenmistir.
Bunlar, fungisidin (simdi nistatin olarak bilinmektedir), fradisin, siklohekzimid
(Actidione), antimisin A ve C381 ve C135. Antibiyotik C135 daha sonra
kandisidin olarak adlandirilmistir. Bunlarin higbiri, bakteri veya aktinomisetleri
inhibe etmezken, funguslarin, 6zellikle de maya formlarinin biiyiimesi {izerinde

belirgin bir etki yaptiklar saptanmigtir (Waksman et al., 1965).
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En bilinen aktinomiset metabolitlerinden biri olan amfoterisin B, 1955

yilinda Streptomyces nodosus'dan izole edilen bir makrolid polien antibiyotiktir.
Genis bir aktivite dlgegine sahip antifungal bir antibiyotiktir, ancak bir¢ok yan
etkisi bulunmasi nedeniyle klinik uygulamasi sinirlanmaktadir (Trejo and Bennet,
1962). Fungal patojenlere kars1 antagonistik aktivite, genellikle Streptomyces spp.
tarafindan iretilen cesitli antifungal maddelerin yani sira ekstraseliiler hidrolitik
enzimler (kitinaz, B-1,3-glukanaz) ile de ilgilidir. Kitinaz ve PB-1,3-glukanaz,
fungal hiicre duvarinin (6rn., Fusarium oxysporum, Sclerotinia minor)
pargalanmasinda rol oynar. Candida spp.'ye karsi antifungal aktivite sergileyen
rapamisin, ilk olarak Easter adasindaki toprak orjinli aktinomisetlerden izole
edilmistir. Rapamisin {iretimini gergeklestirilen 6nemli tlirlerden bir tanesi S.

higroscopicus’dur (Solecka et al., 2012).

2.7.3 Antiviral bilesikler

Son zamanlarda, herpes viriisii veya insan immiin yetmezlik virlisii (HIV)
icin etkili olan ve aktinomisetler tarafindan iiretilen yeni antiviral ajanlar
bulunmustur: Siklovirasin B1 ve B2 ve fattivirasinler. Siklovirasin iireten sus,
Kibdelosporangium albatum No. R761-7 (ATCC 55061), Filipinler Mindanao
adasindan toplanan bir toprak 6rneginden izole edilmistir. Test edilen yaklasik
2500 aktinomiset susundan dort yeni antiherpetik ajan bulunmustur: AH-135Y
(Streptomyces albovinaceus strain No. 1358 tarafindan tiretilen yeni bir glutarimid
antibiyotik), AH758 (Streptomyces rochei srtrain No. 75810) tarafindan iiretilen
yeni makrolid antibiyotikler), AH-1763lla (Streptomyces cyaneus strain No.
176312 tarafindan iiretilen yeni bir antibiyotik) ve fattivirasinler (Streptomyces
microflavus strain 2445 tarafindan iretilen seker-yagli asit laktonuna ait
antibiyotikler) (Uyeda, 2003).

Tunikamisinler, 1971'de, S. lyososuperficus nov. sp.'dan izole edilen urasil
iceren yagh acil niikleosit iirlinleridir. Tunikamisinlere benzer bilesikler,
streptovirudin ve Corynetoxin daha sonralarda aktinomiset suslarindan ayrica
izole edilmistir. Streptovirudin, S. griseoflavus subsp. thuringiensis’ten izole
edilmistir ve her iki bilesik de zarfli viriislere kars1 benzer faaliyetlere sahiptir
(Solecka et al., 2012).



35
Yeni irlanda (Papua Yeni Gine) sahilinden izole edilen bir denizel

aktinomiset susu olan Streptomyces kaviengensis ile yapilan ¢alismada, dnemli
antiviral aktiviteye sahip yeni bir metabolit tanimlanmistir. Bilesik, antimisin Ala,
bir antimisin A tiirevi olarak bulunmus ve Western equine ensefalitis viriisiine
kars1 yliksek potansiyel gostermistir. Etki mekanizmasinin analizi, mitokondriyal
elektron transportunun ve pirimidin biyosentezinin bozulmasini ortaya ¢ikarmigtir

(Jakubiec-Krzesniak et al., 2018).

HIV-1 proteazi, HIV'in yasam dongiisiinde gereklidir ve AIDS tedavisi i¢in
umut verici bir hedef olarak kullanilmistir. Son zamanlarda bu proteazin bir¢ok
yeni gli¢lii inhibitori bildirilmistir. 2013 yilinda, yeni bir HIV-1 proteaz inhibitorii
olan 4862F, Streptomyces albosporus 103A-04862'nin kiiltiir besiyerinden izole
edilmistir.N, N, N- (trimetillenmis) -Tyr-L-LeuL-Val-L-Leu- (dehidre edilmis) -
His olarak tanimlanmis ve HIV-1 proteazina karsi inhibitor aktivite sergiledigi

belirlenmistir (Jakubiec-Krzesniak et al., 2018).

2.7.4 Antikanser (antitiimor) bilesikler

Kemoterapi, kanserle miicadelede kullanilan baslica tedavilerden biridir.
Cok sayida antitiimor bilesigi, esas olarak mikroorganizmalar tarafindan tiretilen
dogal iiriinler veya bunlarin tiirevleridir. Ozellikle aktinomisetler, antitimor
ozellikleri de dahil olmak iizere, farkli biyolojik aktivitelere sahip ¢ok sayida
dogal {iriiniin {reticisidir. Bu antitiimor bilesikler, antrasiklinler, enediyenler,
indolokarbazoller, izoprenoidler, makrolitler, ribozomal olmayan peptitler ve
digerleri gibi gesitli yapisal siiflara aittir ve topoizomeraz I veya Il inhibisyonu,
mitokondri permeabilizasyonu, inhibisyonunun aracilik ettigi DNA bdliinmesi
yoluyla apoptozu indiikleyerek, hiicresel metabolizma veya proteazlar gibi sinyal
transdiiksiyonunda rol oynayan anahtar enzimlerin ve bazi durumlarda timor
kaynakl1 anjiyogenezin inhibe edilmesi ile antitiimdr aktivite gosterirler (Olano et
al., 2009).
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Aktinomisin D, tiimor tedavisinde kullanilan ilk dogal metabolitlerden

biridir ve S. antibioticus’dan izole edilmistir. Aktinomisin D, transkripsiyon
baslatict kompleksin DNA'sin1 baglanarak ve transkriptin RNA polimeraz ile
uzamasini Onleyerek hareket etmektedir. Aktinomisin D, g¢ocuklarda Wilms
tliimorlerinin tedavisinde halen kullanilmaktadir, ancak birgcok yan etkisi olmasi,
uygulamasint sinirlandirmistir (Demain and Sanchez, 2009; Waksman and
Woodruff, 1941; Solecka et al.,, 2012). S. caesptitosus tarafindan iiretilen
mitomisinler yiiksek antitimor aktivitesi gostermektedir. Ancak, toksisiteleri
nedeniyle tedavide kullanimlari sinirhidir. Denizel aktinomiset, S. chibaensis
AUBNI1/7, resitoflavin, bir kuinon ile iligkili antibiyotiktir. HMO2 (gastrik
adenokarsinom) ve HePG2 (hepatik karsinom) hiicre hatlarina karsi sitotoksisiteye
sahiptir. Ayrica, Bacillus subtilis, Bacillus pumilus, S. aureus ve Proteus
vulgaris'e kars1 zayif antibakteriyel aktivite gosterir (Gorajana, 2007 ;Solecka et
al., 2012). Baska bir bilesik JBIR-69’un, bir toprak Orneginden izole edilen
Streptomyces sp. OGOS5 tarafindan iiretildigi ve antikanser aktiviteye sahip oldugi
belirlenmistir (Solecka et al., 2012).

2.7.5 Antiparazitik bilesikler

Milbemisinler, S. hygroscopicus subsp. aureolacrimosus'tan izole edilen 16
tiyeli makrolidlerdir. Giiglii, genis spektrumlu antihelmintik, insektisit ve
akarisidal Ozellikler sergilemektedirler (Mishima et al., 1983; Solecka et al.,
2012). Avermektinler antiparazitik bilesiklerdir ve toprak orjinli S. avermitilis
tarafindan tretilmektedir. Bu makrosiklik laktonlar evcil hayvanlarin artropod

parazitlerine kars1 aktiftir (Solecka et al., 2012).

Valinomisin, staurosporin ve butenolid, Streptomyces spp.'den izole edilen
antiparazitik bilesiklerdir. Valinomisin, S. fulvissimus, S. roseochromogenes veya
S. griseus var. flexipartum gibi bircok toprak aktinomisetinden ve deniz
tirlerinden izole edilen bir siklodepsipeptiddir. Sinefungin VA ve
dehidrosinfungin V olarak adlandirilan iki yeni niikleotid antibiyotik, yakin
zamanda Streptomyces sp. K05-0178’den izole edilmistir ve antitripanozomal

aktiviteye sahiptirler (Solecka et al., 2012).
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2.8 Aktinomisetler Tarafindan Uretilen Agroaktif Bilesikler (Bitki Gelisimini

Destekleyici Bilesikler)

Aktinomisetler, farkli toprak kosullarinda gelisebildikleri ve besin maddesi
dongiisiinde ekolojik bir rol oynadiklari i¢in ilgi gormektedir. Bunun yaninda, son
zamanlarda da bitki gelisimini destekleyici rizobakteriler olarak 6ngoriilmektedir

(Franco-Correa and Chavarro-Anzola, 2016; Franco-Correa et al., 2010).

BGDR, tarimda Onem tasiyan serbest yasayan yararli bakterilerdir.
BGDR'nin varligi, hastaliga neden olan mikroorganizmalari1 baskilayarak ve besin
maddesi bulunabilirligini ve asimilasyonunu hizlandirarak bitki sagligr ve
biiylimesi lizerinde faydali etkiler yaratmaktadir. Dolayisiyla, toprak verimliligini
ve lrlin verimini artirma ve kimyasal giibrelerin c¢evre lizerindeki olumsuz
etkilerini azaltma arayisinda, faydali tarimsal kullanimlar icin BGDR'yi
kullanmaya ihtiya¢ vardir. Bu baglamda, aktinomisetlerin BGDR olarak
karakterize edilmesi dnerilmektedir (Franco-Correa and Chavarro-Anzola, 2016).

BGDR aracili bitki biiylime tesviki, ¢esitli maddelerin iiretimi yoluyla
rizosfer bolesindeki tiim mikrobiyal toplulugun degismesi sonucu olusur
(Kloepper and Schroth, 1981; Ahemad and Kibret, 2014). Genellikle, BGDR
dogrudan kaynak alimini (azot, fosfor ve esas mineraller) kolaylastirarak veya
bitki hormonu seviyelerini diizenleyerek (IAA, giberellin), dolayl olarak ise bitki
biiylimesi ve gelisimi {izerinde ¢esitli patojenlerin zararli etkilerini azaltarak
biyolojik kontrol ajanlar1 olarak is gormektedir ve bitki biiylimesini tesvik
etmektedir (Glick, 2012; Ahemad and Kibret, 2014). Yakin ge¢miste bildirilmis
olan bitki biiyime destegi Ozelliklerine sahip  aktinomisetlerin  ve
gergeklestirdikleri bitki gelisimi destekleyici 6zelliklerin bir listesi Cizelge 2.1’de
belirtilmistir.
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Cizelge 2.1. Rapor edilmis bitki gelisimini destekleyici bazi aktinomisetler ve gergeklestirdikleri

bitki gelisimi destekleyici 6zellikler (Selvakumar et al., 2014).

Aktinomiset Bitki Gelisimini Destekleyici Ozellik

Streptomyces sp. Kitinaz aktivitesi

S. thermoautotrophicus Azot fiksasyonu

Streptomyces griseoviridis Cigekler, saksi bitkileri ve sera salataliklarinin

strain K61 biiylime besinleri ile tedavisi

Rhodococcus sp. strain EJP75 Pinus sylvestris - Lactarius rufus ektomikorizal
simbiyozunda sekonder mikorizal yan kdkleri

destekler.

Frankia Hidrogenazlar

S. padanus AOK-30 Geligmis kuraklik toleransi

Arthrobacter sp. strain EZB4 ACC deaminaz aktivitesi

Kitasatospora sp. IAA liretimi

Streptomyces Fosfat ¢ozlinlirligii

Kitasatospora Bitki geligsimine destek

Thermobifida Bitki gelisimine destek

Micrococcus sp. ACC deaminaz aktivitesi

Rhodococcus sp. ACC deaminaz aktivitesi

S. canus TIAA, GA3 {iretimi

Streptomyces strain AzR-051 TAA firetimi

Streptomyces sp. Siderofor (ferulik asit) tiretimi

Streptomyces sp. AcM29 Siderofor (Desferrioksamin B) {iretimi

Streptomyces sp. 5 strain Cavdar bitkisinde geligim destegi

Streptomyces sp. AcM 20 Artmig fotosentetik verim

Streptomyces sp. DH6 Siderofor {iretimi

Streptomyces sp. DH32 Fosfat ¢oziinlirlestirme

Streptomyces sp. P2-3 Azot fiksasyonu

Streptomyces sp. MR-1 Proteaz aktivitesi

BGDR, bitki biiyiime ve gelisimindeki bu aktivitelerini, dogrudan ya da
dolaylt mekanizmalar ile ger¢eklestirebilmektedir (Glick et al., 2007; Glick, 2012;
Alsedeeri, 2016)

2.8.1 Bitki gelisimini destekleyici bilesiklerin dogrudan etki mekanizmalar:

BGDR tarafindan bitki biiylimesinin dogrudan tesvik edilmesi, dogrudan
bakteri tarafindan sentezlenen ya da bu bakterilerin, besin maddelerinin ¢evreden
bitkiler tarafindan alinmasimmi  kolaylastiran  bir  bilesik  saglamasiyla

gerceklesmektedir (Alsedeeri, 2016).

Bitki biiylimesinin dogrudan olarak tesvik edilmesi birkag¢ farkli sekilde
gerceklesebilir. BGDR (1) atmosferik azotu fikse edebilir ve bitkilerin alabilcegi
formlarda bitkilere sunabilir (Dobbelaere et al., 2003; Alsedeeri, 2016); (2) bitki



39

biiylimesi i¢in gerekli olan fosfor gibi 6nemli mineralleri ¢oziindiirerek bitkinin
daha kolay alabilecegi formlara cevirir (Rodriguez ve Fraga, 1999; Alsedeeri,
2016); (3) bitki gelisiminin ¢esitli asamalarin1 dogrudan artiran oksinler,
poliaminler, gibberellinler ve sitokininler gibi bir¢ok farkli fitohormonlar1 veya
bitki biiyiime diizenleyicilerini sentezleyebilir (Nassar et al., 2003; Kuklinsky-
Sobral et al., 2004; Alsedeeri, 2016); (4) demiri selatlayabilen ve topraktan ayirip,
bitki hiicrelerinin almasini saglayabilen sideroforlar1 sentezleyebilir ve
salgilayabilirler (Matthijs et al., 2007; Alsedeeri, 2016); (5) bitki etilen
seviyelerini diizenleyebilen 1-aminosiklopropan-1 karboksilik asit (ACC)
deaminaz enziminin sentezleyebilir (Glick et al., 2007; Alsedeeri, 2016); ve (6)
bitkilerde iyon aliminin veya tasima sistemlerini uyarabilirler (Mantelin and
Touraine, 2004; Alsedeeri, 2016).

Belirli bir bakteri, bu mekanizmalarin herhangi birini veya daha fazlasini
kullanarak bitki biiylimesini ve gelisimini etkileyebilmektdir. Ayrica, bir¢ok
BGDR bitki biiyiimesini kolaylagtirmak i¢in birkag 6zellige sahip oldugundan, bir
bakteri bitkinin yasam dongiisii boyunca farkli zamanlarda farkli 6zellikler
kullanabilmekte ve konakgisi oldugu bitkiye ve toprak bilesimine bagli olarak
etkinliginde Onemli Olgiide degisimler olabilmektedir (Glick et al., 2007;
Alsedeeri, 2016).

Bitkiler besin agisindan zengin topraklarda yetistirildigi ve stres olmadan
optimal kosullar altinda yetistirildigi zaman BGDR'nin bitki biiylimesi {izerinde
¢ok az veya hig bir etkisi yoktur (Glick et al., 2007; Alsedeeri, 2016).
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2.8.1.1 Azot Fiksasyonu

Azot (N) bitki biiyiimesi ve gelisimi i¢in en dnemli besin maddelerinden
biridir. Atmosferde yaklasik % 78 oraninda N2 vardir, ancak bu formdaki azot,
bitkiler tarafindan kullanilamaz. Biyolojik N2 fiksasyonu, atmosferik N2’nin,
mikroorganizmalarin nitrojenaz olarak bilinen kompleks bir enzim sistemini
kullanarak bitkinin yararlanabildigi form olan amonyaga (NHz) doniistiirildiigii
sirectir (Kim and Rees, 1994; Alseederi, 2016). Bu islem diazotropik
mikroorganizmalarda, esas olarak bakteriler ve arkelerde gerceklesmektedir.
Azotlu kimyasal giibre kullanmak yerine, BGDR’nin biyolojik N2 fiksasyonu,
tarim i¢in ekonomik olarak yararli ve g¢evreye duyarli bir alternatifi temsil

etmektedir (Ladha et al., 1997; Alseederi, 2016).

Azot fikse edici organizmalar, simbiyotik azot fikse ediciler, Ornegin
legliminéz bitkilerle ile simbiyotik iligkili Rhizobiaceae familyasi liyesi Rhizobia
ve simbiyotik olmayan, serbest yasayan, endofitler ya da azot fiksasyonu ile
iliskili tiirler (Ornegin Frankia, siyanobakteriler (Anabaena ve Nostoc),
Azotobacter, Azospirillum, Diazotrophicus, Azocarus ve Gluconoacetobacter)
olmak iizere farkli kategorilerde gruplandirilabilir. Ek olarak, az miktarda fikse
edilmis azot saglayan simbiyotik olmayan azot fikse edici bakteriler de vardir
(Glick, 2012; Alsedeeri, 2016). Diazotroflar, baklagil olmayan bitkilerde N2’yi
fikse edebilen ve konakgi bitkilerle zorunlu olmayan bir etkilesim olusturan
BGDR’nin tiiriidiir. Azot, niikleik asitler ve proteinler gibi biyomolekiillerin
sentezlenmesi igin gerekli olan; tim organizmalarin ihtiyag duydugu bir

elementtir (Franche et al., 2009; Alsedeeri, 2016).

Frankia sp., hem serbest halde hem de simbiyotik durumda azotu fikse
edebilmektedir. Nitrojenazin esas olarak serbest yasayan Frankia KBS5’in
vezikiillerinde lokalize oldugu ve ayni1 zamanda hidrojenaz aliminin da oldugu
tespit edilmistir. Frankia sp. Bacteria domaini iginde bugiine kadar tanimlanan 18
soy arasinda en biiyiik taksonomik birimlerden biri olan aktinomisetlere aittir

(Sellstedt and Richau, 2013).
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Rizosferle iliskili azot fikse edici bakteriler, seker kamisi, piring, bugday,

misir ve seker pancari gibi baklagiller {izerinde olumlu bir etkiye sahiptir (Sahin et
al., 2004). Hububat iiriinlerinde Bacillus tiirleri ile yapilan deneylerde verim
artiglar1  gozlenmistir. Tahil bitkileri (Cakmakci et al.,, 2001) ve misir
mahsullerinde (Pal, 1998) verim artis1 ve biiylime artis1 gostermistir. Brezilya’da
iyi bir ornek olarak, B. elkanii ve B. japonicum gibi farkli tirlerde
Bradyrhizobium sp. kullanilarak soya fasulyesi (Glycine max L.) iiretiminin
arttirtlmasi, bu yararli bakteriler tarafindan azot fiksasyon mekanizmasinin

etkinligini gostermistir (Alsedeeri, 2016).

2.8.1.2 Fitohormonlarin sentezi

Rizosferde bulunan ¢ok cesitli mikroorganizmalar, oksin, sitokininler,
gibberellik asit gibi dogrudan biiylimeyi uyaran ve 1-aminosiklopropan-1-
karboksilat deaminaz enziminin bakteriyel iretimi ile iiretilen stres etileninin
pargalanmasini saglayan maddeler iiretebilir (Gupta et al., 2015; De Souza et al.,

2015).

Rizobakteriler bitki gelisimini fitohormon {iretimi ile uyarabilir
(Kudoyarova et al., 2014). En yaygin ve en ¢ok calisilan oksin olan indol-3-asetik
asit (IAA) gibi bir fitohormon, normal ve stresli cevre kosullarinda bitki

biliylimesinde ve gelismesinde dnemli rol oynar (Alsedeeri, 2016).

Oksin, biiylitmek veya biiylimek anlamina gelen bir Yunanca kdkenli bir
kelimedir. Bitki hiicre dongiisii boyunca, bitki biiylimesinin ve gelisiminin birgok
yoniinii  diizenleyen Onemli bitki hormonu kategorisidir. Bunlar hiicre
boliinmesini, hiicre uzamasini ve vaskiiler farklilagsmay1 igerir. Ayrica kok
uzamas1 baglangici, somatik embriyogenez, apikal baskinlik, ¢igeklenme, meyve
olgunlagsmasi, yaslanma, partenokarpi, dormansi ve polen olgunlasmasina

yardimci olur (Alseederi, 2016).

Indol asetik asit (IAA) bir bitki bilyiime diizenleyicisi ve oksin hormonunun
aktif formudur. Bitki gelisiminde yasam dongiisii boyunca o6nemli bir rol

oynamaktadir (Vessey, 2003; Franco-Correa and Chavarro-Anzola, 2016). 1AA,



42

kok uzamasinda bulunan apikal meristemin yanal koklerinin ve boliinmelerinin
gelisimi sayesinde kok sisteminin gelismesiyle birlikte radikiiler sistemin
biiyiimesini uyarmaktadir (Nicolas et al., 2004; Garrido et al., 2002). Bu, toprak
besin maddelerinin bitkiye erisimini artirmaktadir (Vessey, 2003, Manulis et al.,
1994). IAA’nin diazotropik bakteri aktivitesine bagli azot fiksasyonu iizerinde,
bitki biiylimesinin tesvik edilmesinden sorumlu olan en 6nemli etken oldugu
bildirilmistir (Malhotra and Srivastava, 2009; Franco-Correa and Chavarro-
Anzola, 2016).

IAA, bitkilerde bulunan en yaygin dogal oksindir ve kok biiylimesi
tizerindeki olumlu etkiye sahiptir (Miransari and Smith, 2014). Tohum veya kok
ylizeylerini kolonize etmis Rizobakterilerin % 80’ine kadari, indol asetik asidi
sentezleyebildigi belirtilmistir ve hiicre proliferasyonunu uyarmak ve konak¢inin
topragin mineral ve besin maddelerini alimmi arttirmak igin endojen IAA ile
birlikte hareket etmesi 6nerilmektedir (Vessey, 2003). Indol asetik asit, bitki hiicre
boliinmesini, uzamasini ve farklilasmasini etkilmektedir. Ayni zamanda tohum ve
yumru ¢imlenmesini uyarir, ksilem ve kok gelisimini arttirir, vejetatif biiyiime
siireglerini kontrol eder, yanal ve adventif kok olusumunu baslatir; 151k, yercekimi
ve floresan tepkilerine aracilik eder; fotosentezi, pigment olusumunu, cesitli
metabolitlerin biyosentezini ve stresli kosullara direnci etkiler (Spaepen and

Vanderleyden, 2011; Gupta et al., 2015).

Triptofan, kok salgilarinda yaygin olarak bulunan bir amino asit olup,
bakterilerde IAA’nin biyosentezi i¢in ana haberci molekiilii olarak
tanimlanmaktadir (Etesami et al.,, 2009). Bitki biiytimesini destekleyici
Rizobakteriler, indol asetik asidin biyosentezini, indol-3 piruvik asit ve indol-3-

asetik aldehit yol izleri araciligiyla gerceklestirmektedir (Gupta et al., 2015).

Ara bilesiklerin karakterizasyonu, ana prekiirsor olarak L-triptofan kullanan
farkli yollarin tanimlanmasina yol acmistir. Bakterilerdeki IAA sentezinin farkl
yollari, bitkilerde IAA biyosentez yollartyla yliksek derecede benzerlik
gostermektedir (Spaepen et al., 2007). Faydali bakteriler, agirlikli olarak, L-
triptofan bagimli bir alternatif yol olan indol-3-piruvik asit yol iziyle 1AA
sentezler. Fitopatojenik bakterilerde IAA, L-triptofandan indol-asetoamid yol izi
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ile tiretilir. Azospirillum brasilense’de, IAA iiretimi i¢in en az {i¢ biyosentez yolu

tamimlanmustir. ikisi L-triptofan bagimli (indol-3-piruvik asit ve indol-asetoamid
yollar1) ve bir L-triptofandan bagimsizdir. Indol-3-piruvik asit yolu ile aralarinda
en onemli olanidir (De Souza et al., 2015). Bu, Pseudomonas, Rhizobium,
Bradyrhizobium, Agrobacterium, Enterobacter ve Klebsiella gibi bakterilerde en
yaygin mekanizmadir. Serbest yasayan BGDR, 0Ornegin, Azospirillum,
Pseudomonas, Xanthomonas genuslarina ait tiirlerin ve Alcaligenes faecalis,
Enterobacter cloacae, Acetobacter dizotrophicous tiirlerinin, diisiik diizeyde IAA
salgilanmasi ile iliskili olduklari bulunmustur. Bununla birlikte, mikrobiyal olarak
tiretilen fitohormonlar, kimyasal olarak iiretilen hormonlarin inhibitér ve uyarici
seviyeleri arasindaki esigin diisiik olmasindan dolay1 ve mikrobiyal hormonlar ise

stirekli ve yavas salinimlart sayesinde daha etkilidir (Gupta et al., 2015).

Toprak mikroorganizmalar1 IAA sentezleme ve katabolizme yetenegine
sahiptir. Katabolize edilmis IAA’nin kapasitesi, B. japonicum (Jensen et al., 1995)
ve Pseudomonas putida 1290 (Leveau and Lindow, 2005)’da iyi karakterize
edilmistir. P. putida 1290, IAA’y1 tek karbon (C), azot (N) ve enerji kaynagi
olarak kullanir. IAA’nim kullanilmasina ek olarak, 1290 susu ayrica L-triptofan ile
desteklenmis kiiltiir ortaminda IAA {retmistir. Bu susun, turp bitkisi (Raphanus
sativus L.) koklerinde, birlikte agilama deneylerinde patojenik bakteriler Rahnella
aquaticus ve P. syringae tarafindan {iretilen yiiksek TAA konsantrasyonlarinin
olumsuz etkilerini en aza indirdigi bildirilmistir. Bu baglamda, IAA’y1 katabolize
eden mikroorganizmalar da bitkilerin bilylimesini olumlu yonde etkileyebilmekte
ve patojen atagini Onleyebilmektedir (Leveau and Lindow, 2005; De souza et al.,
2015).

IAA iiretimi aktinobakterilerde yaygin olarak c¢alisilmistir (El-Tarabily and
Sivasithamparam, 2009; Sousa et al., 2008). Bazi arastirmacilar, IAA’nin
Streptomyces atroolivacezlz’in, spor ¢imlenmesi i¢in endojen diizenleyici rol
oynayabilecegini ve aktinobakterinin farklilagmasinda rol oynayabilecegini one

stirmektedir (Manulis et al., 1994; Franco-Correa and Chavarro-Anzola, 2016).

Streptomyces sp. (El-Tarabily and Sivasithamparam, 2009; Sousa et al.,
2008), Frankia sp. (El-Tarabily and Sivasithamparam, 2009; Flores et al., 2003),
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Nocardia sp. (El-Tarabily and Sivasithamparam, 2009, Flores et al., 2003),

Kitasatospora sp., IAA iireticileri olarak genis ¢apta galisilmistir. Franco-Correa
and Chavarro-Anzola (2016) tarafindan yapilan g¢alismalar, Streptomyces sp. ve
Thermobifida sp. TAA iiretme yetenegine sahip oldugunu gostermistir. TAA
tiretimi i¢in en 6nemli mikroorganizmanin Streptomyces sannanensis MCR14

oldugunu dogrulanmistir (Franco-Correa and Chavarro-Anzola, 2016).

Bir¢ok calisma, bir¢ok toprak bakterisinin, 6zellikle BGDR ’nin, sitokininler
iiretebildigini gostermistir (Williams and De Mallorca, 1982; Glick, 2012).
Ornegin, Azotobacter sp., Pantoea agglomerans, Rhizobium sp., Rhodospirillum
rubrum, Pseudomonas fluorescens, Bacillus subtilis ve Paenibacillus polymyxa ve
diger bazi suslar, tiretim ortamlarinda sitokininler {iretmistir. Bunlar, sitokinin
veya gibberellin tiretebildigi gibi, her ikisini de tiretebilirler ve her ikisi de bitki
bliylimesi i¢in tesvik edicidir (Kang et al., 2010). Bazi fitopatojen suslari
sitokininleri sentezleyebilir, ancak BGDR fitopatojenlere kiyasla daha diisiik
sitokinin seviyeleri iretir. Bu durumda, BGDR’nin bitki biiylimesi izerindeki
etkisi uyarict diizeyde olurken, patojenlerin iirettigi sitokininlerin etkisi inhibe
edicidir (Gupta et al., 2015; Alsedeeri, 2016). Bitki hormonu olan sitokininler,
bitkilerde bir¢ok dnemli biiylime ve gelisim siirecinin kontroliinde etkilesirler. Bu
temelde kok ve siirgiin gelisimi ve apikal hakimiyettir. Bacillus megaterium
suslarinin  sitokininler {rettigi ve hiyar biiylimesini destekledigi bulunmustur

(Alsedeeri, 2016).

Aktinomisetlerin de 1AA, sitokininler ve gibberellin benzeri maddeler
tirettigi bulunmustur (Shutsrirung et al., 2013). Ruanpanun ve ark., (2010)
Aspergillus ve Streptomyces gibi yiiksek IAA iireten fungal izolatlar1 ve nematofaj

aktinomiseti kesfetmislerdir (Egamberdieva et al., 2017).

Etilen, solgunlugun daha az olmasimi saglamak, kok olusumunu, kok
uzamasini, meyve olgunlagsmasini, tohum g¢imlenmesini, yaprak absisyonunu
tesvik etmek ve diger bitkisel hormonlarin sentezini aktive etmek dahil olmak
tizere bitki bliylimesini ve gelisimini etkileyebilen ¢ok ¢esitli biyolojik aktivitelere
sahip temel bir fitohormondur (Glick et al., 2007). Etilenin yiiksek

konsantrasyonu yapraksizlastirmaya ve diger hiicresel siirecleri azaltarak iiriin
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performansinda azalmaya neden olur (Bhattacharyya and Jha, 2012). 1-

aminosiklopropan-1 karboksilik asit (ACC) deaminaz enzimi, ACC oksidaz
tarafindan katalize edilen etilen liretimi i¢in bir 6n kosuldur (Gupta et al., 2015).
Bu enzim daha yiiksek bitkilerde etilen biyosentezinin ara prekiirsorii olan 1-
aminosiklopropan-1 karboksilik asidi, a-ketobutirat ve amonyak haline getirerek
metabolize eder (Jha and Saraf, 2015). Bu bakteriyel enzim ACC’yi tersinmez bir
sekilde parcgalayabilir (Alsedeeri, 2016).

ACC deaminaz igeren Pseudomonas sp.’nin bitki biiylimesini tesvik eden
suglarinin  Rhizobium leguminosarum ile birlikte inokiilasyonu yoluyla etilen
tiretiminin diistiriilmesi sonucu nodil sayisi, nodiil kuru agirligi, taze biyokiitle,
tane verimi, saman verimi ve azot igeriginin arttig1 ¢esitli arastirmacilar tarafindan
bildirmistir.  Giliniimiizde, Acinetobacter, Achromobacter, Agrobacterium,
Alcaligenes, Azospirillum, Bacillus, Burkholderia, Enterobacter, Pseudomonas,
Ralstonia, Serratia ve Rhizobium gibi birgok cinste ACC deaminaz aktivitesi

gosteren bakteriyel suslar tanimlanmistir (Kang et al., 2010; Gupta et al., 2015).

Son zamanlarda, aktinomisetlerin, ACC deaminaz etkisi ile tuzluluk ve
ozmotik stres dahil olmak {izere cesitli abiyotik stresleri hafifletmesinin yani sira
bitki biliylimesini tesvik ettigi bildirilmistir. Bununla birlikte, ACC deaminaz
tireten endofitik aktinomisetin stres kosullarinda bitki biiylimesini desteklemedeki

rolii, sistematik olarak heniiz arastirilmamistir (Jaemsaeng et al., 2018).

Bu aragtirmacilarin yaptigir ¢alismadaki sonuglar, Streptomyces sp. strain
GMKU 336, tuza duyarli Tay yasemin pirinci Khao Dok Mali 105 ¢esidinin
(KDML105) fizyolojisi tizerinde olumlu bir etkiye sahip oldugunu gostermistir.
Tuzsuz kosullar altinda, KDCD105 ACC deaminaz iireten Streptomyces sp. strain
GMKU 336, govde ve kok biyokiitlesini 6nemli 6lgiide artirmistir, ancak belirgin
olarak uzatilmis filiz ve kok uzamasi gergeklesmemistir. Bunun nedeni, bu susun
IAA iretimindeki eksiklige bagli olabildigi bildirilmistir. Elde ettikleri diger
sonuglara gore ise, GMKU 336 susu, Oryza sativa L. KDMLI105* de iyon

dengesinin korunmasina yardimci olmustur (Jaemsaeng et al., 2018).
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ACC deaminaz ireten Streptomyces, domates, Arabidopsis, halofitik

Limonium sinense ve seker kamisi biiylimesini artirabilmektedir (Jaemsaeng et al.,
2018).

2.8.1.3 Fosfat Coziiniirliigii Aktivitesi

Fosfor, bitkinin azottan sonra ihtiya¢ duydugu ikinci en 6nemli makrobesin
olup, bitki biliylimesi ve gelisimi i¢in gerekli besin maddelerinden biridir (Aslantas
et al., 2007). Bununla birlikte, fosfor rezervleri smirlidir ve diinya capinda

kademeli olarak tiikenmektedir (Alseederi, 2016).

Temel makrobesinler, bitkilerin hayatta kalmasi ve biiylimesi igin hayati bir
fonksiyona sahiptir. Bu besinler, toprakta ¢ozliniir formlarda bulunurlar. Biiyiime,
verim, gelisme ve tohum olusumu igin fosfor gereklidir. Fosfor, fotosentez, enerji
transferi, sinyal iletimi, makromolekiilerin biyosentezi ve solunum gibi birgok
mekanizmada yer alir (Sashidhar and Podile, 2010; Kaur and Reddy, 2015). Ek
olarak, niikleik asitlerin, fosfolipitlerin yapisal bilesenine katildigi icin bitkiler
icin 6nemli bir besin maddesidir. Ayrica, adenosin trifosfat (ATP) olusumuna
katildiklarinda biyolojik azot fiksasyonu ile fotosentez gibi metabolik ve
biyokimyasal yollarda da rol oynamaktadir (Richardson and Simpson, 2011;
Alseederi, 2016).

Fosfor, toprakta organik ve inorganik formlarda bulunur. Bitkiler i¢in bu
mevcut formlardaki fosfor miktari, biiyiik miktarlarda bile diisiik sayilmaktadir.
Topraklarda fosforun mevcudiyeti, 1 pmol/L civarindadir. Oysa bitkilerin
maksimum {iiretkenlik i¢in ihtiya¢ duydugu fosfor miktar1 yaklasik 30 pmol/L’dir.
Bunun nedeni, bulunan toprak fosforunun c¢ogunlugunun ¢oziinmez formlarda
bulunmasi ve bitkilerin bu ¢oziinmez formdaki fosforu absorbe edememesidir.
Fosforun iki ¢dziinebilir sekli monobazik (H2PO0s) ve dibazik (HPO4?) iyonlaridir
(Bhattacharyya ve Jha, 2012; Alseederi, 2016).

Fosfor, biiylik miktarlarda kimyasal gilibreler olarak uygulanmaktadir
(Aslantas et al., 2007). Bu kimyasallar ciddi gevresel etkilere ve yiiksek maliyete
sahiptir. Ayrica toprak yapisini, bilesimini, mikroflorayr ve diger toprak
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ozelliklerini de etkilemektedir (Sashidhar and Podile, 2010; Kaur and Reddy,

2015). Topraktaki fosfor eksikliginin iistesinden gelmek icin fosfatli gilibreler
uygulanmaktadir. Ancaki az miktarda giibre bitki tarafindan emilmekte ve geri
kalan kisim hizla toprakta ¢oziinmez komplekslere doniistiiriilmektedir. Fosfat
giibrelerin uygulanmasi ¢evresel olarak zararli ve maliyetlidir. Disiik fosfatl
topraklarda ekin iiretimini iyilestirmek i¢in ekonomik ve ekolojik acgidan iyi bir

segenek i¢in siirekli arastirmalar yapilmaktadir (Alsedeeri, 2016).

Fosfor eksikliginden dolay1 diinya ¢apinda 2 milyar hektardan fazla tarim
arazisinin verimliliginde azalma ger¢eklesmistir (Kaur and Reddy, 2015). Bu
nedenle fosfor ¢oziicii bakterileri i¢eren agronomik muamele, fosfor alimini
artirarak bitki beslenmesi i¢in dnemlidir. BGDR, kimyasal giibre ihtiyacini azaltir
ve olumsuz c¢evresel etkileri azaltir (Aslantas et al., 2007; Sashidhar and Podile,

2010; Alseederi, 2016).

BGDR, inorganik ¢6ziinmez fosfatlari biyoloik olarak uygun fosfat
formlarina doniistiirme yetenegine sahiptir. Fosfatin ¢dziinmeyen formlarinin,
bitkinin fayda saglayabilecegi ve besinsel hareketlilik olarak adlandirilabilecek
¢oziilebilir formlara doniistiiriilmesi i¢in fosfat ¢ozliniirlestirici bakteriler (FCB)
tarafindan kullanilan farkli mekanizmalar vardir. Bunun, bitki biiylimesini ve
dolayisiyla iiriin verimi ile tiretkenligini arttirdigi bildirilmistir (Liu et al., 2015;

Alseederi, 2016).

Tipik olarak, inorganik fosfor, cesitli toprak bakterileri tarafindan
sentezlenen disiik molekiil agirlikli organik asitlerin etkisi ile ¢oziiliir. Ayrica,
organik fosforun mineralizasyonu, ¢esitli farkli fosfatazlarin sentezi ve fosforik

esterlerin hidrolizini katalize ederek olusur (Glick, 2012; Alseederi, 2016).

Mineral fosfor c¢oziinmesi, FCB’in ¢oziinmeyen fosfat formlarini
¢oziinebilir forma doniistiirdiigii bir siirectir ve bitkiler ancak bu fosfat formlarini
kullanabilmektedir. FCB, selatlama, asitlestirme, iyon degisimi ile glikonik, keto-
glukonik, laktik asit ve sitrik asit gibi organik asitlerin iiretimini gergeklestirerek
toprak asiditesini artirmaktadir (Pereirra ve Castro, 2014; Kaur and Reddy, 2015;
Liu et al., 2015; Alseederi, 2016).
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Organik asitler vasitasiyla, mikroorganizmalar, ¢6ziinmeyen fosfat
bilesiklerinden fosfatlarin salinmasi ile birlikte iki degerlikli Ca®** katyonlarin
selatlama maddeleri olarak iyi calisirlar. Metal iyonlariyla birlikte bulunan
¢Oziinebilen kompleksler, ¢6ziinmez fosfat ile iligkili olarak organik asitlerden de
olusabilir ve boylece yine fosfat agiga c¢ikmaktadir. Fosfat ¢oziiniirlestirici
mikroorganizmalarin (FCM) ortamin pH’1n1 diisirme sekilleri ya H+ ekstriizyonu
ya da asetik, malik, laktik, tartarik, siiksinik, glukonik, 2-ketoglukonik, sitrik,
oksalik asitler ve benzeri organik asitlerin salgilanmasidir. 1903’ten beri,
inorganik  fosfatlarin  ¢Oziindiiriilmesinde ~ mikroorganizmalarin ~ varlig

bilinmektedir (Alseeder, 2016).

Bir bagka mekanizma, organik fosfatlarin organik fosfatazlar ve fitazlar gibi
cesitli enzimlerin iiretilmesi ile minerallestirilmesidir. Fitaz aktivitesine sahip
toprak bakterileri, organik fosfat formunu serbest birakmaya katkida bulunur. Bu
nedenle, ¢oziinmez fosfor formlarinin bitki tarafindan alinabilir formlara
doniistiiriilmesini kolaylastiran ortak mekanizmalar organik asit tiretimi ve fosfat

enzimleri salgilanmasidir (Pereirra ve Castro, 2014; Alseederi, 2016).

Organik fosforlu bilesiklerin ¢ogunun mineralizasyon islemi fitaz, fosfataz,
fosfonoasetat hidrolaz, D-a-gliserofosfataz ve C-P liyaz gibi enzimler vasitasiyla
gerceklestirilmektedir. Arpa, misir ve bugday gibi farkli bitkilerin rizosferindeki
cesitli fosfatazlarin aktiviteleri ¢alisilmistir. Bu ¢alismalar, fosfataz aktivitesinin,
notr ve asidik toprak pH’inda, i¢ rizosfer bolgesinde oOnemli oldugunu
gostermistir. Toprak bakterileri, Rhizobium, Serratia, Enterobacter Proteus,
Citrobacter ve Klebsiella tiirlerinin yan1 sira Pseudomonas ve Bacillus tiirleri
onemli seviyelerde asit fosfataz iiretmektedirler (Alseederi, 2016). Bu tiir fosforlu
biyofertilizatorlerin bakteri bigiminde uygulanmasi, bitki biiyiimesi ve gelisimi

icin ¢Ozlinme yoluyla birikmis fosfatlarin mevcudiyetini kolaylastiracaktir
(Alseederi, 2016).

Cesitli fosfat ¢oziicii bakteriler, farkli bitkilerin koklerinden ve rizosferik
topragindan izole edilmistir. Piring bitkileri ile iliskili 336 Sus arasinda, De Souza
ve ark., (2013), trikalsiyum fosfati ¢oziindiirebilen Burkholderia, Cedecea,

Cronobacter, Enterobacter, Pantoea ve Pseudomonas cinslerine ait 101 izolati
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tanilamiglardir. Ambrosini ve ark.,, (2012), aycicegi bitkileri ile iligkili

Burkholderia suslarimin trikalsiyum fosfat (Casz(POa4)2) ¢oziindiiriilmesinde baskin
oldugunu gostermistir. Chen ve ark., (2006), daha once Bacillus, Rhodococcus,
Arthrobacter, Serratia, Chryseobacterium, Gordonia, Phyllobacterium ve Delftia
cinslerine ait birka¢ fosfat c¢oziicii bakteri susunu rapor etmislerdir. Bu
aragtirmacilar ayrica, sitrik, glukonik, laktik, siiksinik ve propionik asitler gibi
bakteriyel suslar tarafindan {iretilen ¢esitli organik asitleri de tanimlamiglardir (De

Souza et al., 2015).

Qin ve ark., (2011), Rhizobia’nin inorganik fosfati ¢6zilindiirme yeteneginin
rizosfer asitlesmesi ile iliskili oldugunu ileri stirmiistiir. Ayrica, Rhizobium ile
asilama, Ozellikle Ca3(POs)2’nin birincil fosfor kaynagi oldugu soya fasulyesi
bitkileri tarafindan fosfor alimini arttirmistir. Fosfor ¢oziicti diazotrofik endofitler
olan, Herbaspirillum ve Burkholderia ile piring bitkisini agilama Caz(POs). ve 15-
N etiketli giibre ile toprakta yetistirilen bitkilerde tane verimi ve besin alimini
arttirmis, bu da fosfat ¢oziicii diazotrofik bakterinin se¢iminin ve kullanilmasinin
fosfat ¢oziindiirme icin etkili bir strateji oldugunu gostermistir (De Souza et al.,

2015).

Cesitli  caligmalar fosfat c¢oziici bakterilerin, topraklardan veya
rizosferlerden izole edildigini bildirmistir. Endofitlerin, fosfat ¢oziindiirme i¢in
onemli oldugu dogrulanmig, manyok (Manihot esculenta C.) koklerinden izole
edilen endofit Pantoea dispersa’nin, Ca3(POas)2, FePOs ve AIPOs’l etkin bir
sekilde ¢oziindiirdiigiinii, salisilat, benzen-asetik ve diger organik asitleri tirettigi
gozlemlenmistir. Ayrica, P. dispersa’nin topraga asilanmasi bir mikrobiyal
popiilasyonda ¢oziinebilir fosfor konsantrasyonunu arttirmistir, bu da toprak
mikrobiyal cesitliligini arttirmistir. Bu ise bir endofitin toprak ortamina uyum
sagladigin1 ve fosforun salinmasini tesvik ettigini gostermistir (De Souza et al.,

2015).

Toprak ayrica bitki biliylimesi i¢in bir fosfor kaynagi olabilen ¢ok ¢esitli
organik substratlar icerir. Organik fosfor formlari, 6zellikle fitatlar cogu toprakta
baskindir (toplam fosfatin % 10-50’si) ve fitazlar tarafindan mineralize edilir.

Fitaz aktivitesine sahip bakteriler, rizosferden izole edilmis ve yiiksek organik
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icerige sahip topraklarda kullanilmak iizere BDGR olarak onerilmistir. Advenella

olarak tanimlanan bakteriyel izolatlar, fitaz iiretimi i¢in pozitiftir ve Hint pirinci
(Brassica juncea) fosfor igerigini ve biiylimesini arttirmistir (De Souza et al.,
2015).

Bagka bir caligmada, Hint hardali biiylimesini destekleyen ve fosfor igerigini
onemli Olgiide arttiran Tetratiobacter ve Bacillus genusuna ait fitaz iireten
bakteriler rapor edilmistir (De Souza et al., 2015). Idriss ve ark., (2002), B.
amyloliquefaciens FZB45’den elde edilen ckstraselliiler fitazin musir fidelerinin
bliyiimesini  destekledigini  bildirmislerdir. Fitaz {iretimi diger rizosfer
bakterilerinde, 6rnegin Bacillus sp., Cellulosimicrobium sp., Acetobacter sp.,
Klebsiella terrigena, Pseudomonas sp., Paenibacillus sp. ve Enterobacter sp.’de
saptanmistir. Ayrica, her iki aktiviteye sahip bakteriler, inorganik fosfati
¢ozlindiirmek ig¢in organik asit {iretimi ve fitatin minerallestirilmesi igin fitaz
tiretimi, uzun 6mirli ¢im (Lolium perenne L.), beyaz yonca (Trifolium repens L),
bugday, yulaf (Avena sativa L.) ve sari lupin (Lupinus luteus L.) gibi farkli

bitkilerin rizosferlerinden izole edilmistir (De Souza et al., 2015).

Aktinomisetlerin fosforu ¢oziindiirmek i¢in kullandiklart mekanizmalar tam
olarak anlasilmamis olsa da, ¢oziindiirme isleminde, inorganik fosfor ve bazi
organik asitlerin (esas olarak oksalik ve sitrik) yer aldigi bilinmektedir

(Gyaneshwar et al., 2002; Franco-Correa and Chavarro-Anzola, 2016).

Salcedo ve ark., (2014), fosforun ¢oziindiiriillme miktarlar1 ve fosforun
coziindiiriilmesiyle iliskili organik asitleri bildirmistir. Benzer sekilde diger bazi
arastirmacilar, organik asitlerden farkli bazi bilesiklerin (viridomiken ve siderofor
ailelerinin  metabolitleri)  fosfatin  ¢esitli  kaynaklardan  ¢ozlinmesini
saglayabildigini bilmislerdir. Bu durum ise, aragtirmacilari bu organizma grubu
tarafindan iiretilen inorganik fosforun ¢oziindiiriilmesi islemi hakkinda daha fazla
arastirmaya itmektedir. Bu da, bu organizmalar tarafindan olusturulan fosforun,
inorganik ¢oziinme siireciyle ilgili daha fazla bilgiye sahip olunmasma neden

olmustur (Franco-Correa and Chavarro-Anzola, 2016).
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Streptomyces MCR26’nin asit fosfatazlar1 salgilama kapasitesine ve

dolayisiyla organik fosfor kaynaklarinin mineralizasyon kapasitesine sahip oldugu
gosterilmistir (Franco-Correa et al., 2010; Franco-Correa and Chavarro-Anzola,
2016). Ek olarak, daha once fosfat-mineralize edici mikroorganizmalar olarak
rapor edilmeyen aktinobakteriler tanimlanmis ve  Saccharopolyspora,
Thermobifida ve Thermonospora cinsleriyle iliskili olduklari bulunmustur.
Micromonospora sp., Nocardia sp., Actinomadura sp., Rhodococcus sp.,
Actinoplanes sp., Microbispora sp. ve Streptosporangium sp. reaksiyon
kosullarina bagli olarak alkalin veya asit aktivitelerine gore siniflandirilmis

fosfataz enzimleri iiretmektedir (Franco-Correa and Chavarro-Anzola, 2016).

Rizosfer topragindan izole edilen FCB’nin, topragin kiiltiire edilebilir
mikroorganizma popiilasyonunun yaklagik % 20 ile 40’1 olusturdugu tahmin
edilmektedir. Farkli bitkilerden izole edilen rizosfer FCB’nin, rizosfer disindaki
kaynaklardan izole edilenlere gore metabolik olarak daha dinamik oldugu

bilinmektedir (Alseederi, 2016).

Cevre dostu ve siirdiiriilebilir tarim uygulamalara ihtiya¢ oldugu ig¢in
BGDR, tarimsal siirdiiriilebilirlige yardimci olan ve mahsul verimliligini artiran
onemli bir mikrobiyal asilar grubudur. Bu nedenle, kimyasal giibrenin yararli
bakterilerle birlesimi, besinsel kayip olmadan tarimsal verimi arttirmanin

yollarindan biridir (Alseederi, 2016).

2.8.1.4 Siderofor Uretimi

Demir (Fe), neredeyse tiim canli mikroorganizmalarin biiylimesi i¢in temel
bir elementtir. Enzimatik silireclerde, oksijen metabolizmasinda, -elektron
transferinde ve DNA, RNA sentezlerinde katalizor gorevi gormektedir. Demir,
biyofilm olusumu i¢in de gereklidir ¢iinkii yiizey hareketliligini diizenlemektedir
ve polisakkarit matriksini stabilize etmektedir. Demir eksikligi olan biiyiime
kosullar1 altinda, yiizey protein bilesimini degistiren ve biyofilm olusumunun
sinirlanmasma  yol agan mikrobiyal ylizey hidrofobikligi azalmaktadir.

Dolayisiyla, ortamdaki demirin diisilk biyolojik mevcudiyeti nedeniyle,
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mikroorganizmalar, siderofor iiretimi gibi spesifik alim stratejileri gelistirmistir

(Ahmed and Holmstrom, 2014).

Sideroforlar (Yunanca: “demir tasiyicilar”), diisiik demir stresi altinda
bliyiiyen bakteriler ve funguslar tarafindan gelistirilmis nispeten diisiik molekiiler
agirlikl, spesifik ferrik demir iyonu selatlama ajanlart olarak tanimlanir
(Neilands, 1995). Sideroforlar, mikroorganizmalar ve bitkiler tarafindan, 6zellikle
demir agisindan fakir kosullar altinda tiretilen diisiik molekiil kiitleli (200-2000
Da) metal selatlama maddeleridir. Fitoplankton ve siyanobakteriler gibi deniz

organizmalar1 da siderofor tiretebilmektedir (Ahmed and Holmstérm, 2014).

Diinyanin aerobik atmosferi, ylizey demirinin, ¢ok sinirl bir ¢oziiniirliige
sahip oksihidroksit polimerlerine doniistiiriilmesine neden olmustur. Notr pH’ta
serbest ferrik iyon konsantrasyonu, ferrik hidroksitin ¢oziiniirlik iiriin sabiti
tarafindan belirlenmektedir. Bu sabit icin secilen degere bagl olarak, biyolojik
pH’ta c¢ozelti i¢inde kompleks olmayan ferrik iyonun maksimum miktar
muhtemelen 10-18 molardan daha biiyiik olmamaktadir. Aerobik kosullar altinda
biliyliyen mikroorganizmalarin ATP sentezi i¢in oksijenin azaltilmasi, DNA’nin
ribotid prekiirsorlerinin azaltilmasi, hem olusumu ve diger énemli amaglar ile
cesitli islevler i¢in demir ihtiyact vardir. Optimum biiyiime i¢in en az bir
mikromolar demir seviyesi gereklidir. Bu c¢evresel kisitlamalar ve biyolojik
zorunluluklar, mikroorganizmalarin demirin ferrik hali i¢in hidroksil iyonu ile
etkin bir sekilde rekabet edebilecek spesifik molekiiller (siderofor) olusturmasini

gerektirmistir (Neilands, 1995).

Tiim mikroorganizmalarin demire ihtiyag duymadiklart ve bu gibi
durumlarda sideroforlarin goriilebilecegi vurgulanmahidir. Bazi laktik asit
bakterileri demir ile daha fazla biiylimeye tesvik edilemezler, hi¢cbir hem enzimi
icermezler ve Onemli miktarda demir igeren ribotid rediiktaz enzimi yerine,
radikal jeneratdor olarak bilinen adenosilkobalamin igermektedir. Diger
mikroorganizmalar demire ihtiya¢ duyarlar ancak Fe (II) {izerinde anaerobik
olarak  biiyiiyebilirler. Neredeyse tiim funguslar siderofor iiretirken,
tomurcuklanan mayalar ve fisyon mayalarinin istisnalar oldugu goriilmektedir

(Neilands, 1995).
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Sideroforlarin rolii Oncelikle demiri selatlamaktir ama aym1 zamanda
cevrede diger temel elementlerle de (Mo, Mn, Co ve Ni) kompleksler olusturur ve
bunlart mikrobiyal hiicreler ic¢in kullanilabilir hale getirirler (Ahmed and

Holmstérm, 2014).

Anabolizmine iligkin en biiylik bilgiye sahip oldugumuz siderofor ilk olarak
Aerobacter aerogenes’den izole edilen acrobaktindir. Daha sonra, Escherichia
coli’nin klinik izolatlar1 tarafindan yaygin olarak tasinan bir plazmid olan pColV-

K30’un bir {iriinii olarak tespit edilmistir (Neilands, 1995).

Sideroforlar, Fe (III) koordinasyonu i¢in kullanilan fonksiyonel grubun veya
gruplarin kimyasal yapisina bagli olarak ii¢ ana sinifa ayrilabilmektedir. Bu
smiflar, katekolatlar, hidroksimatlar ve a-hidroksi-karboksilatlardir. “Karisik tip”
olarak adlandirilan bir dordiincii grup, yukaridaki tiplerden herhangi birinin
kombinasyonunu demiri selatlamak igin kullanmaktadir. Vurgulanan fonksiyonel
gruplar ile her bir siderofor sinifinin 6rnekleri Sekil 2.10’da gosterilmektedir.
Funguslar, bakteriler ve bitkilerin hepsinin, siderofor iiretebilen temsilcileri
oldugu bilinmektedir (Wright, 2010).
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Sekil 2.10. Her bir siderofor sinifinin 6rnekleri (Wrigt, 2010).

Sideroforlarin  hidroksamat familyasi, baz1 acilardan, ferrokromun,
mikrobiyal kaynaklardan elde edilen dogal bir demir {irlinii olarak kabul edilen
serilerinin ilk tiyesi olmasi nedeniyle, klasik siderofor gesitliligini gostermektedir.
Ekzoselin, aerobaktin, rizobaktin 1021, sizokinen ve alkaligin dahil olmak {izere
bu sideroforlarin bircogu, demir baglamak icin iki hidroksamat grubu kullanir.
Bunlar, dihidroksamat sideroforlari olarak bilinir ve hem gram-pozitif (ekzoselin)
hem de gram-negatif bakteriler tarafindan tretildigi bildirilmistir (alkaligin).
Ayrica memeli konakgilarin (aerobaktin) firsat¢1 patojenleri ve toprak kaynakli
bitki simbiyontlar1 (rizobaktin 1021 ve sizokinen) tarafindan da iretilirler
(Wright, 2010).

Katekolat ya da katekol tipi sideroforlar, bakteriler tarafindan simdiye kadar
iiretilmis olan, en yaygin ikinci sinmiftir. Ferrik demiri selatlamak i¢in kullanilan ve

dihidroksibenzoik asitten tiiretilmis bir monofil dihidroksibenzoik asit rezidiisii
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icerdigi bulunmustur. Calisilan en iyi katekol tipi siderofor ornegi, E. coli

tarafindan {retilen, enteroklin olarak da adlandirilan enterobaktin’dir (Wright,

2010).

1985°te rizobaktin DM4’iin kesfinden bu yana, karboksilat tip siderofor
simifinin birinci temsilcisi olarak, her {i¢ domainde de (Bacteria, Archaea ve
Eukarya) iiretilen tek siderofor oldugu bilinmektedir. Bu gruba ait diger
sideroforlarin 6rnekleri arasinda Staphylococci’den staphyloferrin A ve B, Vibrio
parahaemolyticus’tan vibrioferrin, Mucorales funguslarindan fungal rizoferrin ve
Ralstonia pickettii tarafindan tiretilen bakteriyel rizoferrin yer almaktadir (Wright,
2010).

Mikrobiyal sideroforlarin demirin biyolojik varligimin diisiik oldugu
durumlarda, biiyiimelerini arttirmak i¢in bitkilere demir sagladig: bilinirken, tam
mekanizma pek fazla bilinmemektedir. Bitkilerin demiri  mikrobiyal
sideroforlardan alabildigi iki olast mekanizma Onerilmistir: (i) mikrobiyal
sideroforlar yiiksek redoks potansiyelini azaltarak, Fe (II) ‘nin bitkinin tasima
sistemine baglanmasini saglayabilmektedir. Bu mekanizmada, mikrobiyal Fe (l11)
-sideroforlarinin, siderofor indirgemesinin gerceklesebilecegi yer olan bitki
kokiiniin apoplastina tasindigi hipotezi ortaya atilmistir. Sonug¢ olarak, Fe (II)
apoplastta tutulur ve bu da kokte yiiksek Fe konsantrasyonlarna yol agar. (ii)
Mikrobiyal sideroforlar demiri topraktan selatlayabilir ve daha sonra
fitosideroforlarla bir ligand degisimi yapabilirler. Bu mekanizma ¢esitli
parametrelere, yani hem mikrobiyal hem de fitosideroforlarin kararlilik sabitleri
ve konsantrasyonlarina ve kok ortamin pH ve redoks kosullarina baglidir. (Ahmed

and Holmstérm, 2014).

Cesitli calismalar, sideroforlarin biiyiik olclide bitkilerle iliskili bakteriyel
suslar tarafindan tiretildigini gostermistir. Bu 6zellik, ay¢igegi (Helianthus annuus
L., Ambrosini et al., 2012) ve piring ile ilgili izolatlarda bulunan en yaygin
ozelliktir. Ozellikle, piring koklerinde, Enterobacter ve Burkholderia genuslarina
ait izolatlar en yiiksek diizeyde siderofor iiretimini gerceklestimistir. Costa ve
ark., (2014) es zamanli olarak, biyoprospeksiyon i¢in benzer metodolojileri

kullanan yedi bagimsiz ¢alismadan BGDR veri kiimelerini analiz etmis ve tiim
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izolatlarin % 64’iinlin ve tim bakteri tiirlerinin ise % 100’iiniin siderofor lireten
suslart igerdigini gozlemlemistir. Bakteriyel cinsler arasinda, Burkholderia,
Enterobacter ve Grimontella, yiiksek siderofor iiretimi gerceklestirken,
Klebsiella, Stenotrophomonas, Rhizobium, Herbaspirillum ve Citrobacter tiirleri,

diistik siderofor tiretimi gergeklestiren suslardir (De Souza et al., 2015).

Bakterilerin siderofor salgisi, bitki biiylimesini tesvik edebilmekte, boylece
beslenmeyi (dogrudan etki) artirabilmektedir veya demirin ortamdan ayrilmasi
yoluyla fitopatojenlerin (dolayli etki) varligin1 engelleyebilmektedir. Mikrobiyal
patojenlerin aksine, bitkiler bakteriyel aracili Fe tiikenmesinden etkilenmez ve
bazi bitkiler Fe(Ill)-siderofor bakteriyel kompleksleri bile yakalayabilir ve
kullanabilirler. Endofitik siderofor iireten bakterilerin rolii nadiren incelenmistir.
Bununla birlikte, siderofor tiretme yetenegi bitki dokularinin kolonizasyonu igin
endofitik bakterilere ve aym ekolojik nisten diger mikroorganizmalarin
dislanmasina karst rekabet avantajlart saglamaktadir. Bu arastirmacilar, piring
bitkisinin kokleri ile iliskili olan endofitik siderofor iiretici bakteriler
toplulugunun, tohum doldurma asamalarindaki topraga gore daha zengin
oldugunu gozlemlemislerdir. Burkholderia genusuna ait endofitik bakteriyel
suslar piring bitkileri icinde Oncelikli lokalizasyon gostermistir ve rollerinin
Sclerotium oryzae ve Rhizoctonia oryzae funguslar tarafindan geng bitkilerin

enfeksiyonunu 6nlemek i¢in uygun oldugu goriilmiistiir (De Souza et al., 2015).

Misir bitkisinde, Bacillus genusuna ait endofitik suslar, siderofor tiretimi ile
bitki bliyiimesi tesvik edici 6zellikler gosterir ve bu etki, Fusarium verticillioides,
Colletotrichum graminicola, Bipolaris maydis ve Cercospora zea-maydis
funguslarina karsi bir gesit antifungal etkidir. Azospirillum brasilense (REC2,
REC3) tarafindan {iretilen sideroforlar, Colletotrichum acutatum’a (antraknozun
nedensel ajani) karsi in vitro antifungal aktivite gostermistir. Ayrica daha 6nce A.
brasilense ile rizosferi agilanmis olan ¢ilek (Fragaria vesca) bitkilerinde hastalik

semptomlarinda azalma gozlenmistir (De Souza et al., 2015).
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Siderofor {ireten aktinomisetler, Actinomadura madurae, Nocardia

asteroids ve Streptomyces griseus’u igerir. Aktinomisetler, hem hidroksimat hem

de salisilat tiplerinde siderofor liretmektedir (Kannahi and Senbagam, 2014).

En yiiksek siderofor dretimi, Streptomyces MCR24 tarafindan
gerceklestirilmektedir. En diisiik kaydedilen seviyedeki siderofor iiretimi ise,
Streptomyces MCR30’da gozlenmistir (Franco-Correa and Chavarro-Anzola,
2016). Streptomyces MCR3 ve Thermobifida gibi aktinobakteri suslarinin, tek
basina karbon kaynagi olarak glikoz kullanarak hidroksamat tipinde siderofor
sentezini  gerceklestirdiklerini  kanitlanmistir.  Streptomyces  sp.’de  bu
mikroorganizma ile hidroksamat tip siderofor, desferrioksamin B’nin iiretimi iyi
belgelenmistir. Ote yandan, Thermobifida, yakin zamanda fuscachelin A olarak
bilinen bir siderofor ¢esidinin iireticisi olarak bildirilmistir (Franco-Correa and
Chavarro-Anzola, 2016).

2.8.2 Bitki gelisimini destekleyici bilesiklerin dolayh etki mekanizmalar:

Bitki biiytimesinin BGDR ile desteklenmesinin dolayli etki mekanizmalari,
cesitli metabolitlerin liretimiyle ilgilidir. Bunlar, (1) antifungal ve antibakteriyel
metabolitlerin iiretimi ile patojenik fungus ve bakterilerin aktivitelerini azaltarak
bitki bliyiimesini arttiran hiicre duvari pargalayici enzimler (6rn. kitinazlar, -1, 3
glukanazlar) (2) patojenlerin biiyiimesi igin gerekli olan demiri tutabilen
sideroforlar (3) amonyak ve hidrojen siyaniir(HCN) iiretimi, (4) habitat ile besin
icin rekabet ve (5) indiiklenmis sistematik direng (ISD)’tir (Alsedeeri, 2016).

2.8.2.1 Antimikrobivallerin iiretimi ve litik enzimler

Bakteriler, genellikle bir dizi farkli antibiyotiklerin sentezi ile bitki
patojenlerinin ¢ogalmasini 6nleme yetenegine sahiptir (Compant et al., 2005). Bu
antibiyotiklerin bir¢ogu detayl bir sekilde incelenmis ve bazi biyokontrol suslari
ticarilesmistir. Bu tlir antibiyotik iireten bakterilerin biyokontrol ajanlar1 olarak
artan kullaniminin, bazi fitopatojenlerin spesifik antibiyotiklere karsi direng
gelistirebilmesi ise bir problemdir. Bu yiizden arastirmacilar, hidrojen siyaniirii bir

veya daha fazla antibiyotikle birlikte sentezleyen biyokontrol suslarini
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kullanmaktadir. Hidrojen siyaniiriin, bakteriyel olarak kodlanmis antibiyotiklerle

sinerjik olarak etki ettigi anlasilmaktadir. Diger biyokontrol bakterileri, seliilazlar,
kitinazlar, proteazlar, B-1,3 glukanazlar ve lipazlar dahil olmak {izere ¢esitli
enzimler tiretmektedir. Bu enzimler, birgok patojen fungusun hiicre duvarlarinin
bir boliimiinii parcalama yetenegine sahiptir. Bu enzimlerin bir veya daha
fazlasini1 sentezleyen BGDR ’nin, Sclerotium rolfsi, Fusarium oxysporum, Botrytis
cinerea, Phytophthora sp., Pythium ultimum ve Rhizoctonia solani dahil olmak
iizere genis yelpazedeki patojenik funguslara karsi biyokontrol aktivitesi oldugu

bulunmustur (Alseederi, 2016).

Fusarium oxysporum, Phytophthora infestans, Rhizoctonia solani ve
Verticillium dahlie’ye karsi yedi aktinobakteri tiiriiniin kitinolitik aktivitesini
degerlendirmek amaciyla bir dizi deney yapilmistir (Franco-Correa and Chavarro-
Anzola, 2016). Ek olarak, bitki biiyiime diizenleyicisi olarak yetenegi de dikkate
alinmistir. Suslarin fitopatojenik mantarlara karsi antagonizma testlerinde ytiksek,
orta veya diisiik diizeyde inhibisyon gosterdigi, ancak F. oxysporum’un en direngli
fungus susu oldugu gozlemlenmistir. Farkli aktinomisetler, antibiyotik
(antibiyosis) tireterek F. oxysporum’un antagonistik mikroorganizmalar1 olarak
hareket edebilmektedir. Bu bilesikler, ortam boyunca yayilarak, fitopatojenik
funguslarin biiyiimesini engeller. Bazi aragtirmacilar Nocardia sp. (rizosfer toprak
numunesi likeninden (Mosquera, Kolombiya) izole edilen sus) tarafindan {iretilen
bir antibiyotik olan aktinomisin ile Fusarium oxysporum’in biiylimesinin in vitro
inhibisyonunu  belirlemislerdir. Bu tiir sekonder metabolitlerin dretimi,
fitopatojenik funguslar igin toksik etki gostermistir (Franco-Correa and Chavarro-
Anzola, 2016).

Streptomyces cinsine ait olan aktinomisetler, bitki hasarlarin1 kontrol etmek
i¢in ticari olarak kullanilmistir. Bu cins, Alternaria sp., Pythium aphanidermatum,
Colletotrichum higginsianum, Acremonium lactucum ve Fusarium oxysporum’a
kars1 antagonistik aktivite gostermistir. Ek olarak, aktinomisetlerde bulunan
antibakteriyel aktivite kanitlanmistir. Streptomyces MCR26, Bacillus cereus
tarafindan tamamen inhibe edilen Thermobifida MCR24 susunun tersine, Bacillus
cereus ve Escherichia coli’ye kars1 test edildiginde tam inhibisyon gozlenmistir

(Franco-Correa and Chavarro-Anzola, 2016).
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2.8.2.2 Siderofor Uretimi

BGDR’nin siderofor salgisi, dogrudan ya da dolayli olarak iki farkli sekilde
calisir. Dogrudan etkisi bitkinin biiyiimesini tesvik ederek ve beslenme kosullarini
artirarak gergeklesirken, dolayli etkisi Fe®*’in ortamdan uzaklastiriimasi yoluyla
fitopatojenlerin yaklagmasini engelleyerek gergeklesir. Bazi bakteri suslarinda,
sideroforlar biyokontrol maddeleri olarak davranmaktadir. Bu nedenle,
BGDR’den elde edilen sideroforlar, bazi fitopatojenlerin yeterli miktarda demir
almalarin1 ve boylelikle ¢ogalma Kkabiliyetlerini sinirlandirmasini saglayabilir.
Biyokontrol ajanlar1 olarak BGDR, demir i¢in ¢ok daha biiyiik bir afiniteye sahip

olan sideroforlarin tiretiminde fungal patojenlerden daha etkilidir (Alseederi,

2016).

2.8.2.3 Amonyak Uretimi

Amonyak tretimi azot fiksasyonu ile iliskilidir ve ¢ogunlukla legiimindz
rizobakterilerde  gozlenmektedir. Biyolojik azot fiksasyonunun Onemli
biyokimyasal reaksiyonlari, temel olarak azot fikse edici mikroorganizmalarin
atmosferik elementel azotu (N2) amonyaga (NH3) doniistiiren baklagillerle
simbiyotik olarak birlesmesiyle ortaya ¢ikmaktadir. Birgok bitkinin biiyiimesini
destekleyen rizobakteriler, C3 ve C4 bitkileri (6rn., Piring, bugday, misir, seker
kamigi, Jatropha ve pamuk) ile etkilesime katilmaktadir ve bitkisel biiylime ile
tane verimini 6nemli Olglide arttirmaktadir. Azospirillum tiirleri, mikroaerobik
kosullar altinda N2’yi fikse eden ve tahil bitkilerinin rizosferlerinde yaygin olarak
biiyliyen aerobik heterotroflardir (Kennedy et al., 2004). Azospirillum sp. ile
yapilan asilama, sera deneylerinde seker kamisi yapraklarmin azot miktarini da
onemli Olglide arttirmis ve bu da Azospirillum tarafindan amonyak iretimini

yansitmaktadir (Jha and Saraf, 2015).
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2.8.2.4 Hidrojen Siyaniir (HCN)Uretimi

Hidrojen siyaniir, bitkinin erken biiylime asamalarinda olusan ikincil bir
metabolittir. Biiyiime, primer metabolizma veya enerji depolanmasini igermez.
BGDR olarak Pseudomonas’in yaklasik % 88,89°u HCN iiretmektedir (Ahmad et
al., 2008). Major metabolik siireclerde yer alan enzimleri inhibe eden ve zararl
rizobakteriyal izolatlarin tipik 6zelliklerinden biri olarak kabul edilen fitotoksik
ajan olarak kabul edilmektedir. BGDR tarafindan {iretilen HCN, daha 6nce yabani
otlarin biyolojik kontroliinde kullanilmistir (Alseederi, 2016; Jha and Saraf,
2015).

2.8.2.5 Habitat ve besin icin rekabet

Dogrudan veya dolayli olarak patojenler ve patojen olmayanlar arasindaki
rekabetin hastalik insidansini (belirtilen nufusta belirli bir siirede ortaya ¢ikan yeni
vakalarin goriilme hizi) ve siddetini sinirlandirabilecegini gostermek zordur. Bu,
patojenik olmayan toprak mikroplar1 bitki yiizeylerini hizla kolonize eder ve
mevcut besinlerin ¢cogunu kullanir ve patojenlerin biiyiimesini zorlastirir (Glick,

2012; Alseederi, 2016).

2.8.2.6 indiiklenmis Sistemik Direnc

BGDR, bitkilerde indiiklenmis sistemik diren¢ (ISD) olarak bilinen bir
fenomeni tetikleyebilmektedir (Glick, 2012). Bu fenomen, bitkilerin patojenik
ajanlarla enfeksiyona yanit olarak savunma mekanizmalarini aktive ettiginde
ortaya ¢ikan sistemik kazanilmig dirence fenotipik olarak benzerdir. 1ISD-pozitif
olan bitkiler, savunma mekanizmalarini tetikleyerek daha hizli ve daha giiglii bir
sekilde patojen saldirisina tepki gosterir. ISD, farkli patojenlerin neden oldugu
hastaliklar1 kontrol etmede etkilidir ve spesifik patojenleri hedeflememektedir

(Glick, 2012; Alseederi, 2016).
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2.8.3 BGDR’nin tarim alamindaki uygulamalari

Siirdiiriilebilir tarim i¢in BGDR’nin kullanim1 diinyanin ¢esitli yerlerinde
kayda deger bir sekilde artmaktadir. BGDR ile inokiilasyona yanit olarak tarimsal
acidan onemli bitkilerin biiyiime ve verimindeki dikkate deger artislar birgok kez
bildirilmistir (Aloni et al., 2006, Canbolat et al., 2006). Calismalar ayrica bazi
bakterilerin biiyiimeyi hizlandirma kabiliyetinin baz1 bitki tiirlerine, varyetelere ve

genotipe 6zgli olabilecegini gostermistir (Alseederi, 2016).

Azospirillum,  Alcaligenes,  Arthrobacter,  Acinetobacter, Bacillus,
Burkholderia, Enterobacter, Erwinia, Flavobacterium, Pseudomonas, Rhizobium
ve Serratia genuslarina ait bir dizi bakteri tiirii bitki rizosferi ile iliskilidir ve bitki
gelisimi tlizerinde yararli bir etki gosterebilmektedir (Shahzad et al., 2008;
Alseederi, 2016).

Azot fikse eden bakteriler ve faydali diger mikroorganizmalar gibi
biyoenerji ve biyolojik arttiricilarin kullanimi, kimyasal giibre uygulamalarini
azaltabilir ve sonug olarak tliretim maliyetini diisiirebilir. Verimliligi artirmak i¢in
BGDR’nin kullanilmasi, ekolojik tarimda ¢evrenin korunmasma ve kirliligin
azaltilmasina yardimci olan organik giibrelere uygulanabilir bir alternatif olabilir
(Alseederi, 2016).

Bu nedenle, rizosferik bakterilerin tarimda bitki biiylimesini destekleyici
etkisi umut verici bir kaynak olabilir (Shrivastava and Kumar, 2014); tarim
driinlerinin biiylimesini ve verimini artirmak i¢in yaygin olarak kullanilan asi
maddeleri olarak kullanilabilirler. BGDR veya BGDR-mikorizal mantarlarin
kombinasyonlari, giibrelerin besin kullanim verimliligini artirabilir ve kimyasal

giibrelerin azaltilmis uygulama oranlarini saglayabilir (Alseederi, 2016).

Basarilt mikrobiyal agilama, toprakta hayatta kalma, iiriinlere uyum, diger
flora ve diger gevresel faktorlerle etkilesimler gibi etkenlere baglidir. BGDR’nin
etkin ticari uygulamasi1 asagidakilere baglidir: BGDR secimi i¢in en Onemli
Ozelliklerin belirlenmesi, g¢evrenin gilivenlik sorunlari, rizosferik ve endofitik

bakterilerin kullaniminin avantaj-dezavantajlari, uygulama i¢in daha etkili yollarin
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gelistirilmesi ve BGDR arasinda daha iyi etkilesimler i¢cin daha etkili yollar

gelistirilmesi, toprak funguslar1 ve konak¢i. BGDR, yiiksek rizosfer yeterliligine,
gelismis bitki biiylime kapasitesine, kiitle ¢ogalmasinin kolayligina, genis etki
spektrumuna, giivenilir biyolojik kontrol etkinligine sahiptir. Ayrica, c¢evre
acisinda giivenli, diger rizobakteriler ile iligkili olabilmek i¢in uygun, kurumaya,
sicakliga, oksitleyici ajanlara ve UV radyasyonuna karsi toleransa sahiptir

(Alseederi, 2016).

BGDR, pazarlanabilir biyogiibreleri iiretmek icin kullanilmistir. Ticari
basartya ulasan BGDR, Azospirillium, Azobacter, Bacillus, Burkholderia,
Pseudomonas, Rhizobium ve Serratia’dir (Alseederi, 2016).

Ticari olarak gelistirilen ¢ogu biyolojik giibre, Bacillus spp.’ye aittir.
Populasyon dengesi icin iirlinlerin formiilasyonu ve depolanmasi sirasinda
yardimcei olan endosporlar olustururlar. B. subtilis suslar1 hastaliklar1 azaltma ve
antibiyotik iiretme yeteneklerinden dolayr yaygin olarak kullanilmaktadir

(Alseederi, 2016).

2.9 Aktinomisetlerin Diger Uygulama Alanlari

2.9.1 Enzimler

Cok gesitli, biyolojik agidan aktif enzimler hem denizel hem de karasal
aktinomisetler tarafindan tretilmektedir. Hiicre digina, ekstraseliiler pargcalamay1
gerceklestiren amilaz enzimlerini salgilarlar. Bu enzim tipi, nisastanin
parcalanmasini saglamasi nedeniyle gida endiistrisi, fermantasyon ve tekstil-kagit
sanayi gibi biyoteknolojik uygulamalarda biiyiik 6neme sahiptir (Anandan et al.,
2016).

Aktinobakterilerin bir diger O6nemli yonii seliilozlarin ve ilgili selo-
digosakarit tiirevlerinin glikosidik baglarini hidroliz eden hidrolitik enzimlerin bir
grubu olan seliilazlar liretmesidir. Ayn1 zamanda lipaz da c¢esitli aktinomisetler,
bakteri ve funguslardan {retilir ve deterjan endistrileri, gida maddeleri,

oleokimyasal ve farmasotik alanlarin endiistrisinde kullanilmaktadir (Schmid and
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Verger, 1998; Anandan et al., 2016). Aktinomisetler, 6zellikle Streptomycetes,

kiiltiir ortaminda coklu proteaz salgilanmasiyla bilinmektedir (Sharmin et al.,
2005). Benzer sckilde, Aktinomisetlerin, 6zellikle Streptomyces griseus,
S.karnatakensis, S. albidoflavus ve Nocardia sp. gibi topraklardan izole edilmis
aktinomisetler tarafindan {retilen L-asparaginaz i¢in miikemmel bir kaynak
oldugu birgok calisma ile ortaya cikarilmistir (Dejong, 1972; Narayana et al.,
2008; Anandan et al., 2016). Limon otu (Cymbopogon citratus) ve zencefil
(Zingiber officinale) gibi birgok Tayland endemigi tibbi bitkinin kokleri ve
rizosferleri, Tayland tibbinda mide agris1 ve astim tedavisi i¢in uzun siiredir
kullanilmaktadir. Bu bitkilerin rizosfer topragi da, yeni ikincil metabolitler liretme

kabiliyetine sahip aktinomisetler i¢in bir kaynak olabilir (Anandan et al., 2016).

Katalaz, kitinaz ve iireaz gibi enzimler de aktinomisetler tarafindan
iiretilmektedir. Ilging bir sekilde, tavuk tiiyii parcalayabilen bir enzim olan
keratinaz, Nocardiopsis sp. SDS5, tarafindan iiretilmekte ve Hindistan’in Tamil
Nadu kentinde tiiy atiklarindan izole edilmistir (Saha et al., 2013; Anandan et al.,
2016). Benzer sekilde, tavuk ve kegi gibi hayvanlarin bagirsagindan izole edilen
aktinomisetlerin, amilaz, proteaz, fitaz ve lipaz gibi c¢esitli enzimleri irettigi

gosterilmistir (Latha and Dhanasekaran, 2013; Anandan et al., 2016).

2.9.2 Vitaminler

Dogada bulunan Bi2 vitamini bakteriler veya aktinobakteriler tarafindan
uretilebilir. Aktinomiset fermentasyon sivilarindan vitamin B12 izolasyonu,
mikrobiyal fermantasyonlar yoluyla olasi vitamin dretimine biyik ilgi
olusturmustur. Ortama kobalt tuzlarinin eklenmesi tiim aktinomisetlerin vitamin
tiretme Onciisii olarak islev gordiigiinii gostermistir. Kobalt olduk¢a etkili bir
bakterisidal ajan oldugundan, bu oOnciil dikkatlice eklenmelidir. Streptomisin,
aureomisin, grisein ve neomisin gibi antibiyotiklerin tiretildigi fermantasyonlarda,
eger ortama, antibiyotik maddelerin verimi bariz bir sekilde etkilemeden kobalt
ilave edilebilirse, bir miktar B12 vitamini de iretilebilmektir. Bazi diger
aragtirmalarda, antibiyotik lretecisi baz1 aktinomisetlerin antibiyotik iiretmekten
daha fazla vitamin Urettigini ileri siiriilmiistiir. Aktinomisetlerin, diger suda

¢oziinen vitaminler ve koenzim A fiirettigi; baz1 Leuconostoc sitrovorum suslarinin
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biiyiimesini desteklemede aktif olan tiamin ve pteroilglutamik asit tiirevlerini

irettigine dair 6zel ¢alismalar oldugu gosterilmistir (Anandan et al., 2016).

2.9.3 Pigmentler

Sentetik boyalarin {iretiminde tehlikeli kimyasallarin  kullanimi, is¢i
giivenligi endigeleri ve tehlikeli atiklar yaratmasi gibi bazi kisitlamalar1 oldugu
icin, mikroorganizma kaynakli pigmentler biiyiik ilgi cekmektedir. Ozellikle,
aktinomisetler, dogal veya sentetik ortamda c¢esitli pigmentlerin iiretilmesi ile
karakterize edilir (Sekil 2.11) ve organizmalar1 tanimlamada 6nemli bir kiiltiirel
ozellik olarak kabul edilir. Bu pigmentler genellikle mavi, menekse, kirmizi, sari,
yesil, kahverengi ve siyahin ¢esitli tonlarinda bulunur; bunlar ortam igine
yayilabilir veya miselyumda tutulabilir. Streptomyces tarafindan iiretilen
pigmentler, endopigmentler (belirli hiicre yapilarina baglanan) veya
ekzopigmentler (cevreleyen ortama salgilanan) olabilir. Bazen aktinomisetler
tarafindan iretilen farkli antibiyotikler pigment olarak kabul edilmektedir
(Anandan et al., 2016).

Pigment olusumu, ortamin pH’1, havalandirma, biiylime sicakligi, karbon ve
azot kaynaklarindan etkilenebildiginden, pigmentlerin tam kimyasal dogasi
hakkinda c¢ok az sey bilinmektedir. Olusumu ayrica solunum mekanizmalari,
savunma mekanizmalart ve UV isinlardan korumayla da baglantilidir. Bu
mikroorganizmlarin ayrica taksonomik caligmalar i¢in yararli bir kriter oldugu
diistiniilen koyu pigmentler olan melanin veya melanoidleri sentezleme ve

salgilama yetenegi vardir (Anandan et al., 2016).



Sekil 2.11 Aktinomisetlerde pigment {iretimi.

2.9.4 Nanopartikiil sentezi

Nanopartikiiller, hacimsel malzemelerle atomik veya molekiiler yapilar
arasindaki boslugu doldurdugu icin bilimsel acidan biiyiik ilgi gérmektedirler.
Genellikle, kimyasal yontemler yiiksek hacim i¢in diisiik maliyetlidir; ancak
bunlarin dezavantajlar1 Oncli kimyasallardan kaynaklanan kirlilik, toksik
solventlerin kullanim1 ve tehlikeli yan tirlinlerin iiretilmesidir. Bu nedenle, metalik
nanopartikiillerin sentezi i¢in yliksek verimli, diisiik maliyetli, toksik olmayan ve
cevre dostu prosediirler gelistirme ihtiyaci giderek artmaktadir. Bundan dolayi,
nanopartikiillerin sentezi icin biyolojik yaklasimlar 6nem kazanmaktadir

(Anandan et al., 2016).

Aslinda, aktinomisetler; antibakteriyel, antifungal, antikanser, antibiyotik,
antimalaryal, antiparazitik ve antioksidan gibi ¢esitli biyolojik 6zellikleri gosteren
nanopartikiillerin etkili dreticisidir. Streptomyces ve Arthrobacter genuslari,
giimiis ve altin nanopartikiillerinin sentezinde temiz ve toksik olmayan
yontemlerin gelistirilmesi i¢in olasi "nanofabrikalar" olarak ¢alisilmistir (Anandan

etal., 2016).
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Ranjani ve ark., (2016), gimiis nanopartikiil, sentezleyen denizel

aktinomisetlerin  ¢esitliligini  gozlemlemis ve 49 izolattan 25’inin bu
nanopartikiilleri sentezledigini gostermistir. Bu izolatlar1 igeren genuslardan
bazilar1; Streptomyces sp., Nocardiopsis sp., Kitasatosporia sp., Actinopolyspora
sp., Thermoactinomyces sp., Actinomadura sp., Kibdelosporangium sp.,
Saccharopolyspora sp. ve Thermomonospora sp.’dir (Anandan et al., 2016).

2.9.5 Biyoherbisitler

Aktinomisetlerin bir diger uygulama alani, sekonder metabolitlerinin,
istenmeyen bitkiler ve yabanci otlara karsi herbisitler olarak kullanilmasidir.
Streptomyces saganonensis, monokotiledon ve dikotiledon yabani otlar1 kontrol
eden herbisidin ve herbimisinleri tretir. Streptomyces sp. tarafindan iiretilen
anizomisin, tek yillik otsu yabani bitkiler i¢in kullanilan biiylime 6nleyicisinin bir
tirtidiir; anizomisin, bitkilerin klorofil sentezleme yetenegini yok edebilir. Benzer
sekilde, Streptomyces viridochromogenes’in bir metaboliti olan bialaphos,
glutamin sentezini inhibe ederek tek yillik ve ¢ok yillik otsu yabani bitkileri ve
genis yaprakli yabani otlar1 kontrol etmek icin yaygin bir sekilde kullanilmaktadir
(Anandan et al., 2016).

2.9.6 Biyosiirfektanlar

Biyosiirfektanlar, yiizey-aktif, hidrofilik ve hidrofobik kisimlari paylagan
mikrobiyal kokenli bilesiklerdir. Kimyasal kaynakli yiizey-aktif bilesiklerle
karsilagtirildiginda, biyostirfektanlar hammadde olarak mineral yagdan
bagimsizdir; biyolojik olarak parcalanabilirler ve diisiik sicakliklarda

iiretilebilirler (Anandan et al., 2016).

Biyosiirfektanlar, besin, kozmetik, tekstil, vernik, ilag, maden ve yag geri
kazanim endiistrileri gibi ¢esitli alanlarda uygulanabilir (Marchant and Banat,
2012). Lipopeptid antibiyotik daptomisin, piyasaya girmis ve gram pozitif
patojenlerden kaynaklanan hastaliklarin tedavisinde kullanilan ve Cubist
Pharmaceuticals tarafindan Cubicin olarak pazarlanan bir akntinomiset

biyosiirfektanidir (Anandan et al., 2016).
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2.9.7 Probiyotikler

Probiyotikler, ornegin; konak ile iligkili veya ortamdaki mikrobiyal
toplulugu degistirerek, besinin iyilestirilmis kullaniminm1 saglamak veya besin
degerini arttirmak, hastalifa karst konak yamitim1 arttirmak veya c¢evresel
ortaminin kalitesini arttirmak gibi ¢esitli yollarla konak tizerinde yararl bir etkiye
sahip olan canli mikrobiyal yardimci maddelerdir. Birka¢ oOnemli diger
uygulamaya ragmen, denizel aktinomisetlerin probiyotik olarak kullanimi,

dikkatleri toplamistir (Anandan et al., 2016).

2.9.8 Biyoremidasyon

Aktinomisetler, organik kirleticilerle kontamine olmus topraklarda yapilan
biyoremidasyonda, onlar1 bu uygulama i¢in iyi birer aday yapan bir¢cok ozellige
sahiptir. Kontamine olmus bazi alanlarda, parcalayicilar arasinda en baskin grup
da aktinomisetlerdir (Ranjani et al., 2016). Organik karbonun geri doniisiimiinde
onemli bir rol oynarlar ve kompleks polimerleri degrede etme yetenegine

sahiptirler (Anandan et al., 2016).

Sanscartier ve ark., (2009)’a gore giinliik yasamimizda yaygin olarak
kullanilan kimyasal hidrokarbonlarin, kimyasal bilesikler ve yakit olarak
kullanilmasiin biiytlik toprak ylizeylerinin en yaygin kirleticilerinden biri haline
getirdigini  ve bununda sonucta biliylikk bir c¢evresel sorun olarak
degerlendirilmistir. Bazi raporlar, Streptomyces grubunun hidrokarbonlarin
bozunmasinda ¢ok 6nemli bir rol oynayabilecegini 6nermektedir (Anandan et al.,

2016).

Bircok aktinomiset susu, seliiloz ve hemiseliillozu indirgeyici enzimler ve
hiicre dis1 peroksidaz iireterek lignini ¢oziiniir hale getirme ve lignin ile iligkili
bilesikleri par¢calama yetenegine sahiptir (Mason et al., 2001). Aktinomiset tiirleri
yagl bir ¢evrede yasama kabiliyetine sahiptir ve bu nedenle de yag igerikli
Kirleticileri azaltmak igin bioremidasyonda kullanilabilirler (Saha et al., 2013;

Anandan et al., 2016).
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2.9.9 Nematod kontrolii

On yillardir, bitki paraziti nematodlarin etkili bir sekilde kontrol edilmesinin
kimyasal nematisitlere bagimli oldugu bilinmektedir. Tehlikeli nematisidler
cevresel tehlikelere iligskin kotii etkileri nedeniyle, nematodlar1 kontrol etmek igin
yeni yontemlerin gerekliligi carpict bir sekilde géz Oniindedir. Giiniimiizde ¢ok
sayida mikroorganizma, bitki paraziti nematodlarin antagonistleri olarak
bilinmektedir. Ozellikle, antibiyotik iirettizi bilinen aktinomisetler, biyolojik
miicadelede kullanim potansiyeline sahiptir. Bir tiir Streptomyces’in avermektin
iiretimi, toprak kaynakli organizmalarin olduk¢a nematisidal bilesikler
tiretebildigini gostermistir. S. avermitilis, Wucheria bancroftii’ye kars1 yiiksek bir
etkinlige sahip ivermektini tiretmektedir (Ikeda and Omura, 1995). Benzer
sekilde, milbemisin, antimisin A9, fervenulin, bafilolidler, valinomisin,
salinosporamid A, kalafungin, thiamisinler ve aksenomisinler gibi ¢esitli farkli
antiparazitik bilesikler, Streptomyces sp., Salinispora sp. ve Marinactinospora sp.

gibi farkli aktinomisetlerden tiretilmektedir (Anandan et al., 2016).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1 Materyal

3.1.1 Ornekleme alanlar:

Ornekleme alani olarak Izmir ilinden 2 farkli bélge ve 3 farkli bitki rizosferi
secilirken, Aydin ilinden de bir bolge ve 2 farkli bitkinin rizosfer bolgeleri

secilmistir.

[zmir ilindeki ornekleme alanlarindan alinan &rneklerden ikisi karasal
ornekler olup, Bornova ilgesinde, Heracleum sp. ve Morus sp., bitkilerinin
rizosfer bolgelerinden alinmistir. Izmir ilindeki diger bir érnekleme alani ise sucul

orneklerin alindig1 Balgova ilgesinde yer alan Cakalburnu Lagiinii’diir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Sucul bitki rizosferinden 6rnekleme yapilan Cakalburnu Lagiinii, Izmir.

Aydn ilgesinden alinan iki 6rnek ise ayni bolgeden ancak iki farkli bitki
rizosferinden alinmistir. Orneklerin ikisi de karasal &rnekler olup Ornekleme
yapilan alanlar, Cucumbis sp. ve Lycopersion sp. rizosferleridir. Ornekleme

yapilan tarihler, Haziran 2017 — Eyliil 2017 arasinda degismektedir.
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3.1.2 Mikrobiyolojik analizler

3.1.2.1 Kullanilan besiverleri

Tez c¢alismasi sirasinda, izolasyon, saflastirma, izolatlarin muhafazasi,
biyoaktif bilesik dretimlerinin birincil, ikincil taramalar1 ile optimizasyon
asamasinda ve agroaktif bilesik iiretiminin kalitatif ve kantitatif taramalar1 icin

asagidaki besiyerleri kullanilmistir:

Besiyeri 1: Aktinomiset Izolasyon Agar (Difco, 212168) ve Broth

Sodyum kazeinat 2 g/L
L-Asparajin 0,19/L
Sodyum propiyonat 4 g/L
K2HPO4 0,5¢9/L
MgSO4 0,19/L
FeSO4 0,001 g/L
Gliserol 5¢g/L
Agar 15 g/L
Distile su 1L

Bu besiyeri, hazirlandiktan sonra, 121°C 1,1 atm basingta 15 dk boyunca
steril edilmistir. Sterilizasyon sonrasinda, kati olarak kullanilmasi istenildiginde
petrilere esit bir sekilde boliistiiriilerek katilagsmaya birakilmistir. Aktinomiset
Izolasyon Agar, izolasyon, saflastirma, izolatlarin stoklanmasi ve sivi besiyeri
olarak ise biyoaktif bilesik iretiminin ikincil taramalarinda ve optimizasyon
asamasinda kullanilmigtir. Denizel sucul ornekler icin yapilan calismalarda, bu

ortam % 50 deniz suyu % 50 distile su kullanilarak hazirlanmistir.

Besiyeri 2: Mueller Hinton Agar (Merck, 1.025437.0500)

Meat infusion 2 g/L
Kazein hidrolizat 17.5g/L
Nisasta 1,5¢g/L

Agar 13 g/L
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Distile su 1L

Bu besiyeri, hazirlandiktan sonra 121°C 1,1 atm basingta 15 dk boyunca
steril edilmistir. Mueller Hinton Agar, biyoaktif bilesik iiretiminin birincil ve

ikincil tarama ile optimizasyon ¢alismalarinda kullanilmastir.

Besiyeri 3: ISP (International Streptomyces Project) — 3 Broth

Yulaf ezmesi tozu 20 g/L
Iz element soliisyonu 1 ml/L
Distile su 1L

Bu besiyeri, hazirlandiktan sonra, 121°C 1,1 atm basingta 15 dk boyunca
steril edilmistir. ISP-3 Broth, biyoaktif bilesik {iretiminin ikincil taramalarinda ve
optimizasyon asamasinda kullanilmistir. Denizel sucul ornekler icin yapilan
calismalarda, bu ortam % 50 deniz suyu % 50 distile su kullanilarak

hazirlanmstir.

Besiyeri 4: Glukoz Soya Unu Broth

Glukoz 10 g/L
Soya unu 10 g/L
NaCl 10 g/L
CaCOs3 1g/L
Distile su 1L

Bu besiyeri, hazirlandiktan sonra, 121°C 1,1 atm basingta 15 dk boyunca
steril edilmistir. Glukoz Soya Unu Broth, biyoaktif bilesik {iretiminin ikincil
taramalarinda ve optimizasyon asamasinda kullanilmistir. Denizel sucul 6rnekler
icin yapilan ¢aligmalarda, bu ortam % 50 deniz suyu % 50 distile su kullanilarak

hazirlanmstir.



Besiyeri 5: ISP-2 Broth

Maya oziitii
Malt oziiti
Dekstroz
Pepton
Distile su

Bu besiyeri, hazirlandiktan sonra, 121°C 1,1 atm basingta 15 dk boyunca
steril edilmistir. ISP-2 Broth, biyoaktif bilesik iiretiminin ikincil taramalarinda ve
optimizasyon asamasinda kullanilmistir. Denizel sucul ornekler igin yapilan

calismalarda, bu ortam % 50 deniz suyu % 50 distile su kullanilarak

hazirlanmstir.

72

4 g/L
10 g/L
4 g/L
5¢/L
1L

Besiyeri 6: Nisasta Kazein Broth

Nisasta
Kazein
CaCOs
Fe3S04.7H20
MgS04.7H20
KNO3
K2HPO4
NaCl

Distile su

Bu besiyeri, hazirlandiktan sonra, 121°C 1,1 atm basingta 15 dk boyunca
steril edilmistir. Nisasta Kazein Broth, biyoaktif bilesik iiretiminin ikincil
taramalarinda ve optimizasyon agamasinda kullanilmistir. Denizel sucul 6rnekler

icin yapilan ¢aligmalarda, bu ortam % 50 deniz suyu % 50 distile su kullanilarak

hazirlanmstir.

10 g/L
0,3 g/L
0,02 g/L
0,01 g/L
0,05 g/L
2g/L

2 g/L

2 g/L
1L
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Besiyeri 7: Glisin ile desteklenmis ISP-2 Agar

Maya oziitii 4 g/L
Malt 6ziitii 10 g/L
Dekstroz 4 g/L
Glisin 4,4 g/L
Agar 15 g/L
Distile su 1L

Bu besiyeri, hazirlandiktan sonra, 121°C 1.1 atm basingta 15 dk boyunca
steril edilmistir. Sterilizasyon sonrasinda, besiyeri petrilere esit olarak
boliistiiriiliip katilagsmaya birakilmistir. Agroaktif bilesik {iretimi taramalarindan

olan, hidrojen siyaniir (HCN) iiretiminin kalitatif denemelerinde kullanilmustir.

Besiyeri 8: Pikovskaya’s Agar (PVKA) ve Broth

Maya 6ziiti 0,5g/L
Dekstroz 10 g/L
CasPOq 5g/L
NH4SO4 0,5g/L
KCI 0,2¢g/L
MgSO4 0,1g/L
MnSO4 0,0001 g/L
FeSO4 0,0001 g/L
Agar 15 g/L

Bu besiyeri, hazirlandiktan sonra, 121°C 1.1 atm basingta 15 dk boyunca
steril edilmistir. Sterilizasyon sonrasinda, besiyeri petrilere esit olarak
bolustiriilip katilasmaya birakilmistir.  PVKA, agroaktif bilesik iiretimi
taramalarindan olan, fosfat ¢ozliniirliigiiniin kalitatif denemelerinde PVK Broth
kantitatif fosfat ¢ozliniirligii denemelerinde kullanilmistir. Denizel sucul 6rnekler
icin yapilan ¢aligmalarda, bu ortam % 50 deniz suyu % 50 distile su kullanilarak

hazirlanmustir.
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Besiyeri 9:L-triptofan ile desteklenmis ISP-2 Broth

Maya oziitii
Malt oziiti
Dekstroz
Pepton
L-triptofan

Distile su

4 g/L

10 g/L
4 g/L

59/L

2g/L

1L

Bu besiyeri, hazirlandiktan sonra, 121°C 1,1 atm basingta 15 dk boyunca

steril edilmistir. Triptofan ile desteklenmis ISP-2 Broth, agroaktif bilesik iiretimi

taramalarindan olan,

indol asetik asit Uretiminin, kalitatif ve kantitatif

taramalarinda kullanilmistir. Denizel sucul 6rnekler i¢in yapilan calismalarda, bu

ortam % 50 deniz suyu % 50 distile su kullanilarak hazirlanmistir.

Besiyeri 10: Luria Bertani (LB) Broth (Difco, 244620)

Tripton
Maya ozutu
NacCl

Distile su

10 g/L
59/L
10 g/L
1L

Bu besiyeri, hazirlandiktan sonra Oncelikle tiiplere esit miktarlarda

bolistiiriilmiis ve daha sonra 121°C 1,1 atm basingta 15 dk boyunca steril

edilmistir. LB Broth, biyoaktif bilesik tiretimi denemeleri sirasinda, bakteriyal test

orgamizmalarinin tiretilmesi i¢in kullanilmistir.

Besiyeri 11: Sabaroud Dekstroz Broth (SDB)(Sigma, S3306)

Dekstroz
Ozel pepton

Distile su

20 g/L
10g/L
1L

Bu besiyeri, hazirlandiktan sonra Oncelikle tiiplere esit miktarlarda

boliistiiriilmiis ve daha sonra 121°C 1,1 atm basingta 15 dk boyunca steril
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edilmistir. SDB, biyoaktif bilesik iiretimi denemeleri sirasinda, fungal test

orgamizmalarinin iiretilmesi i¢in kullanilmistir.

Besiyeri 12: Chrome Azurol S (CAS) Agar

CAS ¢ozeltisi 100 ml
LB Broth 25g/L
Agar 15g/L
Distile Su 900 ml

Bu besiyeri ve CAS ¢ozeltisi ayr1 ayri hazirlandiktan sonra 121°C 1,1 atm
basingta 15 dk. boyunca steril edilmistir. Sterilizasyon sonrasinda petrilere esit
miktarlarda bolistiriilmiistiir ve katilasmaya birakilmistir. CAS agar, siderofor

tiretiminin kalitatif taramalarinda kullanilmastir.

3.1.2.2 Kullanilan cozeltiler ve kimyasal maddeler

Bu tez calismasinda; izolasyon, biyoaktif bilesik tiretiminin birincil, ikincil
taramalar1, tiretim ortaminin optimizasyonu asamasi ve agroaktif bilesik

tiretiminin kalitatif, kantitatif taramalar1 i¢in asagidaki ¢ozeltiler kullanilmistir:

Cozelti 1: Fizyolojik Tuzlu Su (FTS)

FTS, 8,5 g/L NaCl olarak distile su igerisinde hazirlanmistir. Rizosferik
aktinomiset izolasyonu asamasinda 121 °C 1,1 atmosfer basingta 15 dk boyunca
steril edildikten sonra seyreltme plaka yontemi uygulanirken kullanilmak tizere

hazirlanmustir.

Cozelti 2: Siklohekzimid Stok Cozeltisi (Sigma, C7698-1G)

0,5 g siklohekzimid, 10 ml % 96 etanol igerisinde ¢oziindiiriilerek 50 mg/ml
siklohekzimid stok ¢ozeltisi hazirlanmistir. Rizosferik aktinomiset izolasyonu
sirasinda fungus biliylimesinin engellenmesi amaciyla besiyerine eklenmek i¢in ve
antifungal aktivite taramalar1 sirasinda pozitif kontrol olarak kullanilmak {iizere

hazirlanmistir.
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Cozelti 3: Streptomisin Stok Cozeltisi (Sigma, SO0774)

0,5 g streptomisin, 10 ml distile su igerisinde ¢oziindiiriilerek 50 mg/ml
konsantrasyondaki streptomisin stok c¢ozeltisi hazirlanmistir. Biyoaktif bilesik

iiretiminin optimizasyon asamalarinda pozitif kontrol olarak kullanilmistir.

(Cozelti 4: Pikrik Asit Cozeltisi

0,5 g pikrik asit ve 2 g sodyum karbonat 100 ml distile su igerisinde
¢cOziindiiriilmiis ve pikrik asit ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu ¢ozelti daha sonra
siringa filtre ile steril edilmistir ve HCN tretimininin kalitatif olarak taranmasi

asamalarinda kullanilmistir.

Cozelti 6: Salkowski Reaktifi

Salkowski reaktifi, 50 ml % 35°lik perklorik asit (Merck,1.00519.2501)
icerisine 1 ml 0,5 M FeCls (Rielden-Haen, 12319) ilave edilerek hazirlanmistir.
Indol asetik asit iiretimini saptamak i¢in ve IAA standart grafiginin hazirlanmasi

asamalarinda kullanilmistir.

Cozelti 7: Kloromolibdik asit ¢6zeltisi

Kloromolibdik asit ¢ozeltsi, 400 ml distile su icerisinde ¢oziindiiriilen 15 g
ammonyum molibdatin (Himedia, GRM307-500G), 400 ml 10 N hidroklorik asit
(Merck, GRM307-500G) igerisine karistirtlmasi ve 1L’ye tamamlanmasi ile elde
edilmistir. Bu c¢ozelti fosfat c¢oziiniirliigii aktivitesinin kantitatif taramalari

sirasinda kullanilmastir.

(Cozelti 8: Klorostannous asit ¢ozeltisi

Klorostannous asit stok ¢ozeltisi, 10 g SnCIoH.O (Himedia, GRM6390-
500G)’mn 25 ml konsantre hidroklorik asit igerisinde ¢oziindiiriilmesi ile elde
edilmistir. Bu stok ¢ozeltiden 1 ml alinip, 132 ml distile su igerisine eklenerek ise
calisma sollisyonu hazirlanmistir. Bu c¢ozelti, kantitatif fosfat c¢ozliniirliigii

aktivitesi taramalarinda kullanilmistir.
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Cozelti 9: Indol asetik asit stok ¢ozeltisi (0,1 mg/ml) ve standart ¢ozeltileri

(0,01-0,1 mg/ml)

0,001 g IAA (Merck, 104086431), 100 ml distile su igerisinde ¢6ziilerek
stok TAA ¢oOzeltisi hazirlanmistir. Daha sonra, bu stok ¢ozeltiden seyreltmeler
yapilarak 0,01 ile 0,1 mg/ml konsantrasyonlari arasinda standart g¢ozeltiler
hazirlanmistir. Bu ¢ozeltiler, IAA standart graifiginin hazirlanmasi i¢in

kullanilmustir.

Cozelti 10: KH2POg stok ve standart ¢cozeltileri

0,01 g KH2PO4 (Rielden-Haen, 04248) 100 ml distile su igerisinde ¢oziilerek
stok ¢ozelti hazirlanmistir. Daha sonra, stok ¢ozeltiden seyreltmeler yapilarak
0,01 ile 0,1 mg/ml konsantrasyonlar arasinda standart ¢ozeltiler hazirlanmistir ve

KH2POg4 standart grafiginin hazirlanmasinda kullanilmastir.

Cozelti 11: Tris-borik asit-EDTA Tamponu (TBE) stok soliisyonu (5X/L
pH:8)

27,5 g Borik asit (Fluka 15670), 2,92 g EDTA (Sigma, E5134), 54,0 g Tris-
base’in 1L distile su igerisinde ¢oziindiiriilmesiyle hazirlanmistir.  DNA
izolasyonu sonunda DNA safliginin tayini ve PCR iirilinlerinin elektroforezi

asamasinda kullanilan agaroz jelin hazirlanmasinda kullanilmastir.

Cozelti 12: Tris-borik asit-EDTA Tamponu (TBE) 1X

TBE 5X ¢ozeltisinin % oraninda seyreltilmesiyle elde edilmistir. % 0,8’lik

ve % 1’lik agaroz jellerinin hazirlanmasinda kullanilmastir.

Cozelti 13: % 0,8’lik agaroz

0,8 g agarozun 100 ml 1X TBE tamponunda ¢oziinmesiyle elde edilmistir.

DNA izolasyonundan sonra elektroforez agamasinda kullanilmistir.
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Cozelti 14: % 1’lik agaroz

1 g agarozun 100 ml 1X TBE tamponunda ¢oziinmesiyle elde edilmistir.

Polimeraz zincir reaksiyonu sonrasinda elektroforez asamasinda kullanilmistir.

Cozelti 15: 5X MUB (Modified Universal Buffer)

12,1 g Tris (hidroksil metil) amino metan (Merck, 1.08387.0500), 11,6 g
Maleik asit (Fluka, 63180), 14 g Sitrik asit (,141018) ve 6,28 g Borik asi (Fluka,
15670)t, 1IN NaOH (Tekkim, TK.1070510.01000) igerisinde ¢oziindiiriilmiistiir ve
distile su ile 1L’ye tamamlanmistir. Bu ¢6zeltinin 200 ml’si 0,5 N HCI ile pH
5,5%e, diger 200 ml’si ise 0,5 N NaOH ile pH 9’a ayarlanmistir. Alkali ve asit

fosfataz aktivitesi taramalarinda tampon ¢ozelti olarak kullanilmaistir.

Cozelti 16: 0.115 M p-nitrofenil fosfat ¢ozeltisi

4,268 g p-nitrofenil fosfat (Himedia, MB12-25G), 100’er ml pH 5,5 ve pH 9
MUB igerisinde ¢oziindiiriilerek ayr1 ayri iki pH’da hazirlanmistir. Alkali ve asit

fosfataz aktivitesi taramalarinda substrat olarak kullanilmustir.

Cozelti 17: p-nitrofenol stok ve standart ¢ozeltileri

1,39 mg/ml konsantrasyondaki p-nitrofenol (Sigma, N7660-100ML) ticari
olarak temin edilmis olup, igerisinden 0,719 ml alinarak distile su ile 10 ml’ye
tamamlanarak stok c¢ozelti hazirlanmistir. pH 5,5 ve pH 9 i¢in ayr1 ayn
hazirlanmistir. Stok ¢ozeltiden uygun seyreltmeler yapilarak standart ¢ozeltiler
hazirlanmistir. Bu ¢0zeltiler, alkali ve asit fosfataz aktivitesi denemelerinde

standart grafik hazirlanmasi i¢in kullanilmastir.

Cozelti 18: CAS (Chrome Azurol S) Cozeltisi

60,5 mg CAS boyast (Himedia,RM336-10G) 50 mL distile su igerisinde
¢ozilmis ve 10 ml demir (IIT) ¢ozeltisi (1 mM FeClz, 6H20, 10 mM HCI) ile
karistirtlmistir. CAS-FeCls ¢ozeltisi yavasca karistirilmaya devam edilerek, 40 ml
su iginde ¢oziilerek hazirlanmis hekzadesiltrimetilamonyum (72,9 mg) (HDTMA)
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ile karistirilmistir ve daha sonra 1,1. atm’de 121°C’de steril edilmistir. Bu ¢ozelti,

siderofor tiretiminin kalitatif taramalarinda kullanilmistir.

3.1.2.3 Kullanilan baslica cihazlar

e Spektrofotometre (VARIAN)

e Santriftij (Hettich ROTINA 35R)

e Otoklav (HIRAYAMA)

e inkiibatérler (SANYO, BINDER)

e Calkamal inkiibator (INNOVA 4340)
e PCR cihaz1 (PE Applied Biosystem)
e Elektoforez tanki (Thermo Fisher)

e Jel goriintiileme cihaz1 (UVP)

e Otomatik pipetler (BRAND)

e Hassas terazi (Denver Instrument)

e pH 6l¢iim cihaz1 (WTW)

e Vorteks (VWR INTERNATIONAL)
e Buzdolabi (REGAL-BOSCH)

e Evaporator(Heidolph)

3.1.2.4 Kullanilan kitler ve icerikleri

-Fungal/Bakteriyal DNA Kiti (Zymo Research, D6005)
e 7R Bashingbead liziz tiipleri
e Liziz Solusyonu
e DNA 6n yikama tamponu
e DNA yikama solusyonu
e DNA elusyon tamponu
e Zymo-Spin™ IV Spin Filtreleri
e Zymo-Spin™ [IC Kolonlar1

e Toplama tiipleri
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-Q5 High Fidelity Hot start DNA Polimeraz kiti (New England Biolabs,

M0493S)
e Q5 Hot Start High-Fidelity DNA Polimeraz
e 5X Q5 reaksiyon tamponu
e Q5 High GC Enhancer

3.2 Metod
3.2.1 Rizosferik toprak érneklerinin alinmasi1 ve muhafazasi

Rizosferik toprak ornekleri, farkli 4 karasal ve 1 sucul bitkinin, 5-15 cm
derinlikteki ve koke yaklasik 3 cm uzakliktaki rizosfer bolgelerinden aseptik
kosullarda, onceden steril edilmis kavanozlar igerisine alinmis ve soguk zincir
korunarak laboratuvara getirilmistir (Kaur et al., 2013). izolasyon islemi,
orneklerin alindig1 giin igerisinde tamamlanmistir. Ornekleme yapilan baz1 bitkiler

ve drnekleme bolgelerinin fotograflar Sekil 3.1. ve 3.2°de gosterilmektedir.

Sekil 3.2. Heracleum sp. (Ogrek otu) bitkisi ve drnek aliiminin yapildigi rizosfer bdlgesi.



Sekil 3.3. Sucul bitkiden toprak drneginin alindigi rizosfer bolgesi.

3.2.2 Rizosferik aktinomisetlerin izolasyonu ve saflastirilmasi

Bes farkli bitki rizosferinden alinan, 10’ar gramlik rizosferik toprak
numuneleri, 90 ml steril edilmis FTS icerisine eklenmis ve 10®’ya kadar olacak
sekilde seyreltme serileri hazirlanmigtir. Dokme plaka yontemi uygulanmis olup,
her bir seyreltmeden pertilere 1’er ml aktarilmistir. Daha sonra, fungal biiylimeyi
engellemek amaciyla, antifungal ajan olarak 50 mg/ml konsantrasyondaki
siklohekzimid ¢ozeltisi eklenmis AIA ortami, tiim seyreltme Srneklerini igeren
petrilere esit bir sekilde dagitilmistir (Kaur et al., 2013). Petriler 28°C’de 4-7 giin
boyunca inkiibasyona birakilmistir (Gopalakrishnan et al., 2014).

Inkiibasyondan sonra, farkli renk ve koloni sekli gibi morfolojik 6zellikler
dikkate alinarak farkli aktinomiset kolonileri secilmistir. Bu aktinomiset
kolonileri, AIA’da saflastirilip daha sonraki calismalar i¢in +4°C’de muhafaza

edilmistir.
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3.2.3 Biyoaktif bilesik iiretiminde birincil taramalar

3.2.3.1 Antibakterivel aktivite taramalari

Birincil taramada, saf izolatlarin antibakteriyel aktivitesi Mueller Hinton
Agar (MHA) iizerinde capraz ¢izgi yontemi (Cross Streak Method) ile
belirlenmistir (Chaudhary et al., 2013).

Aktinomiset izolatlart MHA plakalarinin ortasinda uzun bir ¢izgi seklinde
ekilmis ve ardindan 27°C’de 10 giin inkiibasyona birakilmistir. 10 giiniin sonunda,
test bakterileri aktinomiset izolatlarinin biiylimesine dik olacak sekilde inokiile
edilmigtir (Sekil 3.4). Daha sonrasinda 37°C’de 24 saatlik inkiibasyon sonunda
inhibisyon derecesine bakilmistir (Rakesh et al., 2013).

a. b.

Sekil 3.4. Cross streak metodu (a. Aktinomiset kolonilerinin, b. Bakteriyal test

organizmalarinin inokiilasyon sekli).

Aktinomiset izolatlarinin yakininda {ireme goriilmemesi veya test
bakterilerinin daha az yogunlukta iiremesi, izolatlarin antibakteriyel metabolit

iiretimi ve salgilamasi i¢in pozitif sonug olarak olarak kabul edilmistir (Rakesh et
al., 2013).



83
Antibakteriyel aktivite taramalarinda, Bacillus cereus ATCC 7064,

Enterococcus faecalis ATCC 29212, Escherichia coli ATCC 29998, Salmonella
typhimurium, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Staphylococcus aureus ATCC
6538/P insan patojeni bakteriyal test organizmalar1 olarak kullanilmistir

(Chaudhary et al., 2013).

3.2.3.2 Antifungal aktivite taramalari

Antifungal aktiviteler belirlenirken, birincil tarama yontemi olarak Agar
Plug Metodu kullanilmistir (Sekil 3.5). MHA ortamina, 0,1 ml patojen fungal test
organizmalar1 (Candida albicans ve Aspergillus niger) yayilarak ekilmistir. Daha
sonra 7 glin boyunca MHA ortaminda inkiibe edilmis aktinomiset izolatlarindan
lem’lik diskler alinarak test organizmalarinin bulundugu ortama birakilmistir.
Aktinomiset izolatlariin irettikleri antimikrobiyallerin, patojen fungal test
organizmalarin1 etkileyip etkilemedikleri ve etki diizeyleri belirlenmis olup

sonuglar mm cinsinden kaydedilmistir (Mohanraj et al., 2011).

)
O

A.niger

C.albicans

Sekil 3.5. Agar Plug Metodu.
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3.2.4 Biyoaktif bilesik iiretiminde ikincil taramalar

3.2.4.1 Fermentasvon sivis1 (supernatant) ile antibakterivel ve

antifungal aktivite taramalari

Birincil taramalarda, umut verici antimikrobiyal aktivite g0Osteren
aktinomiset izolatlari, 100’er ml’den olusan bes farkli siv1 besiyeri (AIB, NKB,
ISP-2, IPS-3 ve GSB) kullanilarak 150 rpm’de siirekli ¢alkalama ile 30°C’de 7
glin inkiibasyona birakilmis ve antimikrobiyal bilesik iiretmeleri saglanmistir
(Gopinath et al., 2013; Mohseni et al., 2013; Singh et al., 2014; Duddu and
Guntuku, 2016; Chandrakar and Gupta, 2017).

Izolatlarin hiicresiz siipernatantinin, birincil taramada kullanilan ayni test
organizmalarina kargt antimikrobiyal aktivitesi, disk diflizyon yoOntemi

kullanilarak gosterilmistir (Singh et al., 2014).

Aktinomiset izolatlarinin gelisip, antimikrobiyal bilesik {trettikleri bu
ortamlar, 10000 rpm’de 10 dk. santrifiije tabi tutulmustur (Silambarasan et al.,
2012). Denemelerin yapildigr 7. giinde, 24 saatlik bakteriyal test organizma
kiilttirleri, steril FTS ile birka¢ kez yikanip seyreltilmistir. Bakteriyal patojen
siispansiyonlari, spektrofotometre kullanilarak 600 nm’de 0,5 McFarland tiirbidite
standardindaki tiipe esdeger olacak sekilde ayarlanmistir. Bu da, 1,5 x 108 kob/ml
(koloni olusturan birim/ml)’ye esittir (Jobim et al., 2014). Fungal test
organizmalari ise, thoma lami yardim ile sayilarak 3,0 x107 cfu/ml’ye
ayarlanmistir. Ve her bir test organizmasindan 0,1 ml alimarak MHA ortami

iizerine yayilmistir.

Test organizmalarini igeren MHA ortamu tizerine, 6nceden steril edilmis 6
mm capindaki diskler aseptik kosullarda eklenmistir ve bu diskler iizerine her bir
izolatin supernatantindan 10 pl aktarilmustir. Petriler, daha sonra antimikrobiyalin
diflizyonu i¢in 30 dakika siireyle oda sicakliginda tutulmus ve sonrasinda 37°C’de
inkiibasyona birakilmigtir. 24 saat sonunda ise, disk cevresindeki inhibisyon

zonlar1 kaydedilmistir (Rajan and Kannabiran, 2014).
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3.2.5 Biyoaktif bilesik iiretimi icin ortam optimizasyonu

Supernatant ile yapilan taramalar sonucunda segilen izolat ve/veya izolatlar,
calkalamali inkiibatéorde 150 rpm donme hizinda, 28°C’de 7 giin boyunca bes
farkli siv1 besiyerinde inkiibe edilmistir (Gopinath et al., 2013; Mohseni et al.,
2013; Singh et al., 2014; Duddu and Guntuku, 2016; Chandrakar and Gupta,
2017). Daha sonra, kiiltiir sivist 20 dakika boyunca 5000 rpm dénme hizinda
santrifiijjlenmistir.  Farkli  sivi  kiiltir  ortamlarinda  iretilen  biyoaktif
metabolit/metabolitler, ayirma hunisi igerisinde esit hacimde etil asetat (1:1) ile
iki kez 15 dk. siireyle ¢alkalanarak supernatanttan ekstrakte edilmistir. Bu islem
sonucunda olusan iki tabakadan biri olan ¢oziicii tabaka ayrilmis olup bu islemden
sonra evaporatdorde 40°C’lik su banyosunda vakum altinda buharlastirilmistir

(Singh et al., 2014).

Izolatlarin farkli besiyerlerinde iiretilmesi ve sonrasinda gergeklestirilen
ekstraksiyon isleminde elde edilen ekstraktlar, etil asetat igerisinde
¢cOziindiiriilmiis ve supernatant ile yapilan denemelerdeki test organizmalari
burada da kullamilmistir ve prosediir aynen uygulanmistir. Onceki asamalardan
farkli olarak kullanilan fungal patojenlerin sayisi lige ¢ikarilmistir ve eklenen
fungal patojen bitkileri enfekte eden Alternaria genusuna ait Alternaria sp. izolat
D21 (Acccesion No. MH029120) (Toker, 2018) olarak seg¢ilmistir. Etil asetat
negatif kontrol olarak, streptomisin ve siklohekzimid c¢ozeltileri ise sirasiyla
antibakteriyel aktivite denemeleri ve antifungal aktivite denemelerinde pozitif

kontrol olarak kullanilmustir.

3.2.6 Agroaktif bilesik iiretiminin taranmasi

3.2.6.1 Fosfat coziiniirliigii aktivitesi

Aktinomiset izolatlari, Pikovskaya tarafindan gelistirilen Pikovskaya’s agar
(PVKA) iizerinde biyiitilmustir. Petri iizerindeki koloninin Cas(PO4)’1
¢Oziindiirerek, koloni ¢evresinde berrak bir zon olusturmasi, fosfat
¢cozlinlirliigliniin  bir gostergesi olarak kabul edilmistir. Fosfat ¢oziiniirligii

belirlenirken, halo-zon ve koloni ¢aplari, 27°C’de 14 giin inkiibasyondan sonra
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Olciilmiigtiir. Halo-zon c¢ap1, toplam ¢aptan koloni ¢apinin ¢ikarilmasiyla

hesaplanmistir (Franco-Correa et al., 2010). 14 giin sonunda, halo-zon ¢ap1 > 9
mm olan izolatlar, fosfat ¢oziinlirliigli agisindan pozitif olarak kabul edilmis ve

kantitatif taramalarda kullanilmak tizere segilmistir (Dastager and Damare, 2013).

Coziindirilmis fosfatin kantitatif 6l¢limii i¢in, 0,1 g trikalsiyum fosfat
iceren 100 ml Pikovskaya broth’a, 7 giinliik aktinomiset kiiltlirlerinden 1 cm’lik
agar diskler inokule edilmistir. Ornekler, 9 giin boyunca, 150 rpm’de 28°C’de
calkalamali inkiibatorde inkiibasyona birakilmistir. Her bir erlenden, 20 ml’lik
kiiltiir sivilart alinmis ve 30 dk. boyunca santrifiijlenmistir (15000 rpm) ve
supernatanta salinan suda ¢oziinlir fosfat miktari, indirgenmis-klorostannous-
molibdofosforik mavi asit metodu ile 3., 5., 7. ve 9. giinlerde belirlenmistir. 10 ml
supernatant, 10 ml kloromolibdik asit ve 1 ml klorostannous asit karistirilmis ve
hacim, distile su ile 50 ml’ye tamamlanmistir. Ayni giinler igerisinde alinan kiiltiir
stvilarmin pH degerleri de kaydedilmistir. Inokiilasyon gerceklestirilmeyen steril
ortam ise kor olarak kullanilmistir. Daha sonra olusan mavi renk,
spektrofotometre ile 600 nm’de okunmustur. Cozinmiis fosfat miktari,
KH2PO4’1in standart egrisi kullanilarak hesaplanmigtir (Sekil 3.6). Ayni1 zamanda,
inkiibasyon siiresi sonunda izolatlarin kuru agirliklar1 da belirlenmistir (Wani and

Irene, 2014; Kaur, 2014).

KH,PO, Standart Grafigi

012
01 ¥=1,3644x-0,0001
R?=0,999,..-+""
0,08

Absorbans (600 nm)
=)
&

0 001 002 003 004 005 006 007 008
Konsantrasyon (mg/ml)

Sekil 3.6. KH,PO4 Standart Grafigi (0 - 0,07 mg/ml).
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3.2.6.2 Asit ve alkali fosfataz aktivitesi

Kalitatif fosfat ¢oziiniirliigii aktivitelerinde 9 mm’den biiyiik berrak zon
olusumu gercgeklestiren izolatlar asit ve alkali fosfataz enzimlerinin varlig

acgisindan da taranmustir.

Se¢ilmis izolatlardan 1 cm’lik agar diskler, % 0,1 g trikalsiyum fosfat iceren
PVKB besiyerlerine inokiile edilmistir. Her bir izolat, 10 giin boyunca 24 saatlik
araliklarla alkali ve asit fosfataz aktivitesi i¢in belirlenen prosediir ile taranmistir.

Prosediir asagida yazildigi sekilde uygulanmistir (Kaur, 2014):

e Enzim o6rneginden (bu denemede supernatant) 0,5 ml alinmistir.

e Uzerine 5 ml MUB ilave edilmistir. (Asit fosfataz icin pH 5,5 ve
alkali fosfataz i¢in pH 9)

o Filtre ile steril edilmis 0,115 M p-nitro fenil fosfattan (her bir pH’ta
ayr1 ayrt hazirlanmistir) 1 ml ilave edilmistir.

e Bu karisim 37°C’de 1 saat boyunca karanlik ortamda inkiibe
edilmistir. Inkiibasyonun sonunda 5ml 0,5 N NaOH c¢ozeltisi,
reaksiyonu durdurmak i¢in karisima ilave edilmistir.

e Olusan sar1 renk yogunlugu spektrofotometre ile 410 nm’de
Olgiilerek fosfataz aktivitesi belirlenmistir.

e Fosfataz enzim aktivitesi, siipernatantin ml’si basina p-nitro fenil
substratindan filtrat icinde p-nitrofenol olusum miktar1 olarak
belirtilmistir. p-nitrofenol igerigi, 10-100 pg/ml konsantrasyon
araliginda p-nitrofenol igeren standartlardan elde edilen sonuglarla
olusturulmus standart grafik (Sekil 3.7 ve Sekil 3.8) referans alinarak
hesaplanmustir.

e Kontrole de ayni prosediir uygulanmisg olup sadece p-nitro fenil

substratt NaOH ¢o6zeltisinden sonra eklenmistir.
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p-nitrofenol Standart Grafigi (pH 5.5)
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Sekil 3.7. pH 5,5 da p-nitrofenol standart grafigi(0,01-0,08 mg/ml).

p-nitrofenol Standart Grafigi (pH 9)
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Sekil 3.8. pH 9,0 da p-nitrofenol standart grafigi (0,01-0,1 mg/ml).

3.2.6.3 indol asetik asit iiretimi

Aktinomiset izolatlar1 ile IAA tretimi Gordon ve Weber (1951)’e gore
modifiye edilerek denenmistir. Aktinomiset izolatlari, 7 giin boyunca 30°C’de
ISP-2 agar ortaminda fretilmistir. 1 cm capli agar diskleri steril aparatlar
kullanilarak kesilip, % 0,2 L-triptofan iceren 100 ml ISP-2 broth igerisine
inokulasyon gergeklestirilmistir. Izolatlar bu ortamda, 30°C’de 14 giin boyunca
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150 rpm’de siirekli calkalama ile inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra,

ornekler, 15 dakika boyunca 11,000 rpm’de santrifiijlenmistir ve 1 ml supernatant,
2 ml Salkowski’s reaktifi ile karistinlmistir. Inokiilasyon gerceklestirilmemis
steril ortam kor olarak kullanilmistir. Daha sonra, karanlik ortamda 30°C
sicaklikta, 25 dakika boyunca inkiibe edilmistir. IAA iiretimi pembe-kirmizi bir

rengin gelisimi olarak gbzlemlenmistir (Passari et al, 2015).

Aktinomiset izolatlar1 arasindan, kirmizi-pembe rengi gdosterenler,
spektrofotometre kullanilarak absorbans degerleri 535 nm’de Olglimiistiir.
Buradan elde edilen absorbans degerleri, IAA standart egrisi (Sekil 3.9) ile
karsilagtirilarak, IAA miktar1 pg/ml cinsinden ifade edilmistir (Passari et al.,

2015).

TAA Standart Grafigi

3
¥ =31,268x + 0,0854
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Sekil 3.9. 535 nm’de IAA Standart grafigi (0-0,08 mg/ml).

Daha sonra, en yiiksek iiretimi gerceklestiren izolat, inkiibasyon siiresinin ve
L-triptofan miktarinin [AA {iretimi iizerindeki etkisini gostermek tizere, % 0-1
arasinda degisen L-triptofan konsantrasyonlarinda hazirlanan ISP-2 ortamina 1
cm’lik agar diskler seklinde inokule edilmistir. Inokiilasyon gerceklestirilmeyen,
steril ortam kor olarak kullanilmistir. IAA miktar1 daha onceden de belirtilen
metod kullanilarak 14 giin boyunca Ol¢iilmiistiir. Sonuglar IAA standart grafigi
kullanilarak belirlenmis ve yine pg/ml cinsinden ifade edilmistir (Abd-Alla et
al.,2013; Patel and Patel, 2014).
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3.2.6.4 Siderofor iiretimi

Rizosferik izolatlarin siderofor iiretimi, indikatdér boya, krom azurol S
(CAS) kullanilarak Schwyn ve Neilands tarafindan tarif edilen protokol modifiye
edilerek belirlenmistir. 28°C’de 5 giin inkiibasyondan sonra sarimsi-turuncu bir
halo-zon sergileyen izolatlar, siderofor {iretimi i¢in pozitif olarak kabul edilmistir
(Lakshmanan et al., 2015).

3.2.6.5 Hidrojen siyaniir iiretimi

Aktinomiset izolatlar1 ile hidrojen siyaniir (HCN) iiretimi, Lorck (1948)’un
metodu uyarlanarak degerlendirilmistir. Whatmann No.1 filtre kagidi, bir dakika
boyunca % 0,5°1ik pikrik asit igindeki % 2’lik sodyum karbonat i¢ine batirilmistir.
Sonrasinda, bu ¢ozeltiye batirilmis filtre kagitlari petri plakalarimin altina
yerlestirilmistir. Daha sonra, 4,4 g/L glisin ile desteklenmis ISP-2 ortam petrilere
esit bir sekilde dagitilmig ve katilagsmaya birakilmigtir. Aktinomiset izolatlar1 bu
ortama ekildikten sonra ise, petriler, parafilm ile kapatilarak 7-12 giin boyunca
28°C’de inkiibasyona birakilmistir. Filtre kagidindaki kirmizi-kahve renk HCN

iiretiminin gostergesi olmustur (Anwar et al., 2016).

3.2.7 Rizosferik aktinomiset izolatlarinin molekiiler tanilanmasi

3.2.7.1 DNA izolasyonu

Rizoferik  aktinomisetlerin ~ DNA  izolasyonu, @ Zymo  Research
Fungal/Bakteriyal DNA izolasyon kiti ile yapilmigtir. Izolatlar, AIB besiyerinde,
30°C sicaklikta, 150 rpm donme hizinda g¢alkalamali inkiibasyon ile 3 giin
boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda aktinomiset kiiltiirleri
eppendorflara alimmistir. 10,000 rpm’de 10 dakika santrifiijlenmistir. Daha sonra
supernatant kismi atilmistir. 1000 pl ultra saf su kullanilarak pelletler iki kez
yikanmigtir. Sonrasinda, DNA izolasyon prosediirli, kullanilan kitin igerigine

uygun bir sekilde asagidaki talimatlar takip edilerek uygulanmistir:
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e 50-100 mg aktinomiset hiicreleri 200 pl izotonik tampon ya da ultra
saf su igerisine eklenmis ve daha sonra karistirilmastir.

e Hiicre soliisyonunun tamami BashingBead™ lizis tiipline eklenmig
ve 5 dk. boyunca vorteks islemi gerceklestirilmistir.

e Lizis tipleri 10,000 g’de 1 dk. siireyle santrifiilenmistir.

e Sonrasinda lizis tiipleri igerisindeki supernatantlardan 400 pl’ye
kadar alinarak, toplama tiipii igerisine yerlestirilmis Zymo-Spin™ [V
spin filtre (turucu kapakli)’ye aktarilmis ve 7,000 g’de 1 dk. boyunca
santrifiijlenmistir.

e Onceki asamada toplama tiipii icerisinde toplanan filtrat iizerine
1200 pl Fungal/bacterial DNA baglanma tamponu eklenmistir.

e Yeni bir toplama tiipii icerisindeki Zymo-Spin ™ IIC kolonuna, bu
karigimdan 800 ul eklenmistir. 10,000 g’de 1 dk. boyunca
santrifiijlenmistir.

e Ayniislem 1 kez daha tekrarlanmis ve sonrasinda Zymo-Spin ™ IIC
kolonu yeni bir toplama tiipii igerisine alinmistir. Bu asamadan sonra
200 pl DNA 6n yikama tamponu eklenmistir. Daha sonra, 10000
g’de 1 dk. santrifiijlenmistir.

e 500 pl DNA yikama tamponu Zymo-Spin ™ IIC kolonuna
aktarilmistir ve 10,000 g’de 1 dk. boyunca santrifiij islemi
tekrarlanmistir.

e Zymo-Spin ™ [IC Kolonu 1,5 ml’lik steril bir ependorf tiipiine
aktarilmis ve dogrudan kolon matrisine 100 pl DNA eliisyon
tamponu eklenmistir.

e Son olarak, 10,000 g’de 30 sn. santrifiij gerceklestirildikten sonra saf
DNA elde edilmistir.

Elde edilen DNA’larin saflik kontroliinii yapmak amaciyla elektroforez
islemi gergeklestirilmistir. Bu islem i¢in % 0,8’lik agaroz jel hazirlanmis ve islem
90V’da 80dk. siireyle gergeklestirilmistir. Bu asamada, 1X TBE tamponu

kullanilmastir.
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3.2.7.2 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Izole edilen DNA’larin PZR’1 i¢in Q5 Hot Start High Fidelity DNA
Polimeraz kiti kullanilmistir. 16S rRNA amplifikasyonu i¢in 8-27 F (Forward, 5°-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG) ve  14492-1510 R  (Reverse, 5’-
GGCTACCTTGTTACGACTT) universal primerleri (Alpha DNA) kullanilarak
PZR islemi gerceklestirilmistir (Kogyigit, 2009). PZR kosullar1 ve PZR reaksiyon
karisimu sirasiyla Cizelge 3.1 ve Cizelge 3.2’°de belirtilmistir:

Cizelge 3.1. PZR Kosullari.

Sicakhik Siire Dongii
Baslangic
Denaturasyonu 98 °C 30sn 1
Denaturasyon 98 °C 5sn
Yapisma 65°C 20 sn 30
Uzama 72 °C 20 sn
Son Uzama 72 °C 2 dk 1

Cizelge 3.2. PZR Reaksiyon Karigimi.

Bilesenler Miktar
5X Q5 Reaksiyon Tamponu 5ul
10 Mm dNTPs 0,5 pl
Primer F 0,5 ul
Primer R 0,5 pl
5X Q5 High Fidelity GC Enhancer Sul
Q5 Hot Start High Fidelity DNA Polimeraz 0,25 ul
Genomik DNA 1 pl
Ultra Saf Su 12,75 pl

Elde edilen PZR iirlinlerinin, saflik ve biitlinliik kontroliinii ger¢eklestirmak
amaciyla agaroz jel elektroforezi gerceklestirilmistir. Bu islem icin % 1’lik agaroz

ile jel hazirlanmis ve PZR iirtinleri 90V’da 60 dk. boyunca yiiriitiilmiistiir.
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3.2.7.3 16S rRNA bolgesi baz dizilerinin belirlenmesi

PZR fdriinleri REFGEN Gen Arastirmalar1 ve Biyoteknoloji Merkezi
(Ankara)’ne gonderilmis olup, baz dizileri belirlenerek e-posta yoluyla tarafimiza

ulastiriimastir.

REFGEN, Gen Arastirmalar1 ve Biyoteknoloji Merkezi tarafindan her bir
DNA ipligi i¢in belirlenen baz dizileri, Mega 6,0 (Tamura et al., 2007) programi
kullanilarak Gen Bankasi’nda yer alan, daha 6nce girisleri yapilmis diger dizilerle
karsilastirilabilmesi i¢in uygun formata getirilmistir. Daha sonra ise, Gen bankasi
veri tabaninda yer alan diger dizilerle karsilagtirmalar gerceklestirilerek

tanimlamalar1 yapilmistir (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cqi).

3.2.7.4 Filogenetik dendogramlar ve Gen Bankasi kabul numaralari

Mega 6,0 programi filogenetik dendogramin olusturulmasi amaciyla
kullanilmistir. NCBI Gen Bankasi’ndan referans tiirlerin 16S rRNA bolgesini
iceren baz dizilerinin Mega 6,0 programma girisleri yapilmistir. Clustal W
programi kullanilarak benzerlik bolgelerine gore hizalanan ve Neighbor-joining
metodu ile (1000 tekrarl) dizilere gore filogenetik dendogram olusturulmustur
(Saitou and Nei., 1987).

Gen Bankasi’na ait Banklt programi
(https://www.ncbi.nIm.nih.gov/WebSub/index.cgi?tool=genbank) tizerinden
izolatlara ait gesitli bilgiler ve baz dizileri girilerek kabul numaralarinin alinmasi

i¢cin bagvuru yapilmistir.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi
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4. BULGULAR

4.1 Rizosferik Aktinomisetlerin izolasyonu

Birbirinden farkli 4 karasal ve 1 sucul bitkinin rizosfer bolgelerinden
toplanan toprak oOrneklerinden yapilan izolasyon sonucu, tim seyreltme

petrilerinde (Sekil 4.1) morfolojik o6zellikleri farklilik gdsteren 42 adet

aktinomiset kolonisi se¢ilmistir.

Sekil 4.1. Dut bitkisi rizosferinden alinan toprak 6rneklerinden gergeklestirilen aktinomiset

izolasyonu sonucunda elde edilen seyreltme petrilerinin goriintiisii.

AlA’da her seferinde yakarak ¢izgi ekim yontemiyle saflastirma islemi
gerceklestirilmistir (Sekil 4.2). Yapilan seyreltme islemi sonrasinda elde edilen
izolatlarin izole edildikleri bitkiler, bitkilerin habitatlar1 ve bu bitkilerin yer aldig1
lokasyonlar Cizelge 4.1°de gosterilmektedir.



Sekil 4.2. CYP25 izolatinin saflagtirma agamasindaki goriintiisii.
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Cizelge 4.1. Ttim izolatlarin izole edildikleri bitkiler, habitatlar1 ve bu bitkilerin lokasyonlari.

izolatlar

Ornekleme yapilan bitki toprag

Habitat

Bolge

CYP-1

CYP-2

CYP-3

CYP-4

CYP-5

CYP-6

CYP-7

CYP-8

CYP-9

CYP-10

CYP-11

Heracleum sp. rizosferi (Ogrek otu)

Karasal

[zmir

CYP-12

CYP-13

CYP-14

CYP-15

CYP-16

CYP-17

CYP-18

CYP-19

CYP-20

CYP-21

CYP-22

Morus sp. rizosferi (Dut agact)

Karasal

[zmir

CYP-23

CYP-24

CYP-25

CYP-26

Sucul bitki rizosferi

Sucul

Izmir

CYP-27

CYP-28

CYP-29

CYP-30

CYP-31

CYP-32

Lycopersicon sp. rizosferi (Domates
bitkisi)

Karasal

Aydm

CYP-33

CYP-34

CYP-35

CYP-36

CYP-37

CYP-38

Cucumis sp. rizosferi (Salatalik bitkisi)

Karasal

Aydm

CYP-39

CYP-40

CYP-41

CYP-42

Sucul bitki rizosferi

Sucul

Izmir
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4.2 Biyoaktif Bilesik Uretiminde Birincil Taramalarin Sonuglar

4.2.1 Birincil antibakteriyel aktivite taramalarinin sonuclari

Cross streak metodu kullanilarak yapilan denemeler sonucunda, 42
aktinomiset izolat1 igerisinden, 6 patojenik test organizmasinin tiimiinde de etki
gosterebilen 4 izolat (CYP9, CYP19, CYP25, CYP35) tespit edilmistir. Diger
izolatlar ise ya higbir patojene kars1 aktivite gosterememistir ya da ¢ok az sayida
patojene kars1 diisiik aktiviteler gostermistir (Sekil 4.3). Sonuglar milimetre
cinsinden dlciilerek, Cizelge 4.2°de gosterilmistir. Tiim patojenlere karsi aktivite

gosteren bu 4 izolat ikincil taramalar i¢in se¢ilmistir.

Sekil 4.3. CYP-35 izolatinin 6 patojen bakteriyal test organizmasina karsi gostermis oldugu
antibakteriyel etki ve aktivitesi saptanmayan CYP-21 izolati.
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Cizelge 4.2. Cross Streak Metodu kullanilarak gerceklestirilen birincil antibakteriyel aktivite

tarama sonuglari.

izolat Bakteriyel test organizmlari ve inhibisyon zonlar1 (mm)

S.aureus | B.cereus | E.faecalis | S.typhimurium | E.coli | P.aeruginosa

CYP-1 5 6 - 6 - 5

CYP-2 10 10 2 - 12 16

CYP-3 - - - - - -

CYP-4 12 11 12 11 - 13

CYP-5 - - - - - 5

CYP-6 - 2 2 - 14

CYP-7 - - - - - -

CYP-8 - - - - - -

CYP-9 30 23 26 32 20 30

CYP-10 - - - - - -

CYP-11 - - - - -

CYP-12 - - - - - 7

CYP-13 - - - 5 - 23

CYP-14 - - - - - -

CYP-15 - - - - - -

CYP-16 - - - -

CYP-17 16 6 3 14

CYP-19 13 12 12 6

3
CYP-18 - - - - - -
9

CYP-20 - - - -

CYP-21 - - - - - -

CYP-22 - - - - 4

CYP-23 - - - -

CYP-24 - - - -

|01

CYP-25 8 12 7 11 6

CYP-26 - 5 - - -

[N
N

CYP-27 - - - - -

CYP-28 - - - - 30

1 W

CYP-29 - - - - -

CYP-30 - - - - -

CYP-31 - - - - -

CYP-32 - - 3 - -

8
CYP-33 - 3 - - - 8
CYP-34 - 6 - 4 - 7

CYP-35 30 30 30 20 30 30

CYP-36 - - - - - -

CYP-37 - - - - - -

CYP-38 - - - - 20 16

CYP-39 - - - - - -

CYP-40 - - - - - -

CYP-41 - - - - - -

CYP-42 - - - - - -
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4.2.2 Birincil antifungal aktivite taramalarimin sonuclari

Agar Plug Metodu kullanilarak gerceklestirilen antifungal aktivite
taramalarinda, 42 aktinomiset izolat1 arasindan 5 izolat her iki fungal patojene
kars1 antifungal aktivite gosterirken, diger 37 izolat ya hi¢ sonu¢ vermemistir ya
da olusturduklart zon g¢aplarinin daha diisiik oldugu saptanmistir. Pozitif sonug
veren bu izolatlar, CYP3, CYP6, CYP9, CYP29 ve CYP30’dur. Sonuglar mm
cinsinden Olgiilerek, Cizelge 4.3’de gosterilmistir. Antifungal aktiviteye sahip
oldugu saptanan ve bu aktivitenin saptanmadig1 izolatlara birer 6rnek, sirasiyla,
Sekil 4.4 ve 4.5 de gosterilmektedir. En yiliksek aktiviteyi gosteren izolatlar ile

ikincil antifungal aktivite taramalarina gecilmistir.

Sekil 4.4. CYP-9 izolatiin C. albicans (C.a) ve A. niger(A.n)’e kars1 gosterdigi antifungal

aktivite zonlar1.

Sekil 4.5. A. niger(A.n) ve C. albicans (C.a)’a kars1 antifungal aktivite gostermeyen CYP-

19 izolati.



Cizelge 4.3. Aktinomiset izolatlarinin C. albicans ve A. niger’e karsi gosterdikleri antifungal
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aktivite zon ¢aplarinin milimetre cinsinden degerleri.

izolat

Antifungal aktivite zon ¢aplar1 (mm)

Candida albians

Asgergillus niger

CYP-1

CYP-2

CYP-3

16

22

CYP-4

CYP-5

CYP-6

20

22

CYP-7

CYP-8

CYP-9

14

18

CYP-10

12

CYP-11

16

CYP-12

CYP-13

CYP-14

CYP-15

CYP-16

CYP-17

CYP-18

CYP-19

CYP-20

CYP-21

CYP-22

CYP-23

CYP-24

CYP-25

CYP-26

CYP-27

CYP-28

CYP-29

CYP-30

CYP-31

CYP-32

CYP-33

CYP-34

CYP-35

CYP-36

CYP-37

CYP-38

CYP-39

CYP-40

CYP-41

CYP-42




101
4.3 Biyoaktif Bilesik Uretiminin Ikincil Taramalarimin Sonuclari

Ikincil antifungal aktivite taramalar1 sonucunda, ISP-2 siv1 besiyeri disinda
diger 4 sivi besiyerinde antifungal aktivite saptanmistir. CYP30 izolat1 bu
besiyerlerinde en yiiksek antifungal aktiviteyi gosteren izolat olarak belirlenmistir.
C. albicans’a kars1 en yiiksek antifungal aktiviteyi 26 mm ile GSUB besiyerinde
gosterirken, A. niger’e karst en yiiksek aktiviteyi yine ayni besiyerinde 19 mm
olarak gostermistir (Sekil 4.6). Belirtilen 4 besiyerinde en diisiik antifungal
aktiviteyi ise CYP3 izolati gostermistir. CYP9 izolat1 iki patojen organizmaya
kars1 besiyerlerinin higbirinde aktivite gostermemistir. Tiim izolatlarin bes farkli
besiyerindeki supernatant ile yapilan antifungal aktivite taramalar1 Cizelge 4.4’te

gosterilmektedir.

1.n .‘ . A

Sekil 4.6. CYP-30 izolatinin ISP-3 besiyerinde 7 giinliik inkiibasyon sonucunda
supernatanti ile yapilan denemeler sonucu A. niger (A.n) ve C. albicans (C.a)’a kars1 gosterdigi

antifungal aktivite zonlar1.

Cizelge 4.4. Supernatant ile yapilan antifungal aktivite tarama sonuglari.

Besiyerleri
GSUB ISP-3 NKB AlB ‘ ISP-2
Fungal Test Organizmalari ve Antifungal aktivite zon ¢aplar1 (mm)
izolatlar | Ca | An Ca | An | Ca An | Ca | An | Ca An
CYP3 17 12 10 - 17 10 - 20 - -
CYP6 27 20 12 - 12 10 - 10 - -
CYP9 - - - - - - - - - -
CYP29 20 15 21 12 19 19 - 25 - -
CYP30 26 19 25 17 18 20 - 20 - -

C.a: Candida albicans, A.n: Aspergillus niger
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Belirlenen bu aktiviteler arasindan 4 besiyerinde ve her iki fungal patojen

organizma icin antifungal aktivitesi oldugu saptanan CYP-30 izolati, ekstraksiyon
asamasinda elde edilen ekstraktlarla yapilan antifungal aktivite denemeleri igin

secilmistir.

Ikincil antibakteriyel aktivite taramalar: sirasinda, bes farkli besiyerinde de
antibakteriyel aktivite saptanmistir. Ancak en iyi sonuglar GSUB besiyerinde, en
diisiik aktiviteler ise NKB besiyerinde saptanmistir. CYP-25 izolati, besiyerlerin
tamaminda patojenlerin bir kismia karsi antifungal aktivite gdstermemesine
ragmen etki ettigi patojenler icin diger izolatlara kiyasla en yiiksek aktivite
saptanmistir. CYP-25 izolat1 en yiiksek aktivitesini 16 mm ile ISP-2 besiyerinde
S. aureus’a karst gostermistir (Sekil 4.7). Ancak, B. cereus’a karsi higbir
besiyerinde aktivite gosterememistir. Tiim besiyerlerinde en diisiik aktiviteyi
gosteren izolat ise CYP-35 izolati olmustur. Tim izolatlarin bes farkl
besiyerindeki supernatant ile yapilan antibakteriyel aktivite taramalar1 sonucunda
elde edilen zon caplar Cizelge 4.5, 4.6, 4.7, 4.8 ve 4.9’da gosterilmektedir.
Supernatant ile yapilan denemeler sonucunda CYP-25 izolat1, tiim besiyerlerinde
bakteriyel patojenlerin ¢oguna karsi en yiiksek antibakteriyel aktiviteyi gostermis

oldugundan, optimizasyon asamasinda kullanilmak iizere se¢ilmistir.

Sekil 4.7 CYP-25 izolatinin ISP-2 besiyerinden elde edilen supernatantinin bakteriyel

patojen S. aureus’a kars1 gosterdigi antibakteriyel aktivite zon ¢api.



sonuglari.
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Cizelge 4.5. ISP-2 ortamindan elde edilen supernatant ile yapilan antibakteriyel aktivite tarama

ISP-2
Antibakteriyel aktivite zon ¢aplar1 (mm)
izolatlar P.a S.a B.c E.f E.c St
CYP9 - - 9 - 9 10
CYP19 - - - 9 9
CYP25 9 16 - 12 9 10
CYP35 - - 9 - 9 -
(P.a: Pseudomonas aeruginosa, S.a: Staphylococcus aureus, B.c: Bacillus cereus,

Enterecoccus faecalis, E.c: Escherichia coli, S.t: Salmonella typhimurium)

E.f:

Cizelge 4.6. ISP-3 ortamindan elde edilen supernatant ile yapilan antibakteriyel aktivite tarama

sonuglari.

ISP-3
Antibakteriyel aktivite zon ¢aplar1 (mm)
Izolatlar P.a S.a B.c E.f E.c St
CYP9 10 10 - - - -
CYP19 - - - - - -
CYP25 = 9 - - 10 10
CYP35 12 - - - 10 -
(P.a: Pseudomonas aeruginosa, S.a: Staphylococcus aureus, B.c: Bacillus cereus,

Enterecoccus faecalis, E.c: Escherichia coli, S.t: Salmonella typhimurium)

E.f:

Cizelge 4.7. GSUB ortamindan elde edilen supernatant ile yapilan antibakteriyel aktivite tarama

sonuglari

GSUB
Antibakteriyel aktivite zon ¢aplar:1 (mm)
izolatlar P.a S.a B.c E.f E.c St
CYP9 9 11 - 11 - -
CYP19 12 15 - 17 - 11
CYP25 - 9 - 10 9 10
CYP35 - - - 9 - 9

(P.a: Pseudomonas aeruginosa, S.a: Staphylococcus aureus,

B.c:

Enterecoccus faecalis, E.c: Escherichia coli, S.t: Salmonella typhimurium)

Bacillus cereus,

E.f:
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Cizelge 4.8. NKB ortamindan elde edilen supernatant ile yapilan antibakteriyel aktivite tarama

sonuglari.

NKB
Antibakteriyel aktivite zon ¢aplar1 (mm)
Izolatlar P.a S.a B.c Ef E.c S.t
CYP9 - - - 9 9 9
CYP19 - - - 9 9 9
CYP25 - 15 - - 9 9
CYP35 - - - - 9 9

(P.a: Pseudomonas aeruginosa, S.a: Staphylococcus aureus, B.c: Bacillus cereus, E.f:

Enterecoccus faecalis, E.c: Escherichia coli, S.t: Salmonella typhimurium)

Cizelge 4.9. AIB ortamindan elde edilen supernatant ile yapilan antibakteriyel aktivite tarama

sonuglart.

AIB
Antibakteriyel aktivite zon ¢aplar1 (mm)
Izolatlar P.a S.a B.c E.f E.c St
CYP9 - - = s > 10
CYP19 = - - - - 10
CYP25 10 = - 11 - 9
CYP35 - - - - - -

(P.a: Pseudomonas aeruginosa, S.a: Staphylococcus aureus, B.c: Bacillus cereus, E.f:

Enterecoccus faecalis, E.c: Escherichia coli, S.t: Salmonella typhimurium)
4.4 Biyoaktif Bilesik Uretimi I¢cin Ortam Optimizasyonu

Supernantant ile yapilan denemelerde en yiiksek antibakteriyel aktiviteyi
gosteren CYP25 izolatinin bes farkli besiyerinde 7 giinliik inkiibasyon siiresi
sonunda ekstraksiyon islemleri gergeklestirilmis olup, ekstraktlar ile yapilan
denemelerde 6 farkli bakteriyel patojene karsi gostermis oldugu antibakteriyel
aktivite sonuclart Sekil 4.8°de gosterilmektedir. En yiiksek aktivite, AIB
besiyerinden elde edilen ekstrakt ile yapilan denemeler sonucunda bakteriyel
patojen S. aureus’a kars1 18 mm olarak belirlenmistir. Diger test organizmalari
icin AIB besiyerinde gosterdigi antibakteriyel aktivite zon ¢aplari ise sirasiyla;
Pseudomonas aeruginosa 13 mm, Bacillus cereus 15 mm, Escherichia coli 14
mm, Enterecoccus faecalis 14 mm, Salmonella typhimurium 15 mm olarak

saptanmugtir. AIB besiyeri haricinde diger tiim besiyerlerinden elde edilen
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ekstraktlar P. aeruginosa’ya kars1 10 mm zon ¢ap1 olusturarak en diisiik aktiviteyi

gostermistir. Dolayistyla, CYP-25 izolat1 icin antibakteriyel bilesik iiretimi
acisindan en iyi besiyeri AIB olarak sdylenebilmektedir. CYP-25 izolatinin
kullanilan tiim besiyerlerinde 6 farkli bakteriyel test organizmasina karsi
gostermis oldugu antibakteriyel aktivite zon c¢aplari milimetre cinsinden

Olciilmiistiir ve Cizelge 4.10°da gosterilmistir.

Sekil 4.8. CYP-25 izolatinin bes farkli besiyerinden elde edilen ekstraktlari ile yapilan 6
farkli bakteriyal patojene karsi gosterdigi antibakteriyel aktivite denemeleri sonucu elde edilen zon

caplar.
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Cizelge 4.10. CYP-25 izolatiin bes farkli besiyerinden elde edilen ekstraktlari ile yapilan

antibakteriyel aktivite taramalarinda bakteriyel test organizmalarina kars1 gosterdigi zon gaplart.

Besiyerleri ve Antibakteriyel Aktivite Zon Caplar1

Test Organizmalari ISP-3 GSUB ISP-2 NKB AIB
P. aeruginosa 10 mm 10 mm 10 mm 10 mm 13 mm
S. auerus 10 mm 12 mm 12 mm 12 mm 18 mm
B. cereus 13 mm 11 mm 14 mm 13 mm 15 mm
E. coli 12 mm 11 mm 14 mm 12 mm 14 mm
E. faecalis 12 mm 12 mm 14 mm 12 mm 14 mm
S. typhimurium 13 mm 12 mm 15 mm 12 mm 15 mm

Ikincil taramalar sirasinda en yiiksek antifungal aktiviteyi gdsteren CYP-30
izolatinin, antibakteriyel aktivite potansiyelinin de belirlenmesi agisindan, elde
edilen ekstraktlar antibakteriyel aktivite denemelerine tabi tatulmustur. CYP-30
izolatinin beg farkli besiyerinde 7 giinliikk inkiibasyonu sonucunda elde edilen
ekstraklar ile yapilan antibakteriyel aktivite denemelerinin sonuglar1 Sekil 4.9’da

gosterilmektedir.
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Sekil 4.9. CYP-30 izolatinin bes farkl1 besiyerinde 7 giinliik inkiibasyonu sonucunda elde

edilen ekstraklari ile yapilan antibakteriyel aktivite denemelerinin sonuglari.

CYP-30 izolatinin ekstraktlari, neredeyse higbir bakteriyel izolata karsi
antibakteriyel aktivite gdstermemistir. Sadece GSB ve AIB besiyerlerinden elde
edilen ekstraklar bakteriyel patojen B. cereus’a karsi 10 mm ¢apinda zonlar

olusturmustur.
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Bu denemelerde negatif kontrol olarak kullanilan etil asetat, hicbir

bakteriyel test organizmasina karsi antibakteriyel etki gdstermemistir. Pozitif
kontrol olarak kullanilan streptomisin antibiyotigi ise, P. aureginosa ve S.
aureus’a kars1 27 mm, E. faecalis’e kars1 25 mm, S. typhimirium, B. cereus ve E.
coli’ye karst 24 mm zon c¢apinda antibakteriyel etki gostermistir. Negatif ve

pozitif kontrollerin anibakteriyel aktivite sonuglart Sekil 4.10’da gésterilmistir.

Sekil 4.10. Negatif (etil asetat) ve pozitif kontroliin (streptomisin) 6 farkli bakteriyel

patojene karst gosterdigi anibakteriyel aktivite sonuglari. (EA: etil asetat)
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CYP-30 izolatinin bes farkli besiyerinde 7 giinliik inkiibasyonu sonucunda

elde edilen ekstraktlar ile yapilan antifungal denemelerin sonuglar1 Sekil 4.11°de
gosterilmektedir. Bu izolat, en yiiksek antifungal aktiviteyi C. albicans ve
Alternaria sp. izolat D21 (Accesion No. MH029120)’e karst GSB besiyerinden
elde edilen ekstraktlar ile yapilan denemelerde gdstermistir. Izolatin GSB
besiyerinden elde edilen ekstraktlari kullanilarak en yiiksek aktivitesi C.
albicans’a karsi saptanmis olup; elden edilen zon ¢ap1 60 mm’dir. Yine ayni
besiyerinde, 52 mm ve 16 mm zon ¢aplar ile sirasiyla, Alternaria sp. izolat D21
(Accesion No. MHO029120) ve Aspergillus niger’e karsi antifungal aktivite
gostermistir. Aspergillus niger’e kars1 en yiiksek aktivite GSB besiyerinin aksine
NKB besiyeri kullanilarak elde edilen ekstraktlarla yapilan antifungal aktivite
denemelerinde de saptanmustir. ISP-2 ve AIB besiyerlerinde ise higbir fungal
patojene karsi aktivite gostermemistir. CYP-30 izolatinin bes farkli besiyerinden
elde edilen ekstraktlarmin 3 farkli fungal patojene karsi gosterdigi antifungal
aktivite zon caplar1 Cizelge 4.11°de gosterilmektedir.
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Sekil 4.11. CYP-30 izolatinin bes farkli besiyerinde 7 giinliik inkiibasyonu sonucunda elde

edilen ekstralari ile yapilan antifungal aktivite denemelerinin sonuglar1 (C.a: Candida albicans,

A.n: Aspergillus niger, AD21: Alternaria sp. izolat D21 (Acccesion No. MH029120)).

Cizelge 4.11. CYP-30 izolatinin bes farkli besiyerinden elde edilen ektraktlarinin 3 farkli fungal

patojene kars1 gosterdigi antifungal aktivite zon caplart.

Besiyerleri ve Antifungal Aktivite Zon Caplari

Test Organizmalari ISP-3 GSUB AIB NKB ISP-2
C. albicans 13 mm 60 mm 11 mm 20 mm -
A. niger 11 mm 16 mm - 25 mm -

Alternaria sp. D21 40 mm 52 mm - 16 mm -
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Ikincil taramalar sirasinda en yiiksek antibakteriyel aktiviteyi gosteren CYP-

25 izolatinin, antifungal aktivite potansiyelinin de belirlenmesi agisindan, elde
edilen ekstraktlar1 antifungal aktivite denemelerine tabi tatulmustur. CYP-25
izolatinin bes farkli besiyerinde 7 giinliik inkiibasyonu sonucunda elde edilen
ekstraktlar ile yapilan antifungal denemelerin sonuglar1 Sekil 4.12’de
gosterilmektedir. Bu izolat, en yiiksek antifungal aktiviteyi GSUB besiyerinden
elde edilen ekstraktlar ile yapilan denemelerde gostermistir. En yiiksek aktiviteyi
GSUB besiyerinden elde edilen ekstraktlar ile C. albicans’a kars1 40 mm zon ¢ap1
olusturarak gdstermistir. Yine ayn1 besiyerinde 25 mm zon ¢api ile Alternaria sp.
izolat D21 (Acccesion No. MH029120)’e antifungal aktivite gosterirken,
Aspergillus niger’e kars1 antifungal aktivite gostermemistir. CYP-25 izolatinin
bes farkli besiyerinden elde edilen ektraktlarinin 3 farkli fungal patojene karsi
gosterdigi antifungal aktivite zon ¢aplar1 Cizelge 4.12°de gosterilmektedir.
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Sekil 4.12. CYP-25 izolatinin bes farkli besiyerinde 7 giinliik inkiibasyonu sonucunda elde
edilen ekstraktlar ile yapilan antifungal denemelerin sonuglar1 (C.a: Candida albicans, A.n:
Aspergillus niger, AD21: Alternaria sp. izolat D21 (Acccesion No. MH029120)).



Cizelge 4.12. CYP-25 izolatinin bes farkli besiyerinden elde edilen ektraktlarinin 3 farkli fungal
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patojene kars1 gosterdigi antifungal aktivite zon ¢aplart.

Besiyerleri ve Antifungal Aktivite Zon Caplar:

Test Organizmalar: ISP-3 GSUB AIB NKB ISP-2
C.albicans 13 mm 40 mm 11 mm 15 mm 14 mm
A. niger - - - - -
Alternaria sp. D21 - 25 mm - - -

Bu denemelerde negatif kontrol olarak kullanilan etil asetat, hi¢cbir fungal
test organizmasina karsi antifungal etki gdstermemistir. Pozitif kontrol olarak
kullanilan siklohekzimid ise, C. albicans’a kars1 13 mm, A. niger’e kars1 27 mm,
Alternaria sp. izolat D21 (Acccesion No. MH029120)’e kars1 ise 50 mm zon

capinda antibakteriyel etki gostermistir. Negatif ve pozitif kontrollerin antifungal

etki sonuclar1 Sekil 4.13°te gosterilmistir.

P Cycleherimide

Sekil 4.13. Negatif ve pozitif kontrollerin antifungal etki sonuglar1 (C.a: Candida albicans,

A.n: Aspergillus niger, AD21: Alternaria sp. izolat D21 (Acccesion No. MH029120)).
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Ekstraksiyon islemlerinin gergeklestirildigi bes farkli besiyerinde 7 giinliik

inkiibasyon siiresi sonunda CYP 25 ve CYP 30 izolatlarinin olusturdugu kuru

agirlik miktarlar belirlenmistir ve Cizelge 4.13’te gosterilmektedir.

Cizelge 4.13. Ekstraksiyon islemlerinin gergeklestirildigi bes farkli besiyerinde 7 giinlikk

inkiibasyon siiresi sonunda CYP25 ve CYP30 izolatlarinin olusturdugu kuru agirlik miktarlart.

Besiyerleri izolatlarin Kuru agirhiklar
CYP25 CYP30

AlB 0.50¢ 0.38¢
SCB 0.75¢ 0.02¢g
ISP-2 0.69¢9 0.01¢g
ISP-3 1.05¢9 155¢g
GSuUB 2.68¢9 1619

4.5 Agroaktif Bilesik UretimiTaramalarimin Sonuclar
4.5.1 indol asetik asit iiretimi taramalarinin sonuclari

Triptofan ile desteklenmis ISP-2 ortaminda 14 giin siire ile gerceklestirilen
inkiibasyon sonucunda 42 aktinomiset izolat1 arasindan 12 tanesi IAA iiretimi
gerceklestirmistir. IAA tliretimi kirmizi-pembe renk olusumu ile saptanmaktadir.
Pozitif sonug¢ veren bu 12 izolat, kantitatif taramalar i¢in se¢ilmistir. Indol asetik
asetik Uretimine bagli olarak gerceklesen kirmizi-pembe renk olusumunun

goriildiigii bazi1 izolatlar Sekil 4.14°te goriilmektedir.
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Sekil 4.14. Indol asetik asetik liretimine bagh olarak gerceklesen kirmizi-pembe renk

olusumunun goriildiigii bazi izolatlar.

Onceki asamalarda kirmizi pembe rengin gdzlemlendigi izolatlar
spektrofotometre ile 535 nm’de okunmustur. Izolatlarin olusturmus olduklar1 IAA

miktar1, IAA standart egrisi ile karsilastirilarak pg/ml cinsinden belirtilmistir.

Bu calismada kullanilan rizosferik aktinomiset izolatlarinin olusturduklari
IAA miktarlart 5,0 - 51,04 pg/ml arasinda degigsmektedir. Renk degisimi
gozlemlenen izolatlardan en disik iretimi 5,0 pg/ml ile CYP-25 izolati
gerceklestirirken, en yiiksek iiretimi 51,04 pg/ml ile CYP-39 izolat
gerceklestirmistir. Izolatlarin 14. giin sonunda olusturduklar1 IAA miktarlar,
kirmizi-pembe renk olusum diizeyleri ve kuru agirliklar1 Cizelge 4.14°te

goriilmektedir.



Cizelge 4.14. izolatlarin 14. giin sonunda olusturduklari IAA miktarlari, kirmizi-pembe renk
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olusum diizeyleri ve kuru agirliklari.

izolatlar | Kirmizi Renk Olusumu | Kuru agirhk(g) | IAA(ug/ml)
CYP-17 + 0,36 9,7
CYP-20 + 0,21 5,2
CYP-25 I 1,41 5,0
CYP-33 + 0,01 7,4
CYP-35 ++ 0,53 12,24
CYP-36 ++ 0,24 10,6
CYP-37 I 0,34 9,6
CYP-38 + 0,57 7,7
CYP-39 4+ 0,05 51,04
CYP-40 +++ 0,25 21,4
CYP-41 +++ 0,36 23,7
CYP-42 +++ 0,53 24,7

En yiiksek tretimi gergeklestiren CYP-39 izolati, IAA tretim miktarinin
farkli L-triptofan konsantrasyonlarina ve giinlere gore degisimini belirlemek i¢in
kullanilmigtir. L-triptofan igermeyen ortamda ¢ok diisiik miktarlarda olsa da TAA
tiretimi saptanmistir. Farkli L-triptofan konsantrasyonlarinda yapilan denemelerde
ise, inkiilbasyon siirecinin ilk 4 giniinde kullanilan  L-triptofan
konsantrasyonlarinin higbirinde {iretim gergeklesmemistir. IAA {iretim siireci
5.glin baslayp artarak devam etmistir. Buna istisna olarak sadece triptofan
icermeyen ortamda ger¢eklesen IAA tiretiminde kiiciik miktarlarda dalgalanmalar
mevcuttur. Uretim miktar1 4,7- 76,5 pg/ml arasinda degismektedir. Farkli L-
triptofan konsantrasyonlarindaki giinlere gore {lretilen IAA miktari Cizelge
4.15’te gosterilmektedir. En diisiik tiretim (4,7 pg/ml) % 0,1 g L-triptofan igeren
ortamda 6. giin gergeklesirken, en yiiksek tiretim (76,5 pug/ml) ise % 0,9 g L-

triptofan igeren ortamda 13. giin ger¢eklesmistir.

En erken iiretim % 0,2 ve % 0,3 g L-triptofan igeren ortamlarda 5. giinde
gerceklesmistir. En geg iiretim ise % 1 g L-triptofan iceren ortamda 11. giinde
gerceklesmistir. Tiim L-triptofan konsantrasyonlarinda inkiibasyon siirecinin
sonlarina dogru iiretim miktar1 sabitlenmis ya da ¢ok az artig gostermistir. Farkl
L-triptofan konsantrasyonlarinda iiretilen IAA miktarlarinin glinlere gére degisimi
Sekil 4.15°de CYP-39 farkli  L-triptofan

gosterilmektedir. izolatinin
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konsantrasyonlarindaki ortamlarin 14. giin sonundaki kuru agirhik miktarlart

Cizelge 4.16°da gosterilmektedir.

Cizelge 4.15. Farkli L-triptofan konsantrasyonlarinda IAA iretiminin gergeklestigi gilinler ve

giinlere gore tretilen IAA miktarlart.

Triptofan Konsantrasyonlar: ve IAA miktarlar: (ng/ml)

Giin | 0% | %00.1 | %00.2 | %0.3 | %0.4 | %0.5 | %0.6 | 9%0.7 | %0.8 | 9%60.9 | 1%
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
5 0 0 9,6 7,1 0 0 0 0 0 0 0
6 11 4,7 11 28,2 0 0 0 0 0 0 0
7 14 14 14,7 | 349 | 284 42 10 0 0 0 0
8 16 | 16,1 | 23,6 | 34,7 | 32,8 | 41,7 | 26,2 9,4 0 0 0
9 17 | 18,6 | 28,1 | 49,8 | 50,7 | 46,9 28 36,9 0 32,2 0
10 | 18 | 209 | 442 | 63,2 | 66,4 | 716 | 36,4 | 57,3 | 125 | 614 0
11 | 18 | 252 | 489 | 68,7 | 678 | 719 | 46,8 | 69,3 | 134 66 28,8
12 | 16 | 29,1 | 516 | 683 | 748 | 728 | 598 | 723 | 51,7 | 74,7 | 58,8
13 | 16 | 29,1 | 51,7 | 693 | 744 | 72,7 | 631 | 753 | 58,9 | 76,5 | 68,1
14 | 14 | 29,1 | 51,7 72 757 | 735 | 66,1 | 754 | 70,8 | 76,3 | 71,08
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85 TIAA Miktar

TAA (ng/ml)
SENR8WESS

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Giinler
=@= g Triptofan =@=%0.1 g Triptofan ==@=%0.2 g Triptofan ==@==%0.3 g Triptofan

=@==%0.4 g Triptofan ==@=%0.5 g Triptofan ==@==%0.6 g Triptofan ==@==%0.7 g Triptofan
=@=%0.8 g Triptofan ==@==9%0.9 g Triptofan ==@==%1 g Triptofan

Sekil 4.15. Farkli L-triptofan konsantrasyonlarinda iiretilen IAA miktarlarinin giinlere gore

degisimi.

Cizelge 4.16. CYP-39 izolatinin farkli L-triptofan konsantrasyonlarindaki ortamlarda 14. Giinliik

inkiibasyon siireleri sonundaki tiremelerinin kuru agirlik cinsinden miktarlari.

L-triptofan Kuru
Konsantrasyonlar: Agirhk
%0 g 0,549
%0.1¢g 0,309
%0.2 g 0,179
%0.3 g 0,139
%0.4 g 0,399
%0.5¢g 0,159
%0.6 g 0,06 g
%0.7 g 041g
%0.89 0,429
%0.9 g 0419

%1g 053¢
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4.5.2 Fosfat ¢oziiniirliigii aktivitesi taramalarimin sonuclari

PVKA ortamina ekilen izolatlarin, petri tizerindeki koloni gevresinde berrak
bir bolge olusturmasi (Sekil 4.16) fosfat ¢oziiniirliiglinlin bir gdstergesi olarak
kabul edilmistir.

Sekil 4.16. CYP-35 izolatinin, PVKA fizerinde fosfat ¢oziinilirligi aktivesi sonucu

olusturdugu berrak zon.

Bu c¢alisamada kullanilan, 42 izolattan 15 tanesinin fosfat ¢oziiniirliigi
aktivitesini gerceklestirdigi berlirlenmistir. izolatlarm 14. giin sonunda halo-zon
caplart 3 mm ile 11 mm arasinda degismektedir. En diisiik halo-zon ¢apin1 CYP-7
izolat1, en yliksek halo-zon ¢apini ise CYP-35 izolati olusturmustur.

14. giin sonunda, halo-zon ¢ap1 > 9 mm olan 2 izolat kantitatif taramalar i¢in
secilmigtir. Tiim izolatlarin, belirli giinlerdeki halo-zon caplar Cizelge 4.17°de

goriilmektedir.
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Cizelge 4.17. izolatlarin belirli giinlerdeki halo-zon gaplari.

izolat
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Kalitatif taramalar sonucunda segilen izolatlarin, supernatanta salinan suda

¢oziinlir fosfat miktari, indirgenmis-klorostannous-molibdofosforik asit yontemi

ile belirlenmis ve bu asamada olusan mavi renk Sekil 4.17°de gosterilmistir.

Sekil 4.17. indirgenmis-klorostannous-molibdofosforik asit yontemi sonucu olusan mavi

renk.

Kantitatif fosfat ¢oziiniirliigli taramalar1 gergeklestirilen her iki izolat da, en
yilksek ¢oOziinmiis fosfat {retimini inkiibasyon siirecinin 9. giinlinde
gerceklestirmistir. En yiiksek fosfat ¢ozlintirligii aktivitesine sahip izolat CYP-35
olarak saptanmigtir. CYP-19 izolati, 114,2 pg/ml iiretim gergeklestirirken, CYP-
35 izolati 196,49 pg/ml iiretim gergeklestirmistir. Iki izolatin giinlere gore

olusturduklari ¢6ziinmiis fosfat miktarlar1 Sekil 4.18’de goriilmektedir.
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Coziinmiis Fosfat Miktar

250
200
150
100

50

Cdziinmiis Fosfat Miktan (ug/ml)

CYP-35 CYP-19
Giinler

H3.Glin W5 Glin ®7.Gin 9. Giin

Sekil 4.18. CYP-19 ve CYP-35 izolatlarinin giinlere gore olusturduklart ¢éziinmiis fosfat

miktarlar1.

Fosfat ¢Ozlinlirliigiiniin  artisiyla  birlikte, ortamimn pH’inda diisiis
gerceklesmistir. CYP-35 izolati pH’1 7’den 3,82’ye, CYP-19 izolat1 ise 7’den
3,96’ya diisiirmiistiir (Sekil). En diisik pH degerleri her iki izolat icin de,
inkiibasyon siirecinin 9. giiniinde saptanmustir. iki izolatin giinlere gore
olusturdugu ¢O6ziinmiis fosfat miktarlari ve pH degerleri Cizelge 4.18°de
gosterilmigtir. CYP-19 ve CYP-35 izolatlarinin fosfat ¢oziintirligline baglh
inkiibasyon siiresinin sonunda olusturduklar1 kuru agirlik miktarlar: ise sirasiyla

0,30 g ve 0,39 g’dur.
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pH Degisimi
8
7
6
5
:5_ 4 v\t ~
3
2
1
0
0.glin 3.glin 5.glin 7.gln 9.glin
Giinler
=@—CYP-19 CYP-35

Sekil 4.19. CYP-19 ve CYP-35 izolatlarinin fosfat ¢oziiniirligiine bagh pH degisimleri.

Cizelge 4.18. CYP-19 ve CYP-35 izolatlarinin giinlere gore olusturdugu ¢6ziinmiis fosfat

miktarlar1 ve pH degerleri.

CYP-35 CYP-19
Giinler pH Coziiniir Fosfat (ug/ml) pH Coziiniir Fosfat (ug/ml)
3. Giin 4,54 12,2 4,56 35,2
5. Giin 3,99 56,6 4,25 46,7
7. Glin 3,96 84 3.9 109
9. Gilin 3,96 196,4 3,82 114,2

4.5.3 Asit ve alkali fosfataz aktivite taramalarinin sonuglari

CYP-19 ve CYP-35 izolatlari, belirlenen prosediir ile alkali ve asit fosfataz
aktivitesi agisindan taranmistir. Ancak iki izolatta da aktivite saptanamamistir ya

da saptanacak diizeyin altindadir.



4.5.4 Siderofor iiretimi
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CAS agarda taramalar1 yapilan 42 aktinomiset izolati1 arasindan, 34 tanesi

siderofor iiretimini gergeklestirmistir. En yiiksek halo-zon c¢aplari, CYP-11, CYP-

14 ve CYP-25 izolatlar tarafindan olusturulmustur. Tiim izolatlarin siderofor

olusturma diizeyleri Cizelge 4.19°da, siderofor iiretimi gergeklestiren bazi

izolatlarin olusturdugu turuncu renkli halo-zonlar Sekil 4.20°de gosterilmektedir.

Cizelge 4.19 Tiim izolatlarin siderofor olusturma diizeyleri.

Izolat | Siderofor Uretimi | Tzolat | Siderofor Uretimi | izolat | Siderofor Uretimi
CYP-1 - CYP-15 AR CYP-29 AFan
CYP-2 - CYP-16 ++ CYP-30 -
CYP-3 = CYP-17 + CYP-31 -
CYP-4 i CYP-18 + CYP-32 +++
CYP-5 AFaFEn CYP-19 i CYP-33 AFan
CYP-6 ++ CYP-20 ++++ CYP-34 -
CYP-7 +++ CYP-21 + CYP-35 +
CYP-8 + CYP-22 + CYP-36 it
CYP-9 A CYP-23 - CYP-37 -
CYP-10 + CYP-24 = CYP-38 +
CYP-11 ArFerar CYP-25 AP CYP-39 Sl
CYP-12 + CYP-26 - CYP-40 +++
CYP-13 ++++ CYP-27 ++++ CYP-41 +
CYP-14 +++++ CYP-28 ++ CYP-42 +++




Sekil 4.20. Siderofor iiretimi ger¢eklestiren bazi izolatlarin olusturdugu turuncu renkli halo-

zonlar.
4.5.5 Hidrojen siyaniir iiretimi taramalarinin sonuclari

Izolatlarin, glisin ile desteklenmis ISP-2 agar ortaminda 12 giinliik
inkiibasyonu sonucunda, filtre kagitlarindaki renk degisimleri incelenmistir. 42
adet aktinomiset izolatindan, 9 tanesinin HCN iiretimini gergeklestirdigi
gozlemlenmistir. En iyi HCN iireticisinin CYP-15 izolat1 oldugu belirlenmistir.
HCN iiretimi sonucu filtre kagidinda meydana gelen renk degisimi Sekil 4.21°de,

tiim izolatlarin HCN iiretim diizeyleri ise Cizelge 4.20°de goriilmektedir.
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Sekil 4.21. CYP-15 izolatinin HCN iiretimi sebebiyle, filtre kagidinda meydana getirdigi

renk degisimi (kirmizi-kahveregi) ve kontrol (sart).

Cizelge 4.20. Tiim izolatlarin HCN iiretim diizeyleri.

izolat | HCN Uretimi |  izolat HCN Uretimi izolat HCN Uretimi
CYP-1 - CYP-15 AFarar CYP-29 -
CYP-2 - CYP-16 - CYP-30 =
CYP-3 - CYP-17 - CYP-31 -
CYP-4 + CYP-18 = CYP-32 -
CYP-5 i CYP-19 - CYP-33 -
CYP-6 - CYP-20 - CYP-34 -
CYP-7 - CYP-21 - CYP-35 ++
CYP-8 + CYP-22 - CYP-36 -
CYP-9 + CYP-23 - CYP-37 -
CYP-10 - CYP-24 - CYP-38 -
CYP-11 - CYP-25 ++ CYP-39 ++
CYP-12 + CYP-26 - CYP-40 -
CYP-13 - CYP-27 - CYP-41 -
CYP-14 - CYP-28 ++ CYP-42 -




127
4.6 Rizosferik Aktinomiset izolatlarinin Molekiiler Tanilanmasi

4.6.1 DNA Izolasyonu ve PZR

Izolatlarn DNA izolasyonu, Zymo Research Fungal/bakteriyal DNA
izolasyon kitindeki prosediir aynen uygulanarak gerceklestirilmistir. izole edilen
DNA’lar, 8-27 F ve 1492-1510 R evrensel 16S rDNA primerleri kullanilarak,
PZR islemini gergeklestirmek i¢in kullanilmistir. DNA izolasyonu sonrasinda elde
edilen DNA’larin ve PZR reaksiyonu sonrasinda olusan iiriinlerin saflik ve
biitiinliik  kontroliini  yapmak amaciyla  gerceklestirilen  agaroz  jel

elektroforezlerinin goriintiileri Sekil 4.22 ve Sekil 4.23’de gosterilmektedir.

M CYP15 CYP19 CYP25 CYP30 CYP35 CYP3S
(R |

b

Sekil 4.22. izolatlarin genomik DNA’larinin DNA izolasyonu sonucunda yapilan % 0,8

agaroz jel elektroforezindeki goriintiisii (M: marker).
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M CYP15 CYP19 CYP25CYP30CYP35 CYP39

3000 be -

1500 be -
1000 be -

Sekil 4.23. izolatlarin PZR iiriinlerinin % 1’lik agaroz jel elektroforezindeki goriintiisii (M:

marker).
4.6.2 16S rRNA gen bdlgesi baz dizilerinin belirlenmesi

Polimeraz zincir reaksiyonu sonucunda elde edilen iirlinlerin baz dizilerinin
belirlenmesinden  sonra  Gen  bankast  veri tabaninda yer alan
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) diger baz dizileri ile karsilastirmalari
yapilmistir. izolatlarm % benzerlik oranlar1 ve eslesme sonuglar1 Cizelge 4.21°de

gosterilmektedir.

Cizelge 4.21. Izolatlarin yiizde benzerlik oranlar1 ve eslesme sonuglari

izolat % Tiir Accesion
Benzerlik No.
Izolat CYP15 % 99 Nocardiopsis sp. 13-33-15 KM886200
izolat CYP19 % 99 Streptomyces chartreusis strain xsd08102 FJ481059
izolat CYP25 % 99 Streptomyces labedae strain NHF7 KU500360
izolat CYP30 % 99 Streptomyces sp. 620F KP998448
izolat CYP35 % 99 Streptomyces moderatus strain N19 KX149095

izolat CYP39 % 99 Nocardiopsis sp. 13-33-15 KM886200
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Izolatlarin taksonomik hatlar1 ise asagidaki gibidir:

fzolat CYP15 : Bacteria, Actinobacteria, Streptosporangiales,

Nocardiopsaceae, Nocardiopsis.

e 1lzolat CYP19 : Bacteria, Actinobacteria,  Streptomycetales,
Streptomycetaceae, Streptomyces.

e lzolat CYP25 : Bacteria, Actinobacteria, Streptomycetales,
Streptomycetaceae, Streptomyces.

e lzolat CYP30 : Bacteria, Actinobacteria, Streptomycetales,
Streptomycetaceae, Streptomyces.

e 1lzolat CYP35 : Bacteria, Actinobacteria, Streptomycetales,
Streptomycetaceae, Streptomyces.

e 1lIzolat CYP39 : Bacteria, Actinobacteria, Streptosporangiales,

Nocardiopsaceae, Nocardiopsis.
4.6.3 Filogenetik dendogram ve Gen Bankasi kabul numaralari

Mega 6,0 programi ile izolatlarin dendogrami yapilmis olup (Sekil 4.24),
Genbank’a bagvuru sonucunda tarafimiza iletilen kabul numaralari (Accession

No.) asagidaki gibidir:

e lzolat CYP15: MK254640
e lzolat CYP19: MK254641
e izolat CYP25: MK254642
e izolat CYP30: MK254643
e izolat CYP35: MK254644
e lzolat CYP39: MK254645
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Streptomyces chartreusis strain NBRC 12753 (NR_118341)
7 Streptomyces chartreusis strain ISP 5085 (NR_114815)
® Streptomyces chartreusis strain xsd08102 (FI481039)
® Izolat CYPI9
Streptomyces chartreusis strain T15 (KU317904)
Izolat CYP35
00! Streptomyces moderatus strain N19 (KX149095)

j—

100 [I:ofaf CYP25
Streptomyces labedae strain NHET (KU500360)
— Eolat CYP30
%

Streptomyces sp. 620F (KP998448)
100\ Streptomyces sp. OUCMDZ3434 (KJ818249)
Streptomyces sp. QA30 (IN942117)

Kitasatospora aureofaciens strain KACC 20180 (NR_042792)
Nocardia aobensis strain IFM 0372 (NR_040995)

97

Micromonospora inyonensis strain DSM 46123 (NR_044893)
Eolat CYPIS

57| Nocardiopsis sp. 13-33-15 (KM886200)

0 L{I:ofaz CYP30
28— Nocardiopsis sp. B22 (KJ470134)

0.02

Staphylococcus aureus stram ATCC 12600 (NR_118997)

Sekil 4.24. Mega 6,0 programi kullanilarak olusturulan tanilanan tiim izolatlar1 i¢eren

filogenetik dendogram.
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5. TARTISMA

Rizosfer, yani bitki koklerini ¢evreleyen ve onlardan etkilenen dar bolge,
cok sayida organizma i¢in sicak bir noktadir ve diinyadaki en karmagik
ekosistemlerden biri olarak kabul edilmektedir. Rizosferde bulunan organizmalar
arasinda bakteri, aktinomiset, mantar, oomiset, nematod, protozoa, alg, viriis,
archaea ve eklembacaklilar bulunmaktadir. Rizosfer mikrobiyomunun ¢ogu iiyesi,
bitki tarafindan salgilanan ¢ok miktarda besin maddesini kullanan karmasik bir
gida aginin pargasidir. Bu rizodepozitlerin (6rn. kok salgilari, sinir hiicreleri,
miisilaj) mikrobik c¢esitliligin diizenlenmesinde ve bitki kokleri iizerindeki
aktivitesinde 6nemli bir itici gli¢ oldugu g6z oniline alindiginda, bitkilerin rizosfer
mikrobiyomunu, bitki biliylimesi ve sagligma yararhh Ozellikleri olan
mikroorganizmalari segici olarak uyararak yararlarina modiile edebildikleri ileri
stiriilmistiir. Bitki bliylimesi ve saglhigi tizerinde yararl etkileri icin iyi ¢alisilmig
olan rizosfer organizmalar1 azot fikse edici bakteriler, mikorizal funguslar, bitki
biiytimesini ~ destekleyici  Rizobakteriler, biyokontrol —mikroorganizmalari,
mikoparazitik funguslar ve protozoadir. Rizosferde bulunabilen iiclincli bir
mikroorganizma grubu da insan patojenleridir. Son yillarda, insan patojeni
bakterilerin bitki dokularinda ve iizerinde ¢ogalmasini tanimlayan artan sayida

rapor bulunmaktadir (Mendes et al., 2013).

Rizosferdeki mikroorganizmalar, bitkilerin biiylimesine onemli derecede
destek olmaktadir ve bitki verimine de yardimci olmaktadir. Aktinomisetler
rizosfer mikrobiyal populasyonlarinin ana bilesenlerinden bir tanesidir.
Topraktaki besin dongiisiindeki etkilerinin yanisira bitki biiyiime desteginde de
cok onemli etkileri vardir. Aktinomisetler, litik enzimler, agroaktif bilesikler ve

antibiyotikler gibi sekonder metabolitler iiretmektedirler (Sreevidya et al., 2016).

Bu bilgilerin 1s18inda, bu tez ¢alismasinda rizosferden izole edilen
aktinomisetlerin biyoaktif ve agroaktif bilesik {liretim potansiyelleri aragtirilmistir.
Bu tez calismasinda agroaktif ve biyoaktif bilesik liretim potansiyelleri saptanan
42 farkl aktinomiset izolati; dut, domates, salatalik, 6grek otu, denizel sucul bitki
olmak iizere bes farkli bitkinin rizosfer bolgelerinden izole edilmistir (Cizelge

5.1).
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Cizelge 5.1. Bes farkli bitki rizosferinden izole edilen aktinomisetlerin sayica ve yiizdesel

dagilimi.
Rizosferik Toprak Ornekleri Aktinomiset Sayisi %
Domates 6 14,3
Salatahk 6 14,3
Ogrek otu 11 26,2
Dut 11 26,2
Sucul bitki 8 19
Toplam 42 100

Etiyopya’da yapilan bir ¢caligmada, antimikrobiyal aktivitelerini belirlemek
amaciyla ciftlik arazilerindeki bahge topraklarindan ve farkli bitki rizosferlerinden
toplanan toprak orneklerinden toplam 30 farkli aktinomiset izole edilmistir ve bu
aktinomisetlerin % 67’si bitkilerin rizosfer bolgesindendir (Muleta and Assefa,
2018). Pakistan’da yapilan bir calismada ise benzer sekilde, bugday ve domates
bitkilerinin rizosferik topraklarindan bitki gelisimini destekleyici aktivitelerini
saptamak tizere toplam 98 aktinomiset susu izole edilmistir (Anwar et al., 2016).
Kiyisal bolgelerdeki mangrov habitatlarinin  arastirilmasi, antimikrobiyal
maddeler ve yararl enzimler {ireten bol fakat yeterli diizeyde arastirilmamis olan
aktinomiset populasyonlarini ortaya koymustur ve bunlar ayni zamanda bitki
biliylimesini destekleyici aktiviteler de sergilemektedir. Cin’de yapilan bir
caligmada, kiyidaki halofilik bataklik bitkilerinin rizosferinden bitki gelisimini
destekleyici 6zelliklerin taranmasi amaciyla 98 aktinomiset susu izole edilmistir
(Gong et al., 2018). Benzer sekilde bu calismada elde edilen 42 izolattan 8 tanesi,
sucul bitkilerin habitatlarindan izole edilmistir ve bu izolatlarin ¢ogu antagonistik
aktivite sergilemekte olup ayni zamanda da bitki gelisimini destekleyici bir¢ok
bilesigin iiretimini gergeklestirmistir. Henliz kesfedilmemis kaynaklardan yeni
biyoaktif bilesiklerin kesfi, insan ve bitki hastaliklariyla miicadeleye olan talebin
artarak devam etmesinden dolay1 6nem arz etmektedir. Bu bulgular, toprak (¢esitli
toprak ve rizosfer topragi) ve ek olarak endofitik aktinomisetlerin izolasyonuna ve
antifungal ile bitki biiyiimesini destekleyici maddelerin in vitro tiretimi i¢in ¢esitli

taramalarina odaklanan caligmalar yliriitmeye tesvik etmektedir.

Hindistan’da yapilan farkli bir c¢alismada ise, heniiz kesfedilmemis

bolgelerden, toplam 321 aktinomiset izole edilmistir. Bunlarin 156 tanesi ise
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cesitli bitkilerin rizosfer bolgelerindeki topraklardan izole edilmistir. Rizosfer

topraklarindan izole edilenler (156), rizosferik olmayan topraklardan izole
edilenlerle (103) ve endofitik olanlarla karsilastirildiginda daha yiiksek sayidadir
ve bunlar tiim izolatlarin % 60,2’sini olusturmaktadir (Cizelge 5.2). Bu bulgular,
rizosferin; bitki koklerindeki salgilarin neden oldugu yiiksek oranda organik
madde girdisi nedeniyle ¢esitli saprofitik mikroorganizmalar i¢in biyolojik nis

olusturdugunu gostermektedir (Kaur et al., 2013).

Cizelge 5.2. Hindistan’da yapilan bir ¢alismada heniiz kesfedilmemis bolgelerdeki bitkilerin

rizosfer bolgelerindeki topraklardan izole edilen aktinomiset sayisi ve yiizdesi (Kaur et al., 2013).

Rizosferik Toprak Ornekleri Aktinomiset Sayisi %
Piring 20 1,7
Hardal 28 10,8
Lahana 24 9,3
Patates 46 17,7
Domates 20 7,7
Bugday 18 6,9
Toplam 156 60,2

Tez calismasinda, cross-streak metodu kullanilarak gerceklestirilen birincil
antibakteriyel tarama sonucuna gore, 42 aktinomiset izolatindan 4 tanesi, {igli
gram negatif (E. coli, S. typhimurium, P. aeruginosa) ti¢ii gram pozitif (B. cereus,
E. faecalis, S. aureus) olmak tizere, 6 patojenik bakteriyel test organizmasinin
tamamina karsi antibakteriyel aktivite gostermistir. Hindistan’da ayni metod
kullanilarak gergeklestirilen taramalarda ise, 15 izolatin ¢ogunun sadece gram
pozitif test organizmalarina karsi aktivite gosterdigi saptanmistir (Singh et al.,
2016). Benzer sekilde, Hindistan’da yapilan bagka bir calismada, 11 izolat
arasindan sadece bir denizel izolat antibakteriyel aktivite agisindan umut vadedici
olarak belirlenmistir (Dholakiya et al., 2017). Bu tez ¢alismasinda da, birincil
taramalarda antibakteriyel aktivite sergileyen izolatlardan bir tanesi denizel bir
kaynaktan izole edilmistir. Iran’da yapilan bir ¢alismada ise, aym metod
kullanilarak gerceklestirilen taramalar sonucunda, 21 denizel aktinomiset
izolatindan 3 tanesi, bakteriyal test organizmalarinin en az bir tanesine karsi
antibakteriyel aktivite sergilemistir (Norouzi et al., 2018). Hindistan’da yapilan

baska bir ¢alismada, piring rizosferinden izole edilen 121 aktinomisetten 61 tanesi
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bir veya daha fazla bakteriyel patojene karsi antibakteriyel aktivite gdstermistir.

Bunlardan 2 tanesi ise deneme de kullanilan tim patojenlere karsi aktivite
gosterebilmistir (Srivastav and Pofali, 2018). Yukarida siralanan literatiir
orneklerinde ve bu ¢alismada elde edilen bulgulara dayanarak, karasal bitkilerin
rizosferinden izole edilen aktinomisetlerin hem say1 olarak daha fazla oldugu hem
de daha fazla bakteriyel patojene karsi antibakteriyel aktivite sergiledigi
goriilmektedir. Deniz  sistemlerinden izole edilen aktinomisetlerin de
antibakteriyel aktivite agisindan 6nemli bir kaynak oldugu hem bu ¢alisma hem de

uluslararasi ¢aligmalarla desteklenmektedir (Dholakiya et al., 2017).

Bu c¢alismada, ikincil antibakteriyel aktivite taramalarinda kullanilan 4
izolatin tiimii, en az bir patojene kars1 antibakteriyel aktivite sergilemistir. Ancak
en fazla sayida patojene karsi yiiksek aktivite gosteren bir izolat ileri ¢aligmalar
icin secilmistir. Hindistan’da yapilan benzer bir ¢alismada, ikincil taramalar
sirasinda, farkli bakteriyel patojenlere karsi aktivite gosteren bes farkli izolat
saptanmis ve bunlardan bir tanesinin maksimum aktivite gosterdigi bildirilmistir
(Kumar et al., 2012). Mangrov bitkisi Avicennia marina rizosferinden izole edilen
aktinomisetler ile Hindistan’da yapilan bir baska c¢aligmada, 2 aktinomiset
izolatinin benzer patojen bakteriyel test organizmalarina karst antimikrobiyal
aktivite sergileyip sergilemedigi taranmis ve pozitif sonuglar bildirilmistir (Janaki
et al., 2016). Bu tez ¢alismas1 kapsaminda da benzer sekilde, maksimum aktivite
sergileyerek optimizasyon asamasinda taranmak lizere segilen bir aktinomiset
izolat1 sucul bitki rizosferinden izole edilmistir. Elde edilen verilerin ve incelenen
kaynaklarin 1518inda, gerek denizel bitkilerin gerekse karasal bitkilerin rizosfer
bolgelerinden ve diger toprak kaynaklarindan izole elde edilen aktinomisetlerin

bir ¢ok patojene kargi aktivite gosterebildigi sdylenebilmektedir.

Ikincil antibakteriyel aktivite ¢alismalari sonucunda umut vadedici olarak
secilen izolatin tird, Streptomyces labedae izolat CYP25 (Accesion No:
MK254642) olarak belirlenmistir ve denizel kaynaktan izole edilmistir.
Ekstraktlar ile yapilan denemelerde Streptomyces labedae izolat CYP25
(Accesion No: MK254642), bakteriyel test organizmalarinin tamamina Kkarsi
kullanilan tiim besiyerlerinde antibakteriyel aktivite sergilemistir. Ancak bu izolat

en yiiksek zon c¢apm S. aureus’a karsi 18 mm olarak, AIB besiyerinde
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olusturmustur. En iyi ikinci besiyeri ise her bakteriyel patojene karsi belirgin

aktiviteler sergileyen ekstraklarin elde edildigi ISP-2’dir. Iran’da yapilan bir
calismada, tanilanmamis deniz orjinli MN39 kodlu bir aktinomiset izolat1, AIB
besiyerinde S. aureus’a karsi 20,5 mm zon ¢ap1 olusturmustur (Mohseni et al.,
2013). Hindistan’da yapilan bir ¢aligma’da ise, en iyi besiyeri ISP-2 broth olarak
belirlenmistir. Toprak izolat1 Streptomyces rimosus FM-20’nin ISP-2 besiyerinde
inkiibe edilerek elde edilen ekstraktindan bu calismada kullanilandan 10 kati
kadar fazla ekstrakt kullanilarak antibakteriyel aktivite denemesi gerceklestirilmis
ve bu sus S. aureus’a karsi 16 mm zon ¢ap1 olusturmustur. Ayn1 ¢aligmada A.
niger ve C. albicans’a kars1 antifungal aktivite potansiyeli de denenmis ve
sirastyla 0 ve 15 mm zon ¢aplart saptanmistir (Ganesan et al., 2017). Bu
calismada ise, Streptomyces labedae izolat CYP25 (Accesion No: MK254642), A.
niger’e (0 mm) ve C. albicans’a (14 mm) karsi, ayn1 besiyerinden elde edilen
ekstraklar ile benzer antifungal aktiviteler sergilemistir. Biitin bu sonuglar
degerlendirildiginde, deniz orjinli veya denize uyum saglamis izolatlarin belirli
patojenlere karsi antibakteriyel aktivitelerinin toprak orjinli olanlara gdére daha
fazla oldugu goriilmektedir. Tiim bunlarin yaninda bitkiler; karbonhidratlar,
amino asitler, organik asitler ve diger salgilarin salgilar1 ile aktinomisetlere
rizosfer bolgesinde besin saglarken aktinomisetler de antagonistik aktiviteleri
aracilifiyla biyokontrol ajanlari olarak 6nemli bir rol oynamaktadir (Ng and
Amsaveni, 2012). Bu bilgilere baglh olarak bu calisma, rizosferden izole edilen
aktinomisetlerin antimikrobiyal maddelerin iiretimindeki roliiniin olduk¢a yiiksek

oldugunu desteklemektedir.

Kathiresan et al., (2005), bakterilerin antimikrobiyal maddeler iiretme
kabiliyetlerinin ~ farkli  kiiltlir ~ kosullar1  altinda  arttirilabilecegini  veya
kaybedilebilecegini bildirmislerdir (Khattab et al., 2016). Bir¢cok raporda, etil
asetat, ham ekstraktlarin aktinomisetlerden izole edilmesi i¢in bir ekstraksiyon
¢oOziicisi olarak kullanilmistir. Daha oOnce yapilan birkag c¢alisma,
aktinomisetlerden hiicre dis1 antimikrobiyal sekonder metabolitlerin elde
edildigini bildirmistir (Ganesan et al., 2017; Kavitha et al., 2010). Literatiirdeki bu

caligmalar dikkate alinarak ekstraksiyon c¢oziiciisii olarak etil asetat se¢ilmistir.
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Bu tez c¢alismasi dahilinde gerceklestirilen antifungal aktivite taramalari
sonucunda, 42 aktinomiset izolati1 arasindan 9 tanesi A. niger’e karsi aktivite
gostermistir. Bu 9 tane igerisinden ise sadece 5 tanesi hem A. niger’e hem de C.
albicans’a kars1 antifungal aktivite gostermistir. Bu sonuglar diger birgok ¢alisma
ile benzerlik gostermektedir ve antibakteriyel akivite taramalariyla
kiyaslandiginda daha fazla sayida antifungal aktiviteye sahip izolat oldugu
saptanmistir. Hindistan’da yapilan benzer bir ¢alismada, topraktan izole edilen 47
aktinomiset izolat1 arasindan 11 izolat A. niger’e karsi antifungal aktivite
gostermisken, bunlardan sadecece 6 izolat hem A. niger hem de C. albicans’a
kars1 antifungal aktivite gostermistir (Saxena et al., 2013). Hindistan’da yapilan
baska bir ¢alismada ise, 15 toprak izolat arasindan 6 tanesi A. niger’e, 6 tanesi de
C. albicans’a kars1 antifungal aktivite gostermis olup, bu 15 izolat arasindan da
sadece 2 tanesi her iki fungal patojene de karsi da aktivite sergilemistir (Singh et
al., 2016). Hindistan’daki farkli bir ¢alisma’da mangrov bitkisi Bruguiera
cylindrica’nin rizosferinden izole edilen 20 aktinomisetten 8 tanesi C. albicans’a
kars1 antibakteriyel aktivite sergilemistir (Janaki, 2016). Antifungal aktiviteye
sahip izolat sayist acgisindan benzerlik gosteren ve antibakteriyel aktivite
gosterenlere kiyasla daha yiiksek olan bu ¢alismalar ele alindiginda; toprak orjinli
aktinomisetlerin 6zellikle rizosfer bolgesinde bitkiler acisindan biiyiik sorun
olusturan fitopatojen funguslara kars1 bu mekanizmay1 gelistirmis olabilecekleri
diisiiniilmektedir. Bu kapsamda degerlendirildiginde toprak aktinomisetlerinin
biyoaktif bilesiklerinin tarim ve gida alaninda kullanilabilirliginin de umut

vaadedici oldugu goriilmektedir.

Bu tez ¢alismasi1 kapsaminda ikincil antifungal aktivite taramalarinda
kullanilan 5 izolattan 4 tanesi, hem C. albicans’a hem de A. niger’e kars1 aktivite
gostermistir. Ancak en yiiksek antifungal aktiviteylr gosteren bir izolat
optimizasyon c¢alismalar1 i¢in seg¢ilmistir. Hindistan’da yapilan bir ¢alisma’da,
Heracleum candicans rizosferinden izole edilen 8 aktinomiset izolatindan higbiri
A. niger’e karst aktivite sergilememis diger fungal patojenlere karsi ise sinirh
aktivite gostermistir. (Kaur et al., 2015). Malezya’da yapilan bir ¢alisma’da,
benzer sekilde ikincil taramalarda kullanilan mangrov rizosferlerinden izole edilen
25 izolatlarin sadece 3 tanesi C. albicans’a karsi antifungal aktivite sergilemistir

(Malek et al., 2015). Hindistan’da denizel kaynaklardan izole edilen izolatlarin
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supernatantlari ile yapilan ikincil taramalarda, 5 izolattan 2 tanesi C. albicans’a ve
A. niger’e kars1 aktivite gosterirken bir tanesi sadece A. niger, diger ikisi ise
sadece C. albicans’a karsi antifungal aktivite gostermistir (Mohan et al., 2014).
Literatiirdeki diger calismalar incelendiginde gerek rizosfer topraklarinin yapi
farkliliklarindan ~ gerekse izolasyon isleminin gergeklestirildigi bitkilerin
farkliligindan ve bu bitkilerin kok salgilarinin rizosferdeki floraya etkilerinden

dolay1, antimikrobiyal aktivitelerin farklilik gosterebildigi goze ¢apmaktadir.

Ikincil antifungal aktivite ¢alismalar1 sonucunda umut vadedici olarak
secilen izolatin tiirti, Streptomyces izolat CYP30 (Accession No: MK254643)
olarak belirlenmistir. Streptomyces sp. izolat CYP30 (Accession No: MK254643),
en yiiksek antifungal aktiviteyi GSUB besiyerinde, denemede kullanilan tiim
fungal patojen organizmalara karsi gostermistir. En yiiksek zon capmi C.
albicans’a karsi olusturmustur ve zon ¢apt 60 mm’dir. Yine ayni besiyerinde
sirasiyla, 52 mm ve 16 mm zon gaplari ile Alternaria sp. izolat D21 (Acccesion
No. MHO029120) ve Aspergillus niger’e karsi antifungal aktivite gostermistir.
Hindistan’da yapilan benzer bir calismada da, bir¢ok besiyeri arasindan en iyisi
GSUB seg¢ilmistir. Yapilan bu ¢alismada Streptomyces rimosus Y8, C. albicans’a
kars1 28,6 mm, Alternaria alternata’ya kars1 37 mm ve A. niger’e karst 32 mm
zon ¢ap1 olusturmustur (Singh and Rai, 2012). Bu calisma ile kiyasladigimizda, C.
albicans ve Alternaria sp.’ye karst olusturdugu zon ¢ap1 belirgin bir sekilde daha
yiiksektir ancak A. niger’e karsi daha diisiik aktivite sergilemistir. Bu farkliligin
sebebi olarak, her organizmanin irettigi biyoaktif maddenin 6zgiilliigiinden ve
etki mekanizmasinin belirgin degisiklikler gostermesinden kaynaklanabildigi
tizerinde durulmaktadir. Farkli besiyerleri kullanilmasina ragmen {irettigi
diigiiniilen biyoaktif maddenin spesifikliginden dolay: Streptomyces sp. izolat
CYP30 (Accession No: MK254643) genel olarak tiim besiyerlerinde en diisiik
aktiviteyi A. niger’e karsi sergilemistir.

GSUB besiyeri kullanilarak saptanan yiiksek antifungal zon caplari, bu
ortamin soya unu igermesi kaynakli oldugu diisiiniilmektedir. Buna 6rnek olarak
soya unu, Streptomyces capoamus’dan antimikrobiyal iiretimi i¢in uygun bir
besiyeri maddesi olarak kabul edilmistir (Ueki et al., 1996). Soya unu, karmasik

bir azot kaynagidir ve bir dizi amino asit igerir (lisin, metiyonin, treonin, triptofan,
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aspartik asit, glutamin, prolin, alanin, valin, izol6sin, vb.). Soya unu igerisindeki
triptofan varligi, antibiyotik retimini belli bir seviyeye kadar arttirmaktadir
(Singh and Rai, 2012). Tim bunlarin yaninda, Streptomyces sp. izolat CYP30
(Accession No: MK254643) etkin bir antibakteriyel aktivite gésterememistir.

Giliniimiizde, c¢oklu ilaca direngli mikroorganizmalarin insidans1 giderek
artmaktadir ve artan sayida enfeksiyoz hastaligin tedavisini tehlikeye atmaktadir.
Bu nedenle mevcut antimikrobiyallere direngli patojenlere karsi etkili olan yeni
ilaglarin gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir. Aktinomisetler, potansiyel bir
biyoaktif bilesik kaynagi ve zengin ikincil metabolit kaynagi olarak uzun yillardir
kanitlanmis durumdadir (Varalakshmi et al., 2014). Saglik alaninda insan
patojenleri ile devam eden savasin yanisira zirai alanda da sorun olusturan ve
buna bagl olarak gida alanininda da problemler yaratabilecek ¢esitli patojen
mikroorganizmalarin 6nlenmesi agisindan rizosfer bolgesinden bu denli yliksek ve
belki de yeni biyoaktif bilesikleri {ireten aktinomisetlerin izole edilip ¢aligsilmasi

biiylik 6nem arzetmektedir.

Mikroorganizmalarin, farmasotik ve diger endistriler icin ¢ekici dogal
bilesikler kaynagi olduklar1 gosterilmistir. Tarimda, fitopatojenik funguslar bitki
hastaliklarina ve bitkilerden elde edilen iiriinlerin veriminde ¢ok fazla kayiba
neden olabilmektedir. Bitki hastaliklarin1 kontrol etmek i¢in genellikle pestisitler
kullanilmaktadir. Bununla birlikte, zirai ila¢ tedavisi gevre kirliligine ve hedef
olmayan organizmalarin ¢esitlili§inin azalmasina neden olmaktadir. Tiim bunlarin
yaninda, biyolojik kontrol ajanlar1 olarak mikroorganizmalarin bitki patojenlerini
kontrol etme potansiyeli vardir ve ¢evre veya diger hedeflenmeyen organizmalar
tizerinde etkisi yoktur. Agrokimyasallar yerine biyokontrol ajanlarinin potansiyel
kullanim1 konusunda ¢ok sayida rapor bulunmaktadir (Khamna et al., 2009). Tiim
bu bilgilerin 15181nda, rizosfer mikrobuyomunda yer alan, cok c¢esitli agroaktif ve
biyoaktif bilesiklerin iireticileri olarak gosterilen aktinomisetler, yukarida
siralanan sorunlarin Oniine ge¢mek adina agroaktif bilesik iiretim potansiyelleri
acisindan taranmistir. Bu baglamda izole edilen 42 aktinomiset izolati; indol
asetik asit liretimi, fosfat ¢oziindiirme kapasitesi, siderofor iiretimi, HCN {iretimi,
alkali ve asit fosfataz aktivitesi ve amonyak iiretimi gibi bitki gelisimini

destekleyici 6zellikler agisindan arastirilmistir.
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Bitki gelisimini destekleyici aktinomisetlerinin biiyiikk bir ¢ogunlugu,
yiiksek miktarlarda besin maddelerinin alinmasina ve suyun emilmesine yardimei
olan, kok salgilarinin artmasiyla da bakterilerin yararlandigr adventif koklerin
sayisinin artmasindan sorumlu olan IAA’y1 sentezlemektedir (Anwar et al., 2016).
Bu caligmada kullanilan 42 aktinomiset izolati arasindan 12 tanesi, ekzojen L-
triptofan varliginda 5,0 — 51,04 ng/ml arasinda degisen miktarlarda IAA iiretimi
gerceklestirmistir. Cezayir’de yapilan bir ¢alisma’da, rizosferik topraklardan izole
edilen 6 aktinomiset izolati, ekzojen L-triptofan varliginda 0,38 — 18,45 pug/ml
arasinda degisen miktarlarda IAA {iretimi gergeklestirmistir (Aouar et al., 2016).
Hindistan’da, bitki gelisimini destekleyici aktinomisetler iizerine yapilan baska bir
calisma’da ise, 5,0 - 12 pg/ml arasinda degisen miktarlarda [AA iiretimi
saptanmistir (Mohandes et al., 2013). Brezilya’da yapilan bir ¢alisma’da 12
izolattan 9 tanesi, 3,13 — 50,45 arasinda degisen miktarlarda IAA iretimi
geroeklestirmistir  (Rodrigues et al., 2018). Hindistan’da tibbi bitkilerin
rizosferinden izole edilen aktinomisetlerle yapilan bir ¢alisma’da ise, 0,008 — 2,50
pg/ml arasinda degisen miktarlarda IAA tiretimi saptanmistir (Damam et al.,
2016). Literatiirdeki c¢alismalarla kiyasladiginda bu c¢alismadaki iiretim
miktarlariin daha yiiksek veya yaklasik olarak benzer oldugu goriilmektedir.

Yine Hindistan’da yapilan bir baska c¢alismada, rizosferik aktinomiset
izolatlarmin yanisira endofitik aktinomisetlerde yer almaktadir. Endofitik
aktinomisetler, 14 — 45 pg/ml arasinda IAA fretirken, rizosferik izolatlar
tarafindan iretilen miktarlar, endofitlerden {iretilenlere goére anlamli derecede
daha yiiksek tespit edilmistir ve ve 27-81 pg/ml arasinda iiretim saptanmistir
(Bhosale and Kadam, 2015). Bu sonuglar goz Oniine alindiginda rizosferdeki
aktinomisetlerin, kok salgilarindan kaynaklanan cesitli besinler (6zellikle de L-
triptofan) sayesinde endofitiklerden daha fazla tiretim sergilemis olabilecegi

diistiniilmektedir (Anwar et al., 2016).

En yiiksek TAA iiretimi, denizel sucul bitki rizosferinden izole edilen,
Nocardiopsis sp. izolat CYP39 (Accesion No: MK254645) tarafindan
gerceklestirilmistir ve tiretim miktart 51,04 pg/ml’dir. Hindistan’da yapilan bir
calismada en yiiksek dretimi (31 - 81 pg/ml) Streptomyces cinsi iiyeleri

gerceklestirken, burada calisilan 3 Nocardiopsis cinsi iiyesinden bir tanesi tiretim
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dahi gergeklestirmemistir. Diger iki Nocardiopsis sp. 29 ve 31 pug/ml IAA iretimi

gerceklestirmistir (Bhosale and Kadam, 2015). Literatiir taramalarina istinaden,
IAA dretimiyle ilgili c¢alismalarda, Nocardiopsis cinsi iiyesi rizosferik
aktinomisetlerle yapilan g¢alismalar var olmasina ragmen oldukca sinirli sayida
oldugu goriilmektedir bu anlamda bu g¢alismada elde edilen bulgular literatiire

onemli yeni bilgilerin girdisi agisindan 6ne ¢ikmaktadir.

Ortamdaki arttirilan L-triptofan konsantrasyonu, Kanada ve Cezayir’de
yapilan ¢alismalarla da uyum igerisinde olup, Nocardiopsis sp. izolat CYP39
(Accesion No: MK254645)’da da IAA iretimini olumlu yonde etkilemistir
(Aouar et al., 2016; Legault et al., 2011). Cezayir’de yapilan ¢aligmada, S. scabiei
EF-35’de in vitro IAA iretiminin biiylime ortaminda L-triptofan mevcudiyetine
bagli oldugunu gostermistir. Aksine, L-triptofanin yoklugunda rizosferik
aktinomisetlerin in vitro IAA {iiretme kapasitesi gosterilmistir (De Oliveira et al.,
2010). Bunun nedeni, aktinomisetlerde IAA sentezi i¢in bir oncli olarak L-
triptofana bagl olmayan alternatif bir yol izi kullanmasindan kaynaklanmaktadir
(Aouar et al., 2016). Burada bahsedilen ¢alismalar1 destekler sekilde, bu tez
calismasinda da, ekzojen L-triptofan yoklugunda sinirli miktarlarda olsa da TAA
iiretimi saptanmustir. Literatliirdeki ve bu tez ¢alismasindaki bilgiler géz oniine
alindiginda; rizosferden izole edilen aktinomisetlerin, diger izolasyon
bolgelerinden izole edilenlere gore hem miktar olarak hemde L-triptofan
yoklugunda da IAA dretebilmeleri agisindan belirgin bir sekilde ayrildig

goriilmektedir.

Fosfor, bitkilerde en Onemli besin gereksinimlerinden biridir. Toprakta
fosfor, esas olarak bitkiler icin erisilemeyen ¢ozlinmez formlarda bulunur. Fosfat
coziindlirme yetenegi bu nedenle bitki verimini arttirmak i¢cin BGDR’nin 6nemli
bir 6zelligidir (Aouar et al., 2016). Bu tez ¢alismasinda, 42 izolattan 15 tanesi
PVK agardaki kalitatif taramalarda fosfat ¢oziinilirliigii aktivitesi sergilemistir.
Cezayir’de yapilan bir calisma’da, PVK agarda yapilan kalitatif taramalarda 20
aktinomiset izolat1 arasindan 5 tanesinde fosfat ¢Oziiniirligii aktivitesi
saptanmistir (Aouar et al., 2016). Kolombiya’da yapilan bir ¢alismada yabani
bitkilerin rizosferlerinden izole edilen 57 aktinomiset izolatindan 36 tanesi, fosfat

coziiniirligl aktivitesi gerceklestirmistir. Brezilya’da yapilan bir ¢alisma’da ise,
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12 izolat arasindan, 7 tanesi benzer sekilde fosfat c¢oziindiirme aktivitesi

sergilemistir.

Tez c¢alismasi kapsaminda, en yiiksek fosfat c¢oziliniirligli aktivitesi
Streptomyces moderatus izolat CYP35 (Accesion No: MK254644) tarafindan
gerceklestirilmistir ve {iretim miktar1 196,49 ug/ml’dir. ikinci en yiiksek fosfat
¢oziicii aktinomiset ise, Streptomyces chartreusis izolat CYP19 (Accesion No:
MK254641) olarak belirlenmistir. Cezayir’de yapilan bir ¢alismada, Streptomyces
champavatii Prul6 ve Streptomyces rochei Lac3 en yiiksek fosfat ¢oziiniirligii
aktivitesini gerceklestirirken, Streptomyces griseus Lacl aktivite gostermemistir
(Aouar et al., 2016). Tunus’ta yapilan bir caligmada ise, Streptomyces sp.
CTM396, 214 pg/ml ¢oziinebilir fosfat liretimi gerceklestirmistir (Farhat et al.,
2015). Hindistan’da yapilan benzer bir ¢alisma ise, en yiiksek fosfat ¢coziintirligi
Streptomyces Rii tarafindan gergeklestirilmistir (Bhosale and Kadam, 2015).
Brezilya’da yapilan bir calismada, Streptomyces sp. ANC48, 8,92 pg/ml
¢oziinebilir fosfat liretimi gergeklestirmistir ve bu literatlirdeki ¢alismalar ve bu
calisma ile kiyaslandiginda oldukg¢a distiktiir (Rodrigues et al., 2018).
Hindistan’da yapilan bir baska caligma’da, en diisiik ¢oziinebilir fosfat
konsantrasyonu (89,3 ug/ml)  Streptomyces sp. NII-1002 tarafindan
gerceklestirilmistir. Calismadaki diger aktinomiset cinslerinde ise daha yliksek
konsantrasyonlar saptanmistir (Dastager and Damare, 2013). Bu durum, genel
olarak en yiiksek fosfat ¢oziiniirliigii aktivitesi sergileyen cinsin Streptomyces sp.

olmasi nedeniyle literatiirdeki diger caligmalar ile ters diismektedir.

FCM, c¢oziinmez inorganik fosfat formlarim1 ¢ozlinebilir formlara
dontistirmek icin farkli mekanizmalar kullanir. En 1y1 karakterize edilen
mekanizma, organik asitlerin ya da yiiksek selatlama giiciine sahip siderofor
benzeri maddelerin salgilanmasini igerir (Farhat et al., 2015). Hindistan’da
yapilan bir calisma’da yine benzer sekilde pH’daki disiis (pH 7’den 3,6’ya
diismiistiir) kaydedilmistir (Dastager and Damare, 2013). Bu tez calismasi
kapsaminda, fosfat ¢ozliniirliigii denemeleri sirasinda, bu aktiviteye bagl olarak
organik asitlerin iiretimi nedeniyle gergeklesen pH degerlerindeki diisiis (pH
7’den 3,82’ye diismiistiir) de Ol¢lilmiis olup, yukarida verilen ve ayni zamanda

literatiirde yer alan bilgiler desteklenmistir. Tim bunlarin yaninda, fosfat
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¢cOzliniirliighi aktivitesini gergeklestiren organizmalarin ¢ogunlugu siderofor
tretimi de gergeklestirdigi icin, fosfat ¢oziindiirme aktivitesinde siderofor veya

sidererefor benzeri maddelerin salgilanmasinin etkisi de desteklenmistir.

Tez c¢aligmas1 kapsaminda, kalitatif taramalarda fosfat c¢oziinlirligi
acisindan yiiksek aktivite gosteren 2 izolat, alkali ve asit fosfataz aktivitesi
acisinda da taranmistir. Ancak 2 izolatta da aktivite saptanamamistir. Bunun
sebebi olarak bu izolatlarda aktivitenin olmadigi veya saptanabilecek diizeyin
altinda olabilecegi diistiniilmektedir. Bunun yanisira, bu enzimlerin aktivitesi
kullanilan prosediir ile saptanamamis da olabilir. Iran’da yapilan bir ¢calismada ise
aktinomiset izolatlarindan diisiik miktarlardada olsa alkali ve asit fosfataz

aktivitesi saptanabilmistir (Ghorbani-Nasrabadi et al., 2013).

Bitki hastaliklarinin baskilanmasinda rol oynayan HCN {iretimini bu tez
calismasinda 42 aktinomiset izolati arasindan 9 tanesi gergeklestirebilmistir.
Brezilya’da yapilan bir g¢alismada ise 12 izolattan hi¢biri HCN iiretimi
gergeklestirememistir (Rodrigues et al., 2018). Hindistan’da yapilan bir ¢alismada
ise, rizosferik izolatlarin % 40’inda HCN iiretimi saptanmistir (Bhosale and

Kadam, 2015).

Bu tez ¢alismasinda, en yiiksek HCN iireticisi olarak Nocardiopsis sp. izolat
CYP15 (Accesion No: MK254640), ikinci en iyi iiretici olarak ise, Streptomyces
labedae izolat CYP25 (Accesion No: MK254642) olarak belirlenmistir.
Pakistan’da yapilan bir ¢alismada ise, tiim HCN f{ireten izolatlarin, Streptomyces
cinsine ait oldugu belirlenmistir (Anwar et al.,, 2016). Benzer sekilde,
Endonezya’da yapilan bir calismada, gii¢lii bir HCN iireticisi olarak Streptomyces
sp. LSWOS5 susu bildirilmistir (Husen et al., 2011). Hindistan’da yapilan bir
caligma’da, diger tiim bitki gelisimini destekleyici oOzellikleri sergileyen
Nocardiopsis Si, S2 ve Sz suslarinin, HCN iretimi gergeklestirmedigi
saptanmigtir. Ancak yine ayni ¢aligmada Streptomyces sp.’nin ¢ogunlugu HCN
iiretimi gerceklestirmistir (Bhosale and Kadam, 2015). Literatiirde yer alan ve
yukarida siralanan g¢alismalarda, Nocardiopsis cinsi HCN iireticisi organizmalara
pek fazla rastlanamamistir. Bu agidan bakildiginda, bu ¢alismadaki en iyt HCN
tireticisi olarak belirlenen Nocardiopsis sp. izolat CYP15 (Accesion No:
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MK254640) literatiire dahil edilen sayili Nocardiopsis cinsi HCN iireticilerinden

olmasi nedeniyle 6nem tagimaktadir. Bunun yanisira, ikinci en iyi HCN iireticisi
olarak belirledigimiz Streptomyces labedae izolat CYP25 (Accesion No:
MK254642), calisma kapsaminda hem en iyi antibakteriyel madde iireticisi hem
de bitki patojeni olan Alternaria sp. izolat D21 (Acccesion No. MH029120)’i ve
C. albicans giiclii bir sekilde inhibe etmesinden dolay: antifungal iireticisi olarak
da belirlenmistir. Bu yukarida bahsedilen, HCN iiretiminin bitki patojenlerini ve

dolayisiyla da bitki hastaliklarini baskilamadaki roliinii destekler niteliktedir.

Sideroforlar, bir¢ok mikroorganizma tarafindan ferrik demiri yiiksek afinite
ile selatlamak igin iiretilen diisiik molekiiler agirlikli demir selatlayicilardir ve
bunun sonucunda elde edilen ferrik-siderofor kompleksleri, aktif tasima
mekanizmalar1 yoluyla hiicrelerin icine geri gonderilir (Jog et al., 2012). Baz1
aktinomiset cinsleri, oligotrofik ortamlarda demir alimi i¢in verimli bir sekilde
rekabet edebilmek adina, sideroforlari sentezleme ve salgilama yetenekleri
bakimindan iyi bilinmektedir. Bu 6zellik ayn1 zamanda bitkiler i¢in de yararlidir,
clinkii rizosferik aktinobakteriler tarafindan salgilanan sideroforlar demir alimim
arttirarak bitki biiylimesini 6nemli 6l¢iide destekleyebilmektedir (Mohandas et al.,
2013; Aouar et al., 2016).

Bu tez c¢alismasinda, 42 rizosferik aktinomiset izolatindan 32 tanesi
siderofor liretimi gergeklestirmistir. Bu izolatlar arasindan, siderofor tireticisi olup
tanilanmig olan tiirler, Nocardiopsis sp. ve Streptomyces sp.’ye (Nocardiopsis sp.
izolat CYP15 (Accesion No: MK254640), Nocardiopsis sp. izolat CYP39
(Accesion No: MK254645), Streptomyces labedae izolat CYP25 (Accesion No:
MK254642), Streptomyces moderatus izolat CYP35 (Accesion No: MK254644),
Streptomyces chartreusis izolat CYP19 (Accesion No: MK254641)) aittir.
Hindistan’da yapilan bir ¢alismada siderofor iiretimi agisindan taranan 19
rizosferik aktinomiset izolat1 arasindan sadece 9 tanesi liretim gergeklestirmistir
ve ¢ogu siderofor iireticisi aktinomiset Streptomyces cinsine aitken, taranan bir
Nocardiopsis cinsi iiyesi Siderofor iiretimi ger¢eklestirmemistir (Bhosale and
Kadam, 2015). Pakistan’da yapilan bir c¢alismada ise rizosferik aktinomiset
izolatlarinin % 87,5’1 siderofor {iretimi gergeklestirmistir. Bunun yaninda

siderofor {ireticisi olan tiirler, Streptomyces cinsi liyeleridir (Anwar et al., 2016).
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Hindistan’da yapilan bir bagka ¢alismada, 66 izolat arasindan 8 tanesi iyi siderofor

iireticileri olarak belirlenmistir ve bu izolatlarin tamami Streptomyces sp.’ye ait
oldugu saptanmistir (Shrivastava et al., 2015). Yine Hindistan’da yapilan benzer
bir ¢alismada, yiiksek siderofor iiretimi Streptomyces rochei IDWR19 tarafindan
gereklestirilmistir (Jog et al., 2012). Siderofor iiretimi, fitopatojen antagonizmasi
ve bitkinin gelismesi i¢in dnemli bir faktdrdiir (Anwar et al., 2016). Dolayisiyla
bu calismada ve rizosferik aktinomiset izolatlar1 ile yapilan literatiirdeki diger
caligmalarda yiliksek oranda siderofor iireticisinin saptanmasi, rizosferin bitki
gelisimini destekleyici aktinomisetler agisindan ne kadar énemli ve degerli bir

kaynak oldugunu gdstermektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Glinlimlizde zirai alanlarda yogun olarak kullanilan, bitki verimini ve
bliylimesini amaglayan kimyasallar hem ¢evre hem de insan saglig1 agisindan
biiyiik bir sorun haline gelmistir. Bu kullanilan kimyasallarin yerini biyolojik ve
cevre dostu bilesiklerin almasi i¢in yapilan ¢alismalar heniiz baslangi¢ agamasinda
olup, gelistirilmesi i¢in Oncii arastirmalara ihtiyag¢ vardir. Bu ¢alismada 6rnekleme
alan1 olarak secilen bitki kok ¢evrelerindeki toprak numunelerinden bu agroaktif
bilesiklerin varliginin ve potansiyellerinin taranmasi ve boylelikle bu bilesiklerin
iiretimi  i¢in  bir kaynak kazandirilmasi ¢alismanin  birincil  Onemini
olusturmaktadir. Buna ek olarak saglik alaninda kiiciimsenemeyecek bir 6neme
sahip olan biyoaktif bilesik varliginin da bu aktinomisetler agisindan es zamanli
olarak taranmasi hedeflenmis olup, giiniimiizde hem insan sagligini tehdit eden
zirai kimyasallarin geri plana atilmasi hem de insan saglig1 icin bir potansiyelin

ortaya konulmasi i¢in referans saglanmis olacaktir.

Bu tez calismasinda, gerek karasal gerekse sucul sistemlerdeki cesitli
bitkilerin rizosfer bolgelerinden aktinomisetlerin  izolasyonu, molekiiler
tanilanmas1 ve bu aktinomisetler tarafindan tiretilen g¢esitli agroaktif ve biyoaktif
bilesiklerin saptanmasi ve bu bilesiklerin yiiksek miktarlarda iiretimi i¢in ortam

optimizasyonu da amaglanmustir.

Bu caligmada, agroaktif ve biyoaktif bilesik tiretimi agisindan umut vadedici
alt1 farkli rizosferik aktinomiset izolatt molekiiler olarak tanimlanmistir. Bunlar
Nocardiopsis sp. izolat CYP15 (Accesion No: MK254640), Nocardiopsis sp.
izolat CYP39 (Accesion No: MK254645), Streptomyces labedae izolat CYP25
(Accesion No: MK254642), Streptomyces moderatus izolat CYP35 (Accesion No:
MK254644), Streptomyces chartreusis izolat CYP19 (Accesion No: MK254641),
Streptomyces sp. izolat CYP30 (Accesion No: MK254643) olarak belirlenmistir.
Organik sistemlerde mikroorganizmalar ve bitkiler arasindaki bu gibi dinamikler
tam olarak anlasilamamistir. Dolayisiyla, bu bilesiklerin tiretimi i¢in ileriye doniik
aragtirmalarn  son derece gerekli oldugu disiiniilmektedir. Rizosferik
aktinomisetlerin seralarda ve tarlalarda uygulanmasina iligkin gelecekteki

calismalar, bitki tiretimindeki gelismeleri nicel olarak dogrulamak i¢in gereklidir.
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Ayrica organik sistemlerde biyogiibreler olarak birlikte kullanilmas1 da

onerilmektedir. Bunun yanisira, bu aktinomisetler kullanilarak
gerceklestirilebilecek ileri calismalar ile ¢ok ¢esitli ve farkli agroaktif ve biyoaktif
bilesiklerin tanimlanmasi1 ve yiiksek miktarlarda saf olarak elde edilmesi ile

endiistriye kazandirilmasi onerilmektedir.

Tiim bunlarin yaninda, biyoaktif bilesik iiretme potansiyeli de tasiyan
caligma kapsaminda izole edilen aktinomisetlerin, hem fitopatojenlere hem insan
patojenlerine kars1 antifungal ve antibakteriyel aktivite gostermesi; yani hem bitki
sagligi hem de insan saglhigi acisindan es zamanli olarak g¢alisilmis olmasi ise

caligmanin diger bir 6nemli kismini olusturmaktadir.

Bu calismanin sonucunda, rizosfer mikrobiyomunun bilesimini ve
dinamigini sekillendiren ve harekete gegiren siirecleri anlamak, sadece bitki
verimliligini korumak i¢in degil, ayn1 zamanda insan sagligim1 korumak icin de

Onemli bir adim olacaktir.
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