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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

OTLUKBELI (ERZINCAN) GOLUNDEKI BIYOJEOKIMYASAL
DONGULERDE ROLU OLAN BAKTERILERIN iZOLASYONU VE
MOLEKULER TANISI

Ahmet ATICI

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Genel Biyoloji Bilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Ozlem BARIS

Ilk varoldugu giinden simdiki zamana kadar diinyamizda elementler cesitli formlar
olusturarak jeolojik dongiileri olugturmaktadir. Bu dongiilerin igerisinde canlilarin yer
aldig1 ve bu dongiileri biiyiik oranda etkiledigi bilinmektedir. Ozellikle bakterilerin bu
madde dongiilerinde ki katkilari birgok arastirmacinin dikkatini ¢ekmektedir. Ozel
ekosistemlerde jeokimyasal dongiiler ise daha biiyiilk 6nem arz etmektedir. Bu nedenle
bu calisma ile Otlukbeli (Erzincan) Golii ve etrafindaki farklilik gosteren kisimlardan
orneklemeler yapilarak jeokimyasal dongiilere katkist oldugu diisiiniilen izolatlar
calistlmustir. Izole edilen bakterilerin Azot fiksasyonu, Inorganik Fosfat ¢oziiniirliigi,
Demir selasyonu, Kiikiirt fiksasyonu ve Kalsiyum Karbonat ¢6zme ve olusturma
tizerine etkileri gesitli testler ile analiz edilmistir. Ayr1 ayr1 sonuglar dikkat g¢ekici
olmakla beraber c¢oklu pozitif olan izolatlar secilerek 16S rRNA gen bdlgeleri
cogaltilarak dizi analizleri alinmis ve tanilama islemleri yapilmistir. Sonug olarak 8
toprak ve su Ornegi ile baslanan calismada 76 izolat elde edilmis ve bu ornekler
secilerek 5 tanesi tanilanmigtir. Tanilama sonucunda; Bacillus megaterium, B. simplex,
B. atropheus, Solibacillus sylvestris ve B. licheniformis tiirleri elde edilmistir.

2019, 102 sayfa

Anahtar Kelimeler: Biyojeokimyasal dongti, Otlukbeli goli, Madde dongiileri,
Selasyon, Bacillus.



ABSTRACT

Master Thesis

ISOLATION AND MOLECULAR DIAGNOSIS OF BACTERIA, ROLE IN THE
BIOGEOCHEMICAL CYCLES OF OTLUKBELI (ERZINCAN) LAKE
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Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology
Department of General Biology

Supervisor: Prof. Dr. Ozlem BARIS

From the first day until the present time, elements in our world form various forms and
form geological cycles. It is known that these cycles take place and affect these cycles
to a great extent. Particularly, the contribution of bacteria in these material cycles
attracts the attention of many researchers. Geochemical cycles in special ecosystems are
of great importance. For this reason, in this study, the isolates which are thought to have
contributed to geochemical cycles were studied. Nitrogen fixation, Inorganic Phosphate
solubility, Iron chelation, Sulfur fixation and Calcium Carbonate were investigated by
various tests. Although the results were remarkable, multiple positive isolates were
selected, and 16S rRNA gene regions were replicated and sequenced. As a result, 8 soil
and water samples were obtained and 76 isolates were obtained and 5 of them were
selected. As a result of the diagnosis; Bacillus megaterium, B. simplex, B. atropheus,
Solibacillus sylvestris and B. licheniformis species were obtained.

2019, 102 pages

Keywords: Biogeochemical cycle, Otlukbeli lake, Substance cycles, Chelation,
Bacillus.
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1. GIRIS

Biitiin canlilar, bulunduklar1 ortam neresi olursa olsun, sartlar ne kadar agir ve olumsuz
olursa olsun yasamlarin siirdiirebilmek, hayatta kalabilmek ve ¢ogalmak zorundadirlar.
Bu zorunluluk onlarin genetik kodlarinda saklanmistir. Biitiin bunlarin olabilmesi i¢in
bulunduklar1 ortamla siirekli besin ve madde alis verisi icerisinde olmalar1 da bir baska
zorunluluktur. Madde, bu zorunluluktan oOtiirii mutlaka canlilar tarafindan alinmali ve
bir bagka formuyla ait oldugu yere geri birakilmalidir. Maddenin canli ve cansiz ¢evre
arasindaki bu alig-verisine madde dongiisii ya da ekolojik dongii denilmektedir.
Dogadaki bu madde dongiileri i¢in sonsuz bir enerji kaynagina ihtiyag vardir. Bu enerji

kaynagi ise giinestir (Cardenas et al. 2018) (Sekil 1.1).

Bir maddenin biyotik ve abiyotik ¢evre arasindaki dongiisiine biyojeokimyasal dongii
denilmektedir. Biyojeokimya terimi birkac yiizy1l oncesinden sdyleniyor olsada bu
terim ilk defa Vernadsky (1926) tarafindan, diinyadaki biitin jeokimyasal olaylarin
herhangi bir yolla canli yasam tarafindan etki altina alindigin1 belirtmek {izere
kullanilmigtir  (Schlesinger 2013). Biyojeokimyasal dongiiler, biyosfer, hidrosfer,
litosfer ve atmosferden olusan dort kategorik alan ig¢indeki maddenin tasinmasi ve
doniistiiriilmesi ile gergeklesir. Bu dort alandan ilki olan biyosfer bitki, hayvan, mantar,
mikroorganizma gibi canlilarin bulundugu ortamdir. Diger ii¢ bolge hidrosfer deniz, gol
ve nehirleri igeren su alanlarini, litosfer toprak ve yer kabugunu, atmosfer ise hava ve
gazlarin bulundugu alani ifade etmekle birlikte biyosferle yakin ve i¢ ice iliskilerinden

dolayi canli organizmalar1 barindirmaktadirlar (Madsen 2011; Moses 2012).

Biyojeokimyasal dongiilere bazen besin dongiisii de denir. Ciinkii canli organizmalara
besleyici destek saglayan bilesiklerin dongiilerini de kapsar. Biyojeokimyasal madde
dongiileri biyolojik, jeolojik ve kimyasal siiregleri igcermektedir ve “Biyojeokimyasal”
ismi bu ¢ siirecin birlesmesiyle ortaya ¢ikmaktadir. Madde, bu dongiiler arasi1 gegiste
yok olmadig1 gibi bir azalma da s6z konusu degildir. Maddesel anlamda sekil ve isim
degistirir. Biyolojik tiiketiciler olarak kabul edilen herbivor ve karnivorlar var olmadan

once de bu dongii bugiin oldugu gibi devam etmekteydi. Zira bu dongiiniin kesintiye



ugramast veya durmast demek bugliin bircok organik, inorganik veya kimyasal
maddenin bulunmamasi veya ¢ok az miktarda bulunmasi anlamina gelirdi. Ciinkii
dogada siirekli bir yikim ve harcamanin yani sira herbivor ve karnivorlar tarafindan da
stirekli bir tiikketim s6z konusudur. Maddenin devamlilig1 yiiksek oranda bu dongiiniin

devamliligina baglidir (Madsen 2011).

EKOSFER \

SU AZOT KUKURT
DONGUSU DONGUSU DONGUSU

Sekil 1.1. Madde dongiisii ve giines enerjisinin etkisi



Insanoglunun tabiata iliskin gdézlem ve bilgilerinin artmasiyla birlikte bu dongiilerin
nasil gerceklestigi onemli bir merak konusu olmus ve insanoglu ilk olarak hayatin
vazgecilmezi olan su dongiisiinden ise baslamistir. Soru veya sorun agiktr aslinda;
“Hayat kaynagimiz olan su, birgiin biter mi?”” Cevap ta bir o kadar basittir. Bitkiler, yani
yasamin temel {reticileri ototroflar topraktan suyu emer veya diger canlilar
(heterotroflar) biyolojik olarak suyu alir, terleme, diger salgilama sistemleri (idrar, digk1
vb.) ve solunum ile su atmosfere aktarilir, yagislarla (yagmur, kar gibi) su tekrar
toprakla birlesir, su topraktan siiziilerek yer alt1 sulartyla birlesir ve dongii basa doner.
Ayn1 dongli okyanuslar, akarsular ve gdller i¢in de gecerlidir. Farkli olarak, bir canl
tarafindan alinim yok veya az miktardadir ve yogun bir buharlagsma s6z konusudur

(Divine et al. 2010; Bertoni 2011; Huntington and Williams 2012).

Bu dongii sayesinde yeryliziiniin icerdigi su kiitlesi sabit kalir ve hi¢bir su molekiilii
yerkiire ve atmosferin disina ¢ikamaz. Ancak ve ancak yer ¢ekimi ve giinesin etKisi ile
dogada belli bir diizen igerisinde hareket eder. Suyun litosfer, hidrosfer ve atmosfer
arasindaki bu hareketine su dongiisii veya hidrolojik dongii denilmektedir (Pagano and
Sorooshian 2002; Bertoni 2011; Huntington and Williams 2012) (Sekil 1.2).
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Sekil 1.2. Su dongiisiiniin genel semasi



Canliligin temel kaynagi olan su dongiisii aydinlatildiktan sonra canliyr olusturan
elementler, yani karbon (C), azot (N), fosfor (P) ve canlinin yagsamini siirdiirebilmesi
icin mutlak gerekli olan demir (Fe) ve kiikiirt (S) gibi iz elementlerin dongiileri merak

konusu olmustur.

Karbon, tiim canlilarin bilesiminde bulunan ve hayat icin gerekli biitiin organik
molekiillerin baglica yap1 tasi olan bir elementtir (Spellman 1996). Karbonun litosfer,
hidrosfer, atmosfer ve biyosfer olmak {izere 4 biiyilk kaynagi vardir. Atmosferde
karbondioksit, hidrosferde karbondioksit ve bikarbonat, litosferde komiir, dogalgaz,
petrol ve kire¢ tasi halinde, biyosferde ise tiim organik bilesiklerin temel maddesi
halinde bulunur. Karbondioksidin litosferdeki dogal kaynagini yanardaglar olusturur.
Karbonat tortullarinin okyanuslarda ¢okelmesiyle, insanin dogada yaptig1 mekanik etki
(fabrikalar, araglar, yanginlar vs.) ve doganin kendi igerisindeki metabolik aktiviteleri
ile (metabolik faaliyetler, fosiller vb.) ekosistemlerde karbon dongiisii gergeklesir
(Giller and Malmqvist 1998; Ciais et al. 2013; Schlesinger and Bernhardt 2013;
Varotsos et al. 2014) (Sekil 1.3).
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Sekil 1.3. Karasal ve sucul ortamlardaki karbon dongiisii



Canliligin devami i¢in ikinci derecede 6nem arz eden, topraktaki dongiisii acisindan
Oneminin yani sira bitki beslenmesinde olmazsa olmaz denilebilecek bir diger elementte
azottur. Azot gerek protein yapilarin (ki enzimlerin biiyiik ¢ogunlugu) ve gerekse de
aminoasitlerin, DNA ve RNA gibi niikleik asitlerin yapisinda yer almaktadir. Bu
nedenle azot birgok biyokimyasal reaksiyon i¢in de 6nemli bir elementtir. Azot canli
hiicrelerinin  baslica bilesenlerinden biridir ve canli kuru agirhiginin  %5’ini
olusturmaktadir (Horne and Goldman 1994). Azot gazi (N2), atmosferin yaklasik
%80’ini olusturmaktadir. Bu gaz, az kullanildig1 ve su yiizeyi tiikkenmeyen bir azot
kaynagi olan atmosfer ile siirekli temas halinde oldugu i¢in en ¢ok bulunan azot tiiriidiir
(Horne and Goldman 1994). Azot gazi1 (N2) iki azot atomunu baglayan ti¢lii bag nedeni
ile kimyasal olarak kolay tepkime vermeyen bir gazdir ve bir¢ok bitki ve hayvan
tarafindan kullanilamamaktadir. Ancak azot gazi bazi mikroorganizmalar, bakteriler ve
mavi-yesil alglerce fikse edilerek canli biinyesine alinabilmektedir. Ayni zamanda
yildirimlar atmosferik azot gazinin bir kismini nitrat tiirevlerine dontistirmektedirler.
Atmosferde olusan bu azot formlar1 degisik tasinma mekanizmalar1 ile yeryiiziine
ulagmaktadirlar. Organizmalarin azotu N2 haliyle kullanmalari imkansizdir. Kullanim ve

sonrasinda geriye doniisiim iki kademelidir.

1.Yildirimlar (az miktarda), bazi bakteri tiirleri (Nitrosomanas vb.), bazi mavi yesil
algler (Anabeana vb.) ve endiistriyel teknolojiler (yapay giibreler) azotu kullanilabilir
formlara doniistiiriirler. Bu dogal ve mekanik yontemlerle azot (N2), amonyuma (NH4")
dontigiir. Buna literatiirde Amonifikasyon denir. Daha sonra amonyum bazi toprak
bakterileri (6rnegin; Nitrosomonas europaea) ve mantarlar tarafindan nitrit (NO2) ve
nitrata (NO.3) dontistiiriilir. Buna ise Nitrifikasyon denir. Bu haliyle azot, bitkiler ve

dolayisiyla diger canlilar tarafinan kullanilabilir forma doniligmiis olur.

2.Canlinin 6liimii ile ekosistemin 3. 6nemli zinciri olan ayristiricilar tarafindan bu yapi
amonyaga (NHs) cevrilir ve abiyotik yapiya geri donmiis olur. Buradan yine bazi
bakteriler tarafindan (6rnegin; Nitrobacter winogradskyi) azota donistiiriiliir ve tekrar
atmosfere doner. Bu ise Denitrifikasyon olar isimlendirilir (Horne and Goldman 1994,
Wetzel 2001; Varotsos et al. 2014; Lamba et al. 2016). (Sekil 1.4 ve 1.5).
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Sekil 1.4. Dogadaki azotun jeokimyasal dongiisii
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Sekil 1.5. Dogadaki azotun jeokimyasal dongiisii (Basit Model)

Fosfor, genellikle su, toprak ve tortullarda bulunan bir elementtir. Fosfor yeryiiziinde su,
toprak ve sedimentlerde, normal basing ve sicaklik altinda kat1 fazda bulunmakta ve
diger ametal dongilerindeki durumun aksine fosfor dongiisiinde gaz fazi
bulunmamaktadir (Horne and Goldman 1994). Toprakta kalsiyum, magnezyum, demir
ve aliminyum fosfat gibi inorganik formda ya da organik formlar halinde bulunan
maddelerin ¢oziilmesinden meydana gelir. Bitkiler tarafindan hidrojen fosfat (HPO4?)
ve dihidrojen fosfat (H2POgs) iyonlar1 halinde alinan fosfor, kok sisteminin gelismesi ve
bitkilerin olgunlagsmasinda 6nemli rol oynamaktadir (Atalay 1982). Ayrica fosfor
niikleik asitlerin yapisina, ATP, ADP yapisina, fosfolipit ve fosfoproteinlerin yapisina,
hiicre zar1, pek ¢ok hayvan iskeleti ve derisinin yapisina girer (Barao 2014; Pasek et al.
2014).



Gaz halinde fosfor bulunmaz ve c¢ogunlukla karada trikalsiyumfosfat CasPOs
formundadir. Bunun sebebi, fosforun genellikle standart sicaklik ve basing altinda sivi
olmasidir. Fosfor esas olarak su, toprak ve ¢okeltilerden elde edilebilirken atmosferdeki
cok kiigiik parcaciklar, fosfor veya fosfor bilesiklerini igerebilir. Fosfor yavas yavas
topraktaki ¢okeltilere, canli organizmalara ve daha da yavas topraga ve su tortullarina
gecer. Bu nedenle fosfor dongiisii jeobiyokimyasal dongiilerin en yavas olanidir. Fosfat
bilesikleri su ile temas ettiklerinde inorganik fosfata doniisiirler. Bitkiler bu inorganik
fosfati kullanarak organik fosfat olusumunu gergeklestirir. Tiiketiciler fosfat1 bitkilerden
alir. Bitki ve canlinin Sliimiiyle fosfor ayrigtiricilar tarafindan tekrar inorganik fosfat
halinde topraga doner. Fosfat dongiistinii diger dongiilerden ayiran en 6nemli farklar

cok yavas olusu ve gaz formunun olmamasindan dolay1 atmosfer evresinin olmayisidir

(Wetzel 2001; Barao 2014; Pasek et al. 2014) (Sekil 1.6).
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Sekil 1.6. Dogadaki fosfor dongiisii
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Demir (Fe); Yer kabugunun. %5’ini olusturan (Atalay 1982) bitkiler ve hayvanlar i¢in
mutlak gerekli bir elementtir. Ancak biitiin canlilar tarafindan az miktarda ihtiyag
duyulur (Ozbek vd 1993). Dogal olarak Ferrus (Fe™®) ve Ferrik (Fe*®) olmak iizere
iki oksidasyon formuna sahiptir. Ugiincii oksidasyon formu olan Fe? insan aktiviteleri
sonucu meydana gelir. En ¢ok bilinen demir filizleri hematit (Fe2O3), magnetit (Fe3Oa),
limonit (Fe2Os. nH20), siderit (FeCOs) ve pirit (FeSy)’dir. Bunlardan; manyetit (Fez0a)
%60-70 oraninda, hematit (Fe;Oz) %40-60 oraninda, limonit ([FeO(OH)]) % 30-50
oraninda demir igerir. Cogu siilfiir minerali de Fe (II) icerir ve asidik kosullar (pH < 3)

altinda Fe (I1)'nin Fe (III)'e oksitlenmesi genellikle bakteriler tarafindan kontrol edilir.

Mikroorganizmalar demiri birkag yoldan ¢esitli formlara doniistiiriirler:

a. Birgok bakteri tiri ferrus demiri (Fe*") ferrik diizeyine (Fe*? —> Fe™)
oksitleyebilmektedir. Oksitlenen demir ferrikhidroksit seklinde ¢okelir.

b. Birgok heterotrofik tiir ise ¢Oziiniir organik demir tuzlarimi etkilemektedir. Bu
sekilde demirde az ¢ok ¢Oziiniir inorganik form halinde ¢ozelti fazinda g¢okelme
gerceklesir.

c. Mikroorganizmalar ¢evrelerindeki oksidasyon - rediiksiyon potansiyelini
degistirebilecek potansiyele sahiptirler. Redoks potansiyelinin azalmasi yiiksek diizeyde
¢Oziiniir ferrik bilesiklerinden ferro bilesiklerinin olusumuna yol agar.

d. Mikroorganizmalar gesitli asitler liretmek suretiyle topragin asitliginin artmasina bu
da demirin ¢dzelti fazina gegmesine neden olur.

€. Anaerob kosullarda siilfat ve organik kiikiirt bilesiklerinden siilfiirler olusur. Bu
durumda ¢oziiniir fazdaki demir, ferro siilfiir halinde ¢ozeltiden ayrilir.

f.  Mikroorganizmalar tarafindan bazi organik  asitler ve diger karbonlu bilesiklerin
serbest birakilmasi, ¢6ziiniir organik demir komplekslerinin olusumunu etkiler
(b’dekinin aksine) (Erbs and Spain 2002; Baris 2009).

Boylelikle dogada demir oksitleyen bakteriler, organik bilesiklerin ayrigsmasiyla etken
olan heterotroflarin aktivitesi, algler, tarafindan O2’nin serbest birakilmasi, alkali

reaksiyonlarin etkileri gibi aktiviteler sonucunda demir ¢okelebilir. Bunun tersi olarak
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asit olusumu bazi organik bilesiklerin sentezi veya rediikte kosullarin olusturulmasiyla
¢oziinlirliik artabilir (Erbs and Spain 2002; Baris 2009; Boyd and Bressac 2016; Laufer
et al. 2016) (Sekil 1.7).
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LiIGANDLAR

BAKTERILER BAKTERILER

Sekil 1.7. Dogada demir dongiisiiniin genel semas1

Kiikiirt (S) dogada yaygin olarak bir elementtir. En biiyliik kaynagi ise denizlerde
bulunan siilfattir. Diger 6nemli kaynaklari ise, kiikiirt iceren mineraller (pirit FeSz,
kalkopirit CuFeSy), fosil yakitlar, yanardag ve batakliklardan ¢ikan hidrojen siilfiir gazi
(H2S) ve organik maddelerdir. Mikroorganizmalar i¢in onemli bir element olmakla
beraber bitkilerde iz element olarak bulunmasi ve alinmasi gerekli, aminoasitlerin

dolayisiyla bir¢ok proteinin yapimina ve enzimlerin yapisina katilan bir elementtir.

Dogada kiikiirt dongiisii asagidaki 4 basamakla gerceklesir.

1. Organik kiikiirtiin mineralizasyonu; Bir¢ok mikroorganizma organik kiikiirtiin
mineralizasyonundan sorumludur. Aerobik kosullarda organik kiikiirt oksitlenerek

siilfata doniistiiriliir.
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2. Assimilasyon; (hiicre tiretimi i¢in kullanma) Mikroorganizmalar hiicre ve enzim
sentezi icin kiikiirdii kullanir. Anaerobik bakteriler indirgenmis kiikiirt bilesiklerini
kullanirken, aerobik bakteriler daha ¢ok oksitlenmis haldeki kiikiirt formlarin1 (6rnegin

siilfat) kullanirlar.

3. Kiikiirt ve siilfir oksidasyonu; Oksidasyon asamasinda yine bakteriler rol alir.
Omegin aerobik H,S oksidasyonunda Thiobacillus thioparus, anaerobik ortamda
Thiobacillus denitrificans, diisiik pH’larda ise Acidithiobacillus thiooxidans (eski adi

Thiobacillus thiooxidans).

4. Silfat indirgeme; Siilfat anaerobik sartlarda siilfat indirgeyen bakteriler
(Desulfomonas, Desulfobacter, Desulfococcus) tarafindan indirgenerek HaS’e

doniistirilir.

Dogal formdaki kiikiirt katidir ve bu formdaki kiikiirt sedimenter dongii ile sinirlidir.
Riizgér, su erozyonu ve volkanik patlamalar gibi jeolojik olaylar, insan etkisine bagl
olarak gergeklesen mekanik vasitalar ile fiziksel olarak tasinir. Bununla birlikte, kiikiirt
dioksit, siilflirik asit, siilfat tuzlar1 veya organik kiikiirt gibi bilesiklerinde kiikiirt,
okyanustan atmosfere, karaya ve sonra yagislar ve nehirler boyunca tekrar okyanusa
tagmabilir (Sievert et al. 2007; Barig 2009; Meyer et al. 2016; Findlay and Kamyshny
2017) (Sekil 1.8).
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Sekil 1.8. Dogada kiikiirt dongiisii
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Biitliin bu dongiilerden yola c¢ikarak sunu sdylemek miimkiindiir: “Dongiilerde
jeokimyasal degisiklikleri gozlemlemek kolaydir. Ancak dongiilerin hemen hi¢ birinde
bir baslangi¢ noktasi belirlemek miimkiin degildir”’. Dongiilerin tamaminda baslangi¢
noktas1 olmadig1 gibi genel itibariyle degisiklikte yoktur ve siireklilik s6z konusudur.
Madde, bu dongiiler arasi gegiste her hangi bir yok olusa ve azalmaya ugramaz.
Maddesel anlamda sekil ve isim degistirir. Bu, ayn1 zamanda jeokimyasal dongiilerin
temelidir. Tim canlilar diinyanin yer kabugu olarak adlandirilan yiizeyinde ya da bu
yiizeye ¢ok yakin ince bir toprak katmani, bu katman iizerine yayilmis deniz ve goller
ile atmosfer arasinda kalan alanda yasarlar ve gilines enerjisinin disindaki
gereksinimlerini bu katmanin icerdigi kaynaklardan karsilarlar. Eger yasamin siirmesi
icin gerekli olan su basta olmak {izere diger tiim kaynaklar sadece bir kez kullanilmig
olsayd: simdiye kadar hepsi tilkenmis olurdu. Doganin tiim islevlerinin bu dongiiler ile
diizenlenmis olmas1 bu islevlerin sonsuza dek yinelenmesini saglamaktadir. Hava, su,
toprak, bitkiler, mikroorganizmalar ve hayvanlar arasinda stirekli bir alisveris olmasi
yeryliziindeki tiim kaynaklain tekrar tekrar kullanilabilmesine ve boylelikle yasamin

stirekliligine olanak verir (Moses 2010; Madsen 2011).

Biyojeokimyasal dongiilerin tamamina bakacak olursak, genel olarak sunu sdylememiz
miimkiindiir. Dongiilerin tamaminda insandan bakteriye, en geliskininden en ilkeline
kadar hemen hemen biitiin canlilarin rolii vardir. Maddenin atmosferde veya biyosferde
bulunmasina bakilmaksizin canlilarin kullanacagi formlara doniigiimiinde bakteriler ne
kadar aktif ise bu formlarin alinip kullanilmasinda ve tekrar dogaya kazandirilmasinda
da mantarlar, bitkiler, omurgali veya omurgasiz hayvanlar ve insanlar da o kadar
aktiflerdir. Fakat tim bu dongiilerde, elementlerin gerek yarayisli formlara
doniistiiriilmesi gereksede kullanim sonucu ayrnistirilip tekrar dogaya kazandirilmasinda
en biiyiik rol bakterilerindir. Daha sonrasinda mavi-yesil algler ve su yosunlari,
mantarlar, karasal habitat ve hayvanlar olarak biyojeokimyasal dongiilerde yer alan
canlilar1 siralamak miimkiindiir (Offre et al. 2013; Wurzbacher et al. 2017; Liu et al.
2018).
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Bu c¢aligma ile ekosistem dengesi ve canliligin devami ig¢in biiyiikk O6neme sahip
biyojeokimyasal dongiilerde yer alan mikroorganizmalarin 6zel ekosistemlerden
izolasyonu ve molekiiler tanis1 amaglanmistir. Ozel ekosistem olarak Erzincan ili
Otlukbeli ilgesi sinirlar igerisinde yer alan dogal set olusumuna ve 6zel alanlara sahip
Otlukbeli GoOli ve etrafindan orneklemeler yapilmistir. Bu Orneklerden yapilan
izolasyonlar farkli amaglarla kullanilabilirlikleri, olabilecek karbonatli bilesik
olusturma-¢ozme, fosfat ¢Oziniirliigli, azot fiksasyonu, kiikiirt ve demir {izerine
etkilerine gore segilerek etkili izolatlar 16S rRNA gen bolgelerinin DNA dizi

analizlerine gore tanilanmistir.
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2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Ekosistem

Ekosistemler {izerine arastirmalar 19. yiizyilin sonlarina dogru baslamistir.
Arastirmacilar 6nceleri ekosistem terimi yerine Mikrokosm, Forbes (1887), Holosenoz,
Friederich (1930), Biyosistem, Thienmann (1939), ya da Biyojeosonoz, Rus ekologlari

(1947) terimlerini kullanmiglardir.

Ekosistem terimi ise ilk kez Ingiliz bir botanik¢i olan A.G. Transley (1935) tarafindan
bitki kommunitesi ile ortamin etkilesimini agiklamak amaciyla kullanilmistir. Bu giinkii
anlamiyla Ekosistem; “Belli bir alanda yasayan ve birbirleri ile siirekli etkilesim i¢inde
olan canlilar ile cansiz ¢evrelerinin olusturdugu biitiindiir” seklinde tarif edilmistir (de

Jonge 2007; Anand et al. 2010).

2.2. Ekosistemin Ogeleri

Ekosistemlerin genel yapilarindan bahsedildiginde kendilerini olusturan canli ve cansiz
varliklarla bunlarin barindirdigr tiim 6zellikler anlasilmaktadir. Bu nedenle ekosistemi

canli (biyotik) ve cansiz (abiyotik) 6geler olusturur demek yanlis olmaz.

Cansiz gevre, bir besin ag1 ile oriiliidiir. Bu orgilide besin siirekli bir dongii halindedir.
Ekoloji ¢evre bilimi olarak bilinir ve canlilarin birbirleri ve cevreleriyle iligkilerini
inceler. Ekosistem ise canli ve cansiz ¢evrenin tamamidir. Ekosistemi de abiotik
faktorler (su, hava, iklim gibi cansiz faktorler) ve biyotik faktorler (mikrobiota, fauna,
flora gibi canli faktorler) olmak tizere iki faktor olusturur. Bu tanimlamadaki
organizmalar, diger bir deyim ile canlilar veya canli ¢evre; insan, hayvan ve bitkilere ait
bireyleri veya bunlardan olusmus toplumlar ifade etmektedir. Tanimlamanin iginde
gecen organizmalarin i¢inde yasadiklari ortam terimi ise cansiz ¢evre olarak da ifade

edilir ve hava, su, toprak, 1sik gibi faktorleri kapsar. Biyotik etmenler igerisinde
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tireticiler, tliketiciler ve ayristiricilar yer alirken abiyotik etmenleri fiziksel etmenler,
organik ve inoganik maddeler olusturur. Ekosistemler ilk bakista karmasik birer sistem
olarak goziiksede islevselliklerine bakildiginda bir ka¢ maddede toparlanacak kadar

basit organizasyonlardir.

() Besin zinciri boyunca enerji akisi

(i) Besin maddesi dongiisii (biyojeokimyasal dongiiler)

(ii1) Ekolojik devamlilik veya ekosistem gelisimi

(iv) Homeostazi veya geri bildirim kontrol mekanizmalar1 (Haber 1994; de Jonge 2007;
Barig 2009; Anand et al. 2010; Claustre et al. 2010; Stremke and Koh 2010) (Sekil 2.1
ve 2.2).
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Sekil 2.1. Ekosistemin biyotik ve abiyotik 6geleri ve etkilesimleri
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Sekil 2.2. Ekosistemin biyotik ve abiyotik 6geleri ve etkilesimlerin diyagrami

2.3. Ekosistemler

Ekosistemleri genel olarak Dogal Ekosistemler ve Yapay Ekosistemler olarak iki gruba

ayirabiliriz.

Dogal ekosistemler igerisinde; asagidan yukariya dogru cikildik¢a canli sayisinin
azaldig1 ve ekstremlestigi Dag Ekosistemleri, oksijen oraninin diisiik olusu, hidrostatik
basincin yiiksekligi ve derinlere inildikge besin maddelerinin azaldigi Deniz
Ekosistemleri, gilines isinlarini gérmenin neredeyse miimkiin olmadigr yogun bitki
populasyonlari iceren Orman Ekosistemleri, organik besin elementlerinin hemen hemen
hi¢ olmadig1 Col Ekosistemleri, canli populasyonun ¢ok az oldugu ve 6zel bir kag canli

tiirliniin yasayabildigi Magara Ekosistemleri, ¢cok ekstrem bir kag tiirlin yasamay1
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basarabildigi Buzul Ekosistemleri, canli ve tiir sayisinin belkide en fazla oldugu Nehir
ve Akarsu Ekosistemleri, igerdikleri elementlerin ¢esitliligi ve olusum sekillerinin

0zelligi acisindan G6l Ekosistemlerini saymak miimkiindiir.

Yapay Ekosistemler olarakta: Tarimsal alanlar, Su iiriinleri yetistirme havuzlari, Kentsel
Ekosistemler ve Endiistriyel ekosistemler sayilabilir (Baris 2009; Yvon-Durocher et al.
2012).

2.4. Canli-Cevre lliskileri ve Biyolojik Cesitlilik

Canli tiirlerini, yapilarini, yasadiklar1 gevreyi ve bu gevre ile iliskilerini aragtirmak
biyologlarin en dnemli konularindandir. Bir canlinin yagam alan1 hem g¢esitlilik hemde
gerek morfolojik gerekse de molekiiler yap1 lizerine 6dnemli etkileri vardir. Canlilarin

yasam alanlar1 ise biyosfer olarak tanimlanmaktadir (Baris 2009).

Giintimiizde biyosferin 6zellikle farkli bolgeleri (jeotermal menfezler, jeomikrobiyal
goller, magaralar, buzullar, kaplicalar, derin denizler, tuz golleri vb.) ile ilgili ¢cok sayida
mikrobiyolojik ¢alisma yapilmaktadir (Tortora et al. 2004; Satyanarayana et al. 2005;
Adigiizel 2006; Madigan and Martinko 2006; Baris 2009).

Ortam kosullarinin olagandist oldugu bu bodlgelerde ¢aligmalarin yogunlasmasinin

sebepleri ise;

a) Ortam kosullarinin sira dis1 olmasi, bu ortamlarda yasayan mikroorganizmalari da,
bu ortamlara uygun 6nemli adaptasyon 6zelliklerine sahip olmasi

b) Bu ortamlarin heniiz yeterince arastirilmamis ve bunun sonucu olarak, biyolojik
cesitliligi hakkinda yeterince bilginin bulunmamasi

¢) Izole edilen mikroorganizmalarin metabolizmalarindaki farklilik

d) Izole edilen mikroorganizmalarin, enzimlerinin ve/veya metabolik {iriinlerinin
endistriyel, tibbi ve/veya zirai amagla kullanimlarinin bulunmasi gibi sebepler

siralanabilir (Satyanarayana et al. 2005).



20

Mikroorganizmalar igerisinde en iyi adaptasyon yetenegine sahip olan grup ise
bakterilerdir. Biyosferin her yerinden bakterileri izole etmek miimkiindir (Ward 2002).
Hatta yer {istli, yer alt1 ve deniz dipleri gibi ortamlardan baska dis diinya kaynakli
(goktaslarindan) oldugu distiniilen bakteriler izole edilebilmistir (Ciftgioglu et al.
1999).

2.5. Bir Ekosistem Olarak Goller

Tiirkiye, kapladiklar1 alanlar g6z 6niine alindiginda, dogal golleri acisindan ¢ok zengin
bir ililke sayilmayabilir. Yapilan 6l¢iimler ¢esitli kaynaklara farkli yansimis olmakla
birlikte, en iyimser tahminler bile, batakliklarla birlikte gdllerimizin yiizél¢limiiniin
10.000 km?yi ancak bulabildigini gostermektedir. Diger bir deyisle, Tiirkiye
yiizélgiimiiniin %1,2 si gollerle kaphdir (izbirak 1962, 1984; inandik 1965; Akkan ve
Tuncel 1990).

2.6. Olusumlaria Goére Goéller

Olusumlarina gore golleri 3 ana baslik altinda toplamak miimkiindiir.

a) Yerli Kaya Golleri (Tektonik, Krater, Buzul ve Karstik)
b) Dogal Set Golleri (Lav, Heyelan, Aliivyon ve Lagiin)
€) Yapay Set Golleri (Baraj Golleri)

Tektonik kokenli: (Beysehir, Egirdir, Burdur, Manyas, Ulubat, iznik...)

Jips dolini gollleri: (Polat Golii, Erzincan, ilig)

Volkanik goller: (Nemrut, Meke Tuzlas1 Golleri, Isparta Golciigii, Acigol...)

Buzul golleri: (Buzuldag, Uludag, Munzur, Esence, Kagkar, Bolkar Daglar1 tizerindeki
goller)

Set golleri: Heyelan setleri (Tortum, Sera goélleri), birikinti konisi setleri (Eymir ve
Mogan Golleri), akarsu setleri (Marmara Golii, Meri¢, Sakarya vadi tabanlarindaki

goller), delta golleri (Kizilirmak, Seyhan-Ceyhan, Yesilirmak delta agizlarindaki
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goller), kiyr kordonlarn (Biiylik ve Kiiclik Cekmece, Terkos golleri), lav setleri (Van,
Ercek, Balik, Hagli, Nazik golleri) (izbirak 1962; Inandik 1964; Gastescu 2009; Bertoni
2011; Hakanson 2012; Mitra et al. 2014).

Tim gol smiflandirmalarina bakildiginda en fazla arastirma set golleri iizerine
yapilmistir. Hemen hemen biitiin arastirmacilar gol ¢anaklarinin olusumunu saglayan

dogal setlerden bahsederken “lav”, “aliivyal”, “heyelan”, “moren”, “lav-tiif”, “organik”,

“kiyr” hatta dogrudan buzullarin olusturdugu setlerden s6z etmektedir.

2.7. Otlukbeli Golii

Erzincan ilinin Otlukbeli (Karakulak) ilce merkezinin 6 km kadar kuzeybatisinda
bulunan ““ Otlukbeli Goliniin olusumu da bir dogal setlesme sonucudur (Sekil 2).
Uzunlugu 150-160 m. genisligi 30-50 m. arasinda degisen, yiizolgiimii 6500 m?
dolaylarinda kiigiik bir goldiir. Azami derinligi 15-18 m. dolayindadir (Hosgoren 1994).
GOl suyu igerisine giiney tarafindan maden sular1 karisiyor olmasina ragmen kuzey
tarafindan dere suyu ile beslendiginden tatli olarak tesbit edilmistir. G6lii besleyen bu
derenin bolca materyal getirdigi ve goliin gittikge daraldigi gozlemlenmistir. Goliin
literatiirde bir ismi yoktur. Bu isim konumu dolayisiyla verilmistir (Akkan ve Tuncel,
1990). Otlukbeli Golii, 6zglinligii dolayisiyla 15. 04. 1994 giin ve 612 Sayili Erzurum
Kiiltir ve Tabiat Varliklarint Koruma Kurulu karari ile dogal sit alam ilan edilerek

koruma altina alinmigtir (Akpinar 2016) (Sekil 2.4 — 2.8).
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Sekil 2.3. Otlukbeli goliiniin konum haritasi

Sekil 2.4. Goliin dogu istikametinden goriiniimii



23

Sekil 2.5. Goliin giineydogu istikametinden goriiniimii ve gole karigan maden sulari

Sekil 2.6. Goliin giiney
yapinin gorinimu

istikametindeki kalkerli yapilar ve demir — kiikiirt icerikli
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Sekil 2.8. Goliin gliney kismina akan sular. Ayn1 morfolojik yap1 gdliin alt kisimlarinda
da devam etmektedir.
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Sekil 2.9. Gol ve gevresindeki kalkerli yapilar

Sekil 2.10. Kalkerli yapilardan ilging bir goriintii
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2.8. Gol Cevresinin Yapisi ve Jeomorfolojik Ozellikleri

Otlukbeli Goli’niin yakin c¢evresinde yapiy1 ofiolit kayac serisi olusturur. Genellikle
“Erzincan Nap1” adi altinda toplanan ve ¢ogunlukla yilan tasi, yesil silisli kil tas1 ve
volkanik atik goriintiilii yapidan olusan bu kayag serisi Esence (Kesis) Daglarinin da
temel yapisin1 olusturur ve buradan Otlukbeli yoresine kadar genis bir yayilim gosterir

(Yilmaz 1985) (Sekil 2.9 — 2.10).

Gol gevresi yapisal olarak incelendiginde gerek jeolojik yapilara ve gereksede belirgin
bir sekilde yer sekilleriyle uyumsuz (kurakliga bagli vb.) catlaklar gozlemlenmektedir.
Bu catlaklarin bir kismindan basingli gaz ¢ikisi ve bu gaz ¢ikisiyla birlikte madeni bir
koku ve tada sahip su ¢ikislarini gozlemlenmistir (Sekil 2.11). Bu catlaklar birgok
jeoloji literatiirlinde belirtildigi gibi aktif faylarin gostergesidir ve bunun en belirgin
kanit1 ise yine Otlukbeli Komlar1 olarak isimlendirilen yérede bulunan yaygin maden
sular1 ve bunlarin olusturdugu travertenlerdir. Konum olarak Otlukbeli Golii, denizden
yiiksekligi 1855 metrelerde bir vadinin igerisine yerlesmis bulunmaktadir. Dogusu yore
halk: tarafindan Sazlar Deresi olarak isimlendirilmektedir. Goliin kuzey yamaglar karsi
cephesine oranla belirgin bir sekilde daha diktir. Bu dik yamaglarin iist kisimlarinda
traventen olusumuna (Sekil 2.12) sebep olan su kaynaklari bulunmaktadir. Saha
aragtirmalar1 sirasinda gozlemledigimiz bu su kaynaklarindan birinin maden suyu
karakterinde ve drenaj kisimlarinda yosunlagsmanin fazla oldugu, diger suyun drenaj
kisimlarinda ise daha az yosunlagsma oldugu ve maden suyu karakterinde olan suyun
hayvanlar tarafindan igilmedigi gozlemlenmistir (Sekil 2.13-2.14). Yine goliin asagi
kisimlarinda, gol sularimin  dokiildigi bolgelerde olusan diidenlerde daha c¢ok

magaralara 6zgii olan CaCOs sarkitlar1 dikkat ¢ekici bulunmustur (Sekil 2.16).



27

Sekil 2.12. Gol ¢evresindeki traverten olusumlari
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Sekil 2.14. Traverten olusumuna sebep olan su kaynaklari
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Sekil 2.16. Goliin alt kisimlarinda bir miktar suyun dokiildiigii diiden i¢inde olusan
CaCOgssarkitlari
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Omekleme yapilan gol ¢evresi dikkatle incelendiginde jeolojik farkliliklar dikkat
cekicidir. Ozellikle kalsifiye alanlar ve kirmiz1 bolgeler mikrobiyal ¢esitlilik agisindan
Oonem tagimaktadir. Bu bolgelerde mineral olusumuna katilan ve demir-kiikiirt dongiileri
icin 6nemli olabilecek bakteriler oldugu diisiiniilmektedir. Kirmiz1 kitlelerin olustugu

kisimlarin daha alt kisimlarinda mukoid biyofilm olusumu 6nemlidir (Sekil 2.15).

2.9. Bakteriler ve Bakterilerin Biyojeokimyasal Dongiiler Acisindan Onemi

Genel olarak bakildiginda farkedilmese de bilimsel olarak ele alindiginda en gelismis
canlidan en ilkel canliya kadar tiim canlilar arasinda hatta canli ile cansiz varliklar
arasinda siirekli bir etkilesim ve iletisim vardir. Dolayisiyla mikrobiyoloji ve jeoloji
arasinda bir bag kurmak ¢ok ta zor degildir. Wolf and Bachofen (1991), Kasting (1993)
ve Kasting and Siefert (2002), bakterilerin en {ist litosfer ve hidrosfer de dahil olmak
lizere, yeryiiziiniin evriminde Onemli rollerinin oldugunu arastiran bilim adamlari
arasindadirlar. Yaptiklar: arastirmalar neticesinde simdiki atmosferin olusumunda
bakterilerin rolii daha iy1 anlasilabilmektedir. Bu bilim adamlarinin yapmis olduklari

arastirmalar neticesinde:

1) Mikroorganizmalarin jeolojik materyallerden elementlerin = salinimint  veya
olusumunu hizlandirabildigi

2) Biyokiitle tiretimi i¢in gerekli besinleri elde etmek i¢in dogrudan ya da dolayli
olarak pH’1 azaltan metabolitlerin atilimi, kompleks katyonlarn veya ¢ozeltilerinin

yikanmasi ve mineral doygunluk durumlarimin degistirebildikleri ortaya ¢ikarilmistir

(Barker et al. 1998; Gambari 2011).

2.9.1. Bakteriler ve bakteri sistematigi

Bakteriler ve bakteri sistematiginden bahsetmeden once karakterizasyon, sistematik ve
taksonomi gibi terminolojik olgulardan bahsetmek yerinde olacaktir. Karakterizasyon,
saf bir prokaryotik kiiltiiriin tim 6zelliklerinin tanimlama amaciyla elde edilmesidir.

Yapilan bu tanilamanin ise iyi karakterize edilmis ve kabul gormiis bir tiire dahil
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edilebilmesidir. Bir izolati tanilamak i¢in gerekli veri miktar1 karakterizasyon igin
gerekli olandan daha azdir. Bu sebeple tanilama igin, bir organizmay1 digerlerinden

kesin olarak ayirabilecek karakteristikler secilir (Dworkin et al. 2006).

Canlilarin simiflandirilmasi sistematik veya taksonomi olarak adlandirilir. Bu iki kelime
pratikte birbirinin yerine kullanilmasina ragmen taksonomi daha genel bir ifadedir.
Taksonomi, siniflandirmanin teorik yapisini ve esaslarini ortaya koymakta iken
sistematik, tiirlerin belli sistemlerdeki yerlerine yerlestirilmesini ifade eder. Sistematik,
taksonomi ile birlikte ekoloji, biyokimya, genetik, molekiiler biyoloji ve mikroskobik
kabulleri ihtiva eder (Dworkin et al. 2006).

Gliniimiizde tespit edilen canlilarin rRNA sentezi ile ilgili DNA bdlgelerinin (rDNA)
baz  dizileri  karsilastinnldiginda, canlilarin  {i¢  biliylk domain  altinda
smiflandirilabilecekleri tespit edilmistir. Bunlar; gergek bakteriler (Obakteriler,
Bacteria), antik bakteriler (arkealar, Archea) ve okaryotlar (Eukaryotes) olarak
isimlendirilmektedir (Woese et al. 1990; Skirnisdottir 2000; Mora and Amann 2001;
Hugenholtz 2002; Baris 2009).

Bu ii¢ temel domain’in olusturdugu organizma havuzundan zooloji ve botanigin klasik
teknikleri ile c¢alisilabilen organizmalar g¢ikarilinca geriye mikrobiyologlarin c¢alisma
alanlarin1 olusturan organizmalar kalir. Bunlar genellikle 06zel ekipmanlarla

(mikroskoplar) goriilebilen kii¢iik organizmalar1 igermektedir (Amann et al. 1995).

Bitki ve hayvanlarla mukayese edildiginde, mikroorganizmalarin morfolojileri saglam
bir siniflandirmaya temel olusturmak ve giivenilir tanilama i¢in oldukca yetersizdir. Bu
nedenle bakterilerin tanilanmasi i¢in, mikroskobik morfolojileri, koloni morfolojileri,
endospor olusturup-olusturmadiklari, hareketli olup-olmadiklari, Gram reaksiyonlari
(hiicre duvar yapilar), 1s1, Oz, 151k ve pH istekleri, karbon kaynagi olarak kullanabildigi
molekiiller, hiicrenin biyokimyasal yapisi ve niikleik asitlere dayali birden fazla tespitte
bulunmak gerekmektedir (Schlegel 1985; Amann et al. 1995; Mora and Amann 2001).
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Bu o6zelliklerin belirlenebilmesi i¢in bakterinin kiiltiire alinabilmesi gerekmektedir. Bazi
mikroorganizmalar1 kiiltiire almak miimkiin olmamaktadir. Bu mikroorganizmalari
kiltiire almadan kendi dogal ortamlarinda tanilamaya olanak saglayan teknikler (in situ

hibridizasyon problari) gelistirilmis ve kullanilmaktadir (Amann et al. 1995).

Bu tespitlerden niikleik asitlere (DNA ve RNA) dayali yontemler genotipik yontemleri,
digerleri ise fenotipik yontemleri olusturmaktadir. Bakterilerin tan1 amach
karakterizasyonu i¢in, fenotipik ve genotipik karakterlerin her ikisine ait veriler de
kullanilmaktadir. Genotipik ve fenotipik verilerin birbirlerini destekledigi sonuglar ideal
verilerin alindigini gdstermektedir. Ilk olarak fenotipik gdzlemler daha sonra bu
verilerden faydalanilarak molekiiler incelemeler yapilmaktadir. Bunlar; mikroskopik
ozellikler (hiicre sekli, biiyiikligii, hareketliligi, flagel olusturup olusturmadigi, spor
olusturup olusturmadigi, hiicresel inkliizyonlar, renk, koloni morfolojisi, Gram boyanma
ozelligi), hiicre bilesenlerinin kimyasal kompozisyonu (DNA, membran bilesimi, yag
asitleri, eter yaglari, alifatik hidrokarbonlar, izoprenoid kuinonlar, sitokromlar, hiicre
duvar1 yapilar1 ve bilesimi, bakteri antijenleri, lipopolisakkaritler, mikolik asitler,
peptidoglikan, elektroforetik protein analizleri, poliaminler), metabolizma ile ilgili
ozellikler (temel enerji metabolizmasi, besinsel ve metabolik karakterler, 6zel besinsel
gereksinimler, enzimler, ekolojik parametreler) ve niikleik asit proplari ile belirlenen
karakterler (spesifik niikleik asit proplarinin sentezi veya izolasyonu, hedef niikleik asit
ekstraksiyonu, spesifik niikleik asit proplarinin gogaltilmasi ve gézlemlenmesi, hedef
niikleik asitin niikleik asit probu ile hibridizasyonu ve hibridlerin tespiti) veriler olarak
siralanabilmektedir (Woese et al. 1990; Vandamme et al. 1996; Skirnisdottir 2000;
Mora and Amann 2001; Hugenholtz 2002; Logan et al. 2002; Martin 2002; Bohannan
and Hughes 2003; Chelius and Moore 2004; Coenye et al. 2005; Dworkin et al. 2006;
Singh et al. 2006; Baris 2009).

2.9.2. Tam ve karakterizasyon icin kullanilan yontemler

Tan1 ve karakterizasyon icin kullanilan yontemler konvensiyonel ve molekiiler

yontemler olarak da siniflandirilabilir (Adigiizel 2006).
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Molekiiler yontemler, mikroorganizmalar1 meydana getiren makromolekiillerin
iceriklerine, cesitliliklerine ve oranlarina bagli olarak elde edilen farkliliklar1 esas alarak
gelistirilmistir. Molekiiler yontemler karbonhidratlari, lipitleri, proteinleri ve genetik
materyalleri (DNA ve RNA) calisma materyali olarak kabul etmekte ve bunlardan
birinin veya kombinasyonlarinin kullanimiyla mikroorganizmalarin tan1 ve
karakterizasyonu gerceklestirilmektedir. Ozellikle ribozomal operonlarin (rrn) dizi
analizleri organizmalar arasindaki filogenetik iliskiyi belirlemede tercih edilen bir
yontem olmaktadir. Ribozomal operonlar 3 gen icermektedirler. Bunlardan ilki 16S
rRNA’y1 sifreleyen rrs geni, digeri ribozomun 23S rRNA’y1 sifreleyen rrl geni,
ticlinciisii ise 5S rRNA’y1 sifreleyen gendir. Bu ii¢ bolgeden 6zellikle 16S rRNA bdlgesi
tizerinde daha yogun calismalar yapilmaktadir (Lane et al. 1985; Vandamme et al.
1996; Woese 2000; Mora and Amann 2001; Dworkin et al. 2006; Baris 2009).

Serolojik teknikler (Radioimmunoassay, Immunoblot, Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay, Dot Immunobinding Assay, Agglutination ve Immunofluorescence), niikleik asit
temelli analiz teknikleri (Randomly Amplified Polimorphic DNA= RAPD, Repetetive
Extragenic Palindromic= rep-PCR, Enterobacterial Repetetive Intragenic Concensus=
Eric-PCR, Box-PCR, Spesifik PCR, Restriction Fragment Length Polymorphism=
RFLP, PCR-RFLP, Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis= ARDRA ve
Denaturing Gradient Gel Electrophoresis= DGGE), metabolik enzim iriinlerinin
belirlenmesi (Biolog), yag asit analizleri (Mikrobial Identification System=MIS) gibi
molekiiler yontemler son yillarda yogun bir sekilde kullanilmaktadir. Bunlardan MIS ve
BIOLOG tamamen bilgisayar kontroliinde olup, rutin testlerin yapildigi laboratuarlarda
mikroorganizmanin tani ve karakterizasyonunda kullanilmaktadir. (Vaneechoutte et al.

1992; Muyzer and Smalla 1998; Adigiizel 2006; Qiu et al. 2008; Rusznyak et al. 2008).

Mikroorganizmalarin tanilanmasi ve siniflandirilmasi amaciyla uygulanmakta olan
farkli bir¢ok fenotipik ve genotipik metodun her biri sirasiyla cinsten, tiire, alt tiire, irka
kadar belirli oranlarda filogenetik siniflandirma yapmaya imkan saglamaktadir. Bununla
beraber her yontem uygulamadaki kolaylik, uygulanabilirlik, ekipman ihtiyaci ve

coziilebilirlik seviyesine bagli olarak, baz1 avantaj ve dezavantajlara sahiptir. Genellikle
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DNA temelli metotlar, mikroorganizmalarin tanilanmasi ve siniflandirilmalarinda
evrensel olarak uygulanabilen, oldukc¢a giivenilir metotlar olup cins ve tiir seviyesindeki
ayrimlar, DNA-DNA hibridizasyon yontemlerine ve artan oranda da 16S rRNA baz
dizilimine bagli modern filogeniye dayanmaktadir (Vandamme et al. 1996; Rademaker
et al. 1997; Daffonchio et al. 1998; Mora and Amann 2001). Molekiiler teknikler,
mikrobiyal ekolojide, bakterilerin, tanilanmasi, karakterizasyonu ve siniflandirilmasin

da biiyiik dneme sahiptir (Schloter et al. 2000; Singh et al. 2006).

Molekiiler biyolojide ve 6zellikle de polimeraz zincir reaksiyonu (Polymerase Chain
Reaction= PCR) teknolojisindeki gelismeler, mikroorganizmalarin genomik analizlerine
bagli olarak belirlenen bir populasyondaki genetik ¢esitliligin saptanmasinda, izolatlarin
smiflandirilmasi ve karakterizasyonunda biiyiik kolayliklar saglamaktadir. Ozellikle
16S-23S rDNA-PCR, ITS-PCR (Internaly Transcribed Spacer), ARDRA (Amplified
Ribosomal DNA Restriction Analysis), T-RFLPs (Terminal Restriction Fragment
Length Polymorphism), tRNA PCR (transfer RNA), DGGE (Denaturing Gradient Gel
Electrophoresis) gibi PCR temelli parmak izi yontemlerinin gelistirilmesi ve spesifik
primerlerin  kullanilmasiyla bakterilerin tan1 ve teshisinde biiyiik ilerlemeler
kaydedilmisdir (Vaneechoutte et al. 1992; Campbell et al. 1997; Muyzer and Smalla
1998; Sahin vd 2000; Qiu et al. 2008; Rusznyak et al. 2008).

Son zamanlarda, 16S-23S rDNA genini kodlayan “internal transcrib spacer” gen
bolgelerini hedef alarak, bakteriyel tani, tarama uygulamalar1 ve bir tiir icerisindeki
izolatlarin ayrimima yonelik ¢alismalarda biiyiik gelismeler kaydedilmistir. Tek bir
mikroorganizma grubunun teshisi ve tanisinda yliksek hassaslik ve 6zgiilliige sahip olan
tekniklerin yerini, ribozomal genlere bagh tan1 yontemleri almaktadir. 16S ve/veya 23S
rDNA bolgelerinin niikleotid dizilerinin belirlenmesiyle, bakterilerin filogenetik
simiflandirilmasi gergeklestirilmistir (Ginard et al. 1997; Maiddak et al. 1997, 2001;
Muyzer and Smalla 1998; Woese 2000, 2004; Mora and Amann 2001; Martin 2002;
Harris and Hartley 2003; Adigiizel 2006; Dworkin et al. 2006; Qiu et al. 2008;
Rusznyak et al. 2008).
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DNA sekanslama veya dizilimi terimi, bir DNA molekiiliinde bulunan niikleotid
bazlarinin yani adenin, guanin, sitozin ve timinin sirasini belirlemek amaciyla yapilan
siralama yontemleri anlamina gelmektedir. DNA dizileme bilgisi bugiin temel biyolojik
caligmalar icin yaygin olarak kullanilmakla birlikte DNA sekanslama tekniklerinden
yararlanan diger bir¢ok arastirma dallar1 ve uygulama konulari i¢in de vazgecilmezdir.
Bu alanlardan bazilarimi bir ka¢ ana baslikta toplayacak olursak: DNA da meydana
gelen kirilma, delesyon ve modifikasyon gibi hatalarin tespiti, biyoteknoloji, arkeoloji,
antropoloji, genetik, molekiiler biyoloji, adli biyoloji, kriminalistik, enfeksiyon
kontrolleri, filogenetik ¢aligmalar ve biyolojik sistematik olarak saymak miimkiindiir

(Reinert and Huson 2007; Mellmann et al. 2017).

1953 yilinda DNA ¢ift sarmalinin kesfinden yaklasik 15 yil sonra DNA sekanslama
teknigi ile tanisilmistir. Bu gecikmeye ragmen bilim insanlar kitalar arasi ¢aligmalarla
bircok hayvan, bitki ve mikrobiyal canlinin genomunun sekanslamasini basarmis ve bu
basar1 insan Genom Projesinin ortaya ¢ikmasini saglamistir. 1970 yilinda Hamilton
Smith ve arkadaglarinin yapmis olduklari enzim kesfi bu silirecin hizlanmasma ¢ok

biiytik bir katki saglamistir (Reinert and Huson 2007).

DNA sekanslama i¢in 1970 yilinda Sanger ve Coulson tarafindan gelistirilen ve jel
tizerinde elektron yiiklerine gore ayrismaya dayandirilan yontem zaman igerisinde
gelistirilerek bugiin daha modern, daha kolay, daha dogru sonug verebilir ve daha hizli
bir hal alarak kullanilmaya devam etmektedir. Bu gelismelerin 15181nda bir biitiin olarak
bir bakterinin genomunun dizisi Fleischmann ve arkadaslar1 tarafindan 1995°te
yaymlanmistir. Sonraki yillarda ise ulasilabilir genom dizileri sayis1 hizla artmustir.
Gilinlimiizde, tek niikleotid polimorfizmlerine (SNP'ler) veya allelik degisikliklere
(¢ekirdek genom multilokoz sekansi yazimi [cgMLST]) dayanan iki farkli yaklagim,
genotipik iligkiyl gostermek i¢in tam genom sekanslama bilgisini ¢ikartmak ig¢in

kullanilmaktadir (Eisen 2000; Coenye and Vandamme 2003; Mellmann et al. 2017).

Giinlimiizde bir¢cok bakteri susu molekiiler 6zelliklerine bakilarak siniflandirilmaktadir.

Bu nedenledir ki molekiiler biyoloji bilimi bakteriyoloji biliminin ayrilmaz bir parcasi
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olmustur. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ve Restriksiyon Fragment Uzunluk
Polimorfizmi (RFLP) gibi tekniklerin gelismesi ve yayginlagsmasiyla bakterilerin ve alt

tirlerinin tanimlanmasi ve simiflandirilmas: daha kolay bir hal almistir (Dashti et al.

2009).

DNA ekstraksiyonu ve saflagtirllmasiyla baslayan DNA sekanslama bugiin hizli bi
sekilde gelisen ve sik olarak kullanilan bilgisayar bilimi alan1 olan Biyoinformatik’e
aktarimla sonlanir. Biyoinformatik DNA ve protein dizilerinin toplanmasi,
organizasyonu ve analizi ile ilgilenir. Cok sayida canlinin DNA ve protein dizilimini
barinadiran bu data sistemlerinden yogun bir sekilde faydalanilmaktadir (Kumar and

Duraipandian 2012).

Gilintimiizde, DNA ve protein dizilerini incelemek i¢in kullanilan en yaygin araglardan
biri de Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)’dur (Altschul et al. 1990).
BLAST, Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi (NCBI) web sitesinde ve buna benzer
birgok internet sitesinde kullanilan bir bilgisayar sistemidir. BLAST, mevcut bir sekans
veri tabani ile sorgulanacak bir DNA sekansini hizla hizalayabilir ve karsilastirabilir. Bu
da siirdiiriilmekte olan genomik arastirmalarda onu vazgecilmez bir ara¢ haline getirir.
Son yillarda, biiylik 6lcekli dizileme projelerinin ve BLAST gibi biyoinformatik
araglarin paralel gelisimi, bilim adamlarinin bir¢ok tiiriin genetik organizasyonunun

incelemelerini saglamigtir (Lobo 2008).

BLAST olarak adlandirilan bu teknolojinin amaci belirli bir dizinin baska bir diziye
benzer olup olmadigini belirlemektir. Bu islem yeni diziyi bir veritabaninda halihazirda
rapor edilmis ve depolanmis olan sekanslar ile karsilagtirmak esasina dayanir. Bu siireg
esas olarak veri tabanindaki benzer sekansi ortaya ¢ikarmak i¢in hizalama prosediirlerini
kullanan bir islemdir. Hizalama ile ayn1 veya yakin benzerligi olan ve az benzerlige
sahip olan bolgeler belirlenir. Bir anlamda, bu hizalamalar, bir veri tabaninin yeni
tiiretilen diziye potansiyel bir homolog diziyi igerip igermedigini belirlemek igin
kullanilir. Bu amagla iki hizalama tiirii kullanilir. Bunlar global ve yerel hizalamadir.

Global bir baska deyisle kiiresel yaklasim, bir biitlin diziyi diger tim dizilerle
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karsilastirir. Yerel yontem ise bir dizinin bir alt kiimesini kullanir ve onu diger dizilerin
alt kiimesine hizalamaya c¢alisir. Kiiresel bir hizalamanin ¢iktis1 iki dizinin
karsilastirmasidir. Lokal hizalamalar, ¢ok benzer olan bolgeleri ortaya ¢ikarir, ancak iki
dizinin tamaminda bir mukayese saglamaz. Global yaklasim, kii¢iik bir dizi diziyi
karsilastirirken faydalidir, ancak karsilastirmadaki dizinin sayis1 arttikga hesaplama
acisindan pahali hale gelir. Yerel hizalamalar, ¢ok biiyiikk veritabanlarin1 basariyla
arastirmak i¢in daha uygun olan sezgisel programlama yontemlerini kullanir, ancak
bunlar en uygun ¢Oziimii vermezler. Bu sinirlama s6z konusu olsa bile, lokal
hizalamalar genomik alanlar i¢in ¢ok Onemlidir, ¢ilinkii birbirinden farkli iki dizi
arasindaki inig ile ilgili olan homoloji bolgelerini ortaya ¢ikarabilirler (Altschul et al.
1990; Lobo 2008).

Siniflandirma kuramlari igerisinde s6z edilen taksonomi, genellikle sistematik veya
biyosistematigin es anlamlis1 olarak kullanilir. Ug temel basamak taksonomiyi ortaya

cikarir.

1) Smuiflandirma, organizmalarin benzerliklerine gore diizenlenmesi,
2) Isimlendirme, diizenlenen organizmanin etiketlenmesi,
3) Bilinmeyen organizmanin, tanimlanan ve etiketlenen organizmalardan herhangi

birine ait olup olmadiginin belirlenmesi.

Modern sistematik ise bunlara ek olarak filogenetik ve populasyon genetiginden
yararlanir. Son yillarda bakteri siniflandirmada 16S veya 23S rRNA dizisinde kodlanan
filogenetik iliskiler bakteriler arasindaki benzerlik veya farkliliklar acisindan genel

kabul gormiistiir (Vandamme et al. 1996; Uilenberg and Goff 2006; Mares 2015).

Genel olarak bir bakteriye ait tiim genotipik, fenotipik ve filogenetik bilgiler polifazik
taksonomide degerlendirilebilir. Bilindigi gibi genotipik bilgi hiicredeki niikleik
asitlerden (DNA ve RNA), fentopik bilgi protein ve proteinlerin fonksiyonlarindan elde
edilir. Guanin sitozin veya DNA — DNA hibridizasyon ¢alismalari gibi klasik yontemler

hemen hemen tiim bakteri taksonomi analizlerinde kullanilirken Amino asit dizilemesi
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gibi 6zel yontemler sinirl sayida takson iizerine uygulanmistir. Ciinkii bu tiir yontemler
hem zahmetli ve zaman alici hem de teknik olarak zorlayicidirlar. Konuyu biraz daha
acmak gerekirse genotipik yontemler, DNA ve RNA molekiillerine yoneliktir.
Teknolojik ilerlemenin bir sonucu olarak taksonomik c¢alismalarda ilerlemis bir
metoddur. DNA baz oranmin belirlenmesi, DNA — DNA hibridizasyon c¢alismalari,
rRNA homoloji ¢alismalart ve DNA tabanli yazilim ydntemleri genotipik yontemler
icerisindedir. Fenotipik yOntemler protein protein fonksiyonlar1 ile birlikte
kemotaksonomik teknikleri de igerir. Genel anlamda “Kemotaksonomi” bakterileri
smiflandirmak icin hiicrenin ¢esitli kimyasal bilesenleri hakkinda analitik yontemlerle
bilgi toplamay ifade eder. Tiir teshislerinde genellikle klasik veya geleneksel fenotipik
analizler kullanilmaktadir. Bu yontemler alt tiir ve tiirlerden cins ve familyaya kadar
olan taksonlarin tanimlanmasinda temel olustururlar. Makro organizmalarda fenotipik
veriler ¢cok fazla sorun teskil etmezken bakterilerde fenotipik veriler tiir ayristirmasi
acisindan siklikla sorun olusturur. Fenotipik yontemlerde 1950’lerde ortaya ¢ikan
bilgisayar destekli sayisal analizler, hiicresel verilerin yazilarak suslarin belirlendigi
yazma yontemleri, Gram pozitif ve negatif boyanmalarina gore hiicre duvari 6zellikleri,
hiicre duvar1 ve ¢esitli yapilarinda bulunan lipidlerin yag asidi o6zellikleri, elektron
tasimada Onem arzeden isoproneoid kinonlar, protein desen oOzelliklerine bakilarak
degerlendirilen hiicre protein analizleri, bakteriyal metabolizmada rol oynayan poliamin
analizleri ve c¢esitli spekrofotometrik ve UV yontemleri fenotipik yoOntemlerin

geleneksel veya klasik analizlerindendir (Vandamme et al. 1996).
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3. MATERYAL ve METOD

3.1. Materyal

2

Bu calismada, Erzincan ili Otlukbeli (Karakulak) ilge merkezinin “Otlukbeli Komlarr’
yoresinde bulunan Otlukbeli géliinden 6rnekler alinmistir. (40° 01° 01’ N, 39° 58° 52°
E) Bakteri izolasyonu i¢in gereken genel ve 6zel besiyerleri, izole edilen bakterileri tani
ve karakterizasyonu islemlerinde kimyasallar, sarf malzemesi ve kitler kullanilmistir.
Ayrica molekiiler denemelerde calismaya Ozel primerler ve enzim preparatlar

kullanilmustir.

3.1.1. Kullanilan alet ve cihazlar

Calisma esnasinda kullanilan alet ve cihazlar:

Inkiibator (Binder BD53, GERMANY)

Otoklav (HMC Hirayama Hiclava HV-50L, JAPAN)
Mikroskop (Boeco BM 180, GERMANY)

Steril Kabin (Esco AHC-4D1, SINGAPORE)

Calkalayici (JSR JSSI 300C, KOREA)

Magnetik Karistiric1 (Heidolph M10, GERMANY)

pH Metre (Metter Toledo Seven Compact S210, CHINA)

Derin Dondurucu (Nuaire -86 Ultralow Freezer, NU9483, MEXICO)
Hassas Terazi (Shimadzu ATX224, JAPAN)

Buzdolab (Argelik 5223-NHEY, TURKIYE)

Saf Su Cihaz1 (Milliopore Direct Q System Overviev FRANCE)
Vorteks (Heidolph Reax Top, GERMANY)

Dikey Tiip Karistirict (GFL 3025, GERMANY)

Santrifiij (Hettich Mikro 22R, GERMANY)

Etiiv (Memmert IPP 55, GERMANY)
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PCR (Corbett Research CG1-96, AUSTRALIA)
Jel Gorilintiileme Sistemi (DNR Biolmaging Systems MiniBis Pro, ISRAEL)

3.1.2. Calismada kullanilan ¢ozelti ve besiyerlerinin hazirlanisi

Calisma siiresince kullanilan besiyerleri ve ¢oOzeltilerin hazirlanma sekilleri asagida

verilmistir:

% 0,85’lik NaCl ¢ozeltisi: 8,5 g NaCl 1 L saf suda ¢oziildii. Cozelti otoklavda steril
edildi.

Nutrient broth (NB): 13 g nutrient broth igerigi (Oxoid) 1 L saf su igerisine eklendi.

Besiyeri otoklavda steril edildi.

Nutrient agar (NA): 28 g nutrient agar karisimi (Oxoid) 1 L saf su igerisine ilave
edildi. Besiyeri otoklavda steril edildi. 45-50°C’ye kadar sogutulduktan sonra steril

petrilere dokiilerek katilasmaya birakildu.

Gliserollii Nutrient agar (GNA): 28 g nutrient agar karisimi (Oxoid) tizerine 34 ml %
87’lik gliserin ilave edildi ve son hacim saf su ile 1 L’ye tamamlandi. Besiyeri
otoklavda steril edildi. 45-50°C’ye kadar sogutulduktan sonra steril petrilere dokiilerek
katilagmaya birakildi (Arda 2000).

Tripticase soy broth (TSB): 30 g tripticase soy agar karisimi (Oxoid) 1 L saf su
igerisine ilave edildi. Besiyeri otoklavda steril edildi (Baris 2009).

Tripticase soy agar (TSA): 40 g tripticase soy agar karisimi (Oxoid) 1 L saf su
icerisine ilave edildi. Besiyeri otoklavda steril edildi. 45-50°C’ye kadar sogutulduktan
sonra steril petrilere dokiilerek katilasmaya birakildi (Barig 2009).
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B-4 Besiyeri (250 mL): Kalsiyum asetat 0,625 g, maya ekstrakti 1 g, glukoz 2,5 g, agar
3,75 g, 250 mL saf su i¢inde ¢oziiliip pH = 7’ye ayarlanarak, otoklavda 121°C’de 15
dakika steril edilmistir. 45-50°C’ye kadar sogutulduktan sonra steril petrilere dokiilerek
katilagsmaya birakilmistir (Boquet et al. 1973; Baris 2009).

CaCOs besiyeri (500 mL): Maya eksraktt 5 g, Glukoz 5 g, CaCOs (Kalsiyum
Karbonat) 6 g, Agar 9 g, 500 mL saf su igerisinde ¢6ziiliip otoklavda 121°C’de 15
dakika steril edilmistir. 45-50°C’ye kadar sogutulduktan sonra steril petrilere dokiilerek
katilagmaya birakilmistir (Orhan 2017).

NFM Besiyeri (500 mL): Sukroz 10 g, FeSO4-7H20 (Demir Siilfat Heptahidrat) 0,005
g, MgS0s-7H,0 (Magnezyum Siilfat Heptahidrat) 0,25 g, CaCl, (Kalsiyum Klortir) 0,05
g, NaCl2 (Sodyum Kloriir) 0,1 g, NaMoO4 (Sodyum Molibdat) 0,0025 g, KH2PO4
(Potasyum Hidrojen Fosfat Monobasik) 0,25 g, Agar 9 g 500 mL saf su igerisinde
¢oziiliip otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edilmistir. 45-50°C’ye kadar
sogutulduktan sonra steril petrilere dokiilerek katilasmaya birakilmistir (Okon et al.
1977; Mehnaz et al. 2007; Rafique et al. 2015).

Pikovskaya Besiyeri: Glukoz 10 g, Ca3(POa). (Kalsiyum Fosfat) 5 g, (NH4)SO4
(Amonyum Siilfat) 0,5 g, NaCl (Sodyum Kloriir) 0,2 g, MgSQO4-7H>0O (Magnezyum
Siilfat Heptahidrat) 0,1 g, KCl (Potasyum Kloriir) 0,2 g, Maya Ekstrakt1 0,5 g, MnSOg-
H>O (Manganez Siilfat Monohidrat) 0,002 g, FeSOs-7H.O (Demir Siilfat Heptahidrat)
0,002 g, Agar 18 g 1 L saf su igerisinde ¢oziiliip otoklavda 121°C’de 15 dakika steril
edilmistir. 45-50°C’ye kadar sogutulduktan sonra steril petrilere dokiilerek katilagmaya
birakilmistir (Rao 1977).

Nutrient Broth Stok Besiyeri: 0,65 g nutrient broth karisimma 36 mL gliserol
eklendikten sonra son hacim saf su ile 100 mL’ye tamamlandi. Magnetik karistiricida
karistirilan besiyeri, otoklavda steril edildi. Aseptik olarak steril 2 mL’lik eppendorf
tiiplerine 1,2 mL konularak hazirlandi (Barig 2009).
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Ashby’s Broth: 20 g Sukroz, 0,2 g Dipotasyum Fosfat, 0,2 g Magnezyum Siilfat, 0,2 g
Sodyum Kloriir, 0,1 g Potasyum Siilfat, 5 g Kalsiyum Karbonat 1 L saf su igerisinde
¢oziilerek pH 7,4 olarak ayarlandi ve otoklavda steril edildi (Rao 1977).

Chorome Azurol S (CAS Medium): 60,5 CAS (HIMEDIA) 50 mL su i¢inde ¢oziildii,
10 mL Fe? soliisyon (1ImM FeCls 6 H20, 10 mM HCl i¢inde ¢oziildii), 72,9 g HDTMA
(Hexadcyl trimethyl ammonium bromide) 40 mL iginde ¢oziildii. Bu 3 ¢ozelti
karistirilarak otoklavlandi. Koyu mavi bir renk olustu. 100 mL Ashby’s Broth, 30,2 g
PIPES, 18 g Difco Agar, 750 mL Distile su igerisinde ¢ozildi. pH 6,8 ayarlanarak
otoklavlandi. Onceki karisimla steril erlen igerisinde karistirilarak petrilere dokiildii.

+4°C'de 24 saat bekletildi (Louden et al. 2011).

%3’liik KOH c¢ozeltisi: 3 g KOH (Potasyum Hidroksit) 100 mL steril saf su igerisinde

¢Oziilerek hazirlandi.

Kristal violet: 2 g kristal violet, 20 mL % 95’lik etil alkolde ¢6ziildii ve son hacim
steril saf su ile 100 mL’ye tamamlandi. Amber sise i¢inde buzdolabinda muhafaza
edildi (Harley and Prescott 2002).

Lugol soliisyonu: 1 g iyot ve 0,5 g Kl (Potasyum Iyodiir) tartildi, toplam hacim steril
saf su ile 100 mL’ye tamamlandi. Amber sise iginde buzdolabinda muhafaza edildi
(Harley and Prescott 2002).

Safranin: 1 g safranin, 10 mL %95°lik etil alkolde ¢oziildii ve son hacim steril saf su ile
100 mL’ye tamamlandi. Amber sise i¢inde buzdolabinda muhafaza edildi (Harley and
Prescott 2002).

Malasit yesili: 5 g malasit yesili, 100 mL steril saf su i¢inde ¢oziilerek hazirlandi.
Amber sise iginde buzdolabinda muhafaza edildi (Harley and Prescott 2002).



43

TE (10 mM Tris, ImM EDTA, pH: 8) tamponu: 0,3 g Tris-HCI ve 0,093 g EDTA saf
su igerisinde ¢oziildii ve pH 8’¢ ayarlandi. Son hacim 250 mL’ye tamamlanarak

otoklavda steril edildi (Wilson 1997).

%10’luk SDS cozeltisi: 10 g SDS’nin 100 mL steril saf su igerisinde ¢oziinmesiyle
hazirlandi. Sisenin agz1 kapatilarak, oda sicakliginda muhataza edildi (Wilson 1997).

Proteinaz K: 1 ml steril saf su igerisinde 20 mg proteinaz K olacak sekilde hazirlandi.
-20°C’de muhafaza edildi (Wilson 1997).

5 M NaCl c¢ozeltisi: 29,22 g NaCl’tin 100 mL saf su icerisinde ¢oziilmesiyle hazirlandi.
Otoklavda steril edildi (Wilson 1997).

% 10 CTAB (Hexadecyl trimetil-ammonium bromide) - 0,7 M NaCl ¢ozeltisi: 80
mL saf su igerisinde once 4,09 g NaCl (Sodyum Kloriir) ¢oziildii. NaCl tamamen
coziindiikten sonra karisima 10 g CTAB ilave edilerek ¢oziinmesi saglandi. Toplam
hacim 100 mL’ye tamamlandiktan sonra otoklavda steril edilerek, oda sicakliginda
muhafaza edildi (Wilson 1997).

%70’lik Etil alkol: 70 mL saf etil alkoliin hacmi steril saf su ile 100 ml’ye tamamlandi.
-20°C’de muhafaza edildi.

20X Dimetil siilfoksit (DMSO): % 100’liik DMSO (Sigma) 2 mL’lik eppendorf tiiplere

aktarilarak, kullanilincaya kadar oda 1sisinda muhataza edildi (Wilson 1997).

Primer c¢alisma konsantrasyonu: Ticari olarak liyofilize halde alinan primerler
katologu dogrultusunda ¢oziillerek CixV1=CxxV2 formiili kullanilarak son

konsantrasyonu 50 uM olacak sekilde hazirland1 (Adigiizel 2006).
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1X TAE Tamponu: 100 mL 10X TAE’nin (Sigma) hacmi steril distile su 1 L’ye

tamamlanarak hazirlandi.

Ethidium bromiir c¢ozeltisi: 100 mL steril saf su icerisinde 1 g ethidium bromiir
magnetik karistirict kullanarak iyice ¢oziildii. Amber sisede, oda sicakliginda muhafaza

edildi (Adigiizel 2006).

6X yiikleme tamponu: 100 mL i¢in % 100’1tk gliserolden 40 mL alip, 0,1 g bromfenol
blue ile karigtirildi ve hacmi 1x TAE ile 100 mL’ye tamamlandi. Hazirlanan tampon

amber sise icerinde, +4°C’de muhafaza edildi (Adigiizel 2006).

3.2. Metod

3.2.1. Kaynaktan érneklerin alinmasi ve bakterilerin izolasyonu

Caligmada; Otlukbeli gdliinlin ana yapisindan, goliin etrafindaki olusumlardan ve gol
suyunun drenaj kismindan su ve toprak parcalar1 aseptik sartlarda steril tiipler igerisine
alinarak, laboratuvara getirilmis ve calisma yapilincaya kadar buzdolabinda +4°C’de
muhafaza edilmistir. 1 mL su veya 1 g 6rnek 9 mL steril % 0,85’lik sodyum kloriir
(NaCl) ¢ozeltisi igerisinde homojenize edilerek, bir seri diliisyonu (10®ya kadarlik
diliisyon serisi) hazirlanmistir. Hazirlanan 107! - 10 diliisyonlarm her birinden iig
paralel olmak {izere, arastirma bolgesi bakterilerinin (toprak ve su kaynakli) izolasyonu
icin TSA, NA, GNA besiyerlerine ekilerek, 28°C’de iki hafta siiresince etiivde inkiibe
edilmistir. (Orneklerin alindig1 gl ve cevresine ait sekiller: Sekil 3.3 — 3.11)
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Sekil 3.1. Ekimi yapilan bir tiiriin olusturdugu rhizoid koloni formu.

Sekil 3.2. Farkli tiirlere ait oldugu renk ve koloni morfolojilerinden belli olan bakteriler.
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Sekil 3.4. Goliin giiney istikametinden ¢ikan sularin birikmis hali
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Sekil 3.5. Goliin giiney istikametine dogru akip géle karigmayan maden sulari.

Sekil 3.6. Kaynaklardan bir kismi1 géle dokiiliirken bir kismi giiney istikametine dere
yatagina akmaktadir
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Sekil 3.8. Goliin giiney istikametinde bulunan gaz ¢ikisi ¢atlaklari
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Sekil 3.10. Traverten olusumlari



50

Sekil 3.11. Travertenlerde kalsifikasyon olusumlari

3.2.2. Kalsiyum karbonat (CaCOs) olusturma ézelliklerinin arastirilmasi

-86°da muhafaza edilen izolatlar genel besiyerlerinde tekrar iiretilmistir. Izolatlarin
CaCOs olusumunda (kalsifikasyonda) etkili olup olmadiklarini arastirabilmek icin
Boquet ve calisma arkadaslarinin (1973) ilk olarak uyguladiklari, daha sonra birgok
arastirict tarafindan da kullanilan B-4 besiyeri kullanilmigtir. B-4 besiyerine ekilen
izolatlar 40 giin boyunca 28°C’de inkiibe edilmis ve kristal olusturup olusturmamalari
belirli periyotlarla 151k mikroskop altinda gozlemlenmistir (Boquet et al. 1973; Baris
2009) (Sekil 3.13).

3.2.3. CaCOs ¢ozme ozelliklerinin arastirilmasi

CaCOs ¢6zme ozelliklerinin arastirilmasi igin hazirlanan besiyerine (Baris 2009) ekilen
bakterilerin ¢ozme o6zellikleri 151k mikroskobu altinda incelenerek zon olusturma

etkinliklerine gére ayrimlar1 yapilmustir.



o1

3.2.4. Azot fiksasyon ozelliklerinin arastiriimasi

Izolatlarin azot fiksasyonundaki etkinliklerinin belirlenmesinde kullanilan yontemdir.
Bu 6zelligin belirlenmesinde NFM besiyeri kullanilmistir (Okon et al. 1977; Mehnaz et
al. 2007; Rafique et al. 2015).

3.2.5. Inorganik fosfat ¢oziiniirliigii 6zelliklerinin belirlenmesi

Saflagtirllmas1 yapilan izolatlardan inorganik fosfat ¢oziiniirliigli 6zelliklerinin

belirlenmesi amaciyla Pikovskaya besiyeri kullanilmistir (Subba Rao 1977).

3.2.6. Siderefor etkilerin ve demir-kiikiirt oksidasyonlarinin belirlenmesi

Saflagtirilan izolatlarin bu Ozelliklerinin  belirlenmesi amaciyla CAS besiyeri

kullanilmigtir (Louden et al. 2011).

3.3. Morfolojik Ozelliklerin Belirlenmesi

Bakterilerin bireysel morfolojileri boyutlarinin c¢ok kii¢lik olmalari nedeniyle ancak
mikroskoplar ile saptanabilir. Bu amagla, uygun sivi veya kati ortamlarda saf olarak
uretilen bakterilerden hazirlanan preparatlar 6zel boyalarla boyanarak incelenirler.
Mikroskop altinda, bakterilerin yapilar1 (kokoid, ¢omak, virgiil, spiral, pleomorfik, vs.),
boyutlar1, spor durumu (var veya yok, varsa terminal, subterminal, sentral, lateral),
boyanma 06zelligi (Gram negatif veya pozitif, vb.) gibi incelemeler yapilmaktadir (Arda

2000; Harley and Prescott 2002).

a. Hiicre morfolojisinin belirlenmesi: Her bir izolattan smear hazirlanarak kristal
violet ile basit boyama yapilmis ve hiicre yapilar1 kaydedilmistir (Temiz 2000; Harley
and Prescott 2002; Barig 2009).

b. Hiicre boyutlarimin belirlenmesi: Basit veya negatif boyama islemi yapilan
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preparatlardaki izolatlarin immersiyon objektifinde okiiler mikrometre yardimi ile hiicre
boyutlar1 hesaplanmistir (Temiz 2000; Baris 2009).

c. Endospor varhgmin ve hiicre icindeki yerinin belirlenmesi: Bazi bakteriler
ortam kosullar1 kotiilestigi zaman, olusan kotii ortam kosullarima daha direngli olan
endospor adi verilen yapilar olusturmaktadirlar. Endospor olusturabilme bakteri
sistematiginde Onemli bir ozelliktir (Harley and Prescott 2002; Hasanekoglu ve
Yesilyurt 2002). Incelenecek izolatlar uygun ortamlarda yetistirilerek, endospor
olusumunu saglayacak sartlarda (sicak-soguk, kuruma, yaslanma vb.) bekletilmistir.
Inceleme icin hazirlanan kiiltiirlerden smear hazirlanmis ve kaynayan su banyosu
lizerine yerlestirilmistir. Preparatin {izeri malasit yesili ile kaplanarak {izerine kurutma
kagidi koyulmus ve kurutma kagidinin iistiine malasit yesili ilave edilmistir. Kurutma
kagidinin 1slak kalmasi saglanarak 5-7 dakika boyama yapilmistir. Siire sonunda
preparatin lizerinde kurutma kagidi kaldirilip preparat hafif su akimi ile yikanarak fazla
boya uzaklagtirilmigtir. Yikama islemi sonunda preparat safranin ile 20-30 sn.

boyanmustir.

Karsit boya uygulamasindan sonra preparat hafif su akimi ile yikanip, kurutulmus ve

immersiyon objektifinde incelenmistir (Harley and Prescott 2002; Baris 2009).

3.4. Kiiltiir Ozelliklerinin Belirlenmesi

Bakterilerin kiiltiirel 6zelliklerini incelemede, bunlarin kat1 ve sivi ortamlardaki saf

kiltiirleri kullanilmustir.

Izolatlar kati besiyerlerine nokta veya cizgi ekim seklinde kontamine edilip, koloni
meydana getirmeleri beklenmis, koloni morfolojisi, mikroskopla incelenerek {iistten
goriiniisleri, yiiksekligi, kenar sekilleri ve rengi tespit edilmistir (Demirag ve Demir

2000; Temiz 2000).

Bakteriler sivi besiyerlerinde iistte pellikiil, dipte tortu, veya graniilli bir lireme

gosterebilmektedir. Izolatlar nutrient broth (NB) igeren tiiplere ekilerek sivi
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besiyerlerinde kiiltiir 6zellikleri tespit edilmistir (Arda 2000; Barig 2009).

3.5. izolatlarin Baz1 Genetiksel Ozelliklerinin Belirlenmesi

1. 1 mL geng kiiltiir alinarak 13000 — 16000 aras1 rpm’de 2 dakika santrifiij edildikten
sonra siipernatant kisim pipetle alinarak pelet kisma tiip igerisinde birakildi.

2. Siispanse hiicrelerin igerisine 480 pl 50 mM EDTA eklendi

3. Litik enzim (ler) (120 pl) (lizozim) eklenerek 37°C’de 30-60 dk inkiibe edildi.

4. Inkiibasyonumn ardindan 1300016000 arasi rpm’de 2 dakika santrifiij edilerek
stipernatant kismi pipetle alindi.

5. Tip igerisinde kalan pelet kisma 600 pl niikleik Lizis soliisyon katilarak pipetle
karistirildi.

6. 80°C’de 5 dk inkiibe edilerek oda sicakliginda sogutuldu.

7. 3 pl RNase soliisyon eklenerek karistirildi. 37°C’de 15 — 60 dk inkiibe edilerek oda
1s1sinda sogutuldu.

8. 200 pl protein ¢okelti soliisyonu eklenerek vortexle homojenizasyonu saglandi ve 5
dk buz iizerinde inkiibasyona birakildi.

9. 13000 — 16000 aras1 rpm’de 3 dk santrifiij edildi.

10. Siipernatanttan 600 ul izopropanol igeren bir tiipe alinarak oda sicakliginda
karigtirildi.

11. 600 pl %70’lik etanol eklenerek oda sicakliginda karistirildi ve 13000 — 16000
aras1 rpm’de 2 dk santrifiij edildi.

12. Etanol aspire edildi ve tiip icerisinde kalan pelet 10 — 15 dk havada kurutuldu.

13. Elde edilen DNA peleti 100 pl rehidrasyon soliisyonunda 1 saat 65°C’de rehidre
edildi.

Reaksiyonun Hazirlanmasi

PCR’1 yapilacak her bir 6rnek i¢in 30 ul’lik reaksiyon hazirlanmistir. Bir 6rnek igin
hazirlanan reaksiyon; 3 pl 10 x PCR tamponu (100 mM Tris — HCI, 500 mM KClI, 15
mM MgCl,, %0,01 jelatin pH: 8,3), 0,6 pul dANTP (deoksiniikleotidtrifosfatlar: dATP,
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dGTP, dCTP, dTTP — 10 mM), 0,3 ul 50 uM primer 27F (forward 5’- AGA GTT TGA
TCC TGG CTC AG -3°), 0,3 ul 50 uM primer 1492R (reverse 5°- GGT TAC CTT GTT
ACG ACT T -3°), 1,2 ul DMSO, 1,8 ul MgCly, 0,3 ul 5 unit/ul Tag DNA polimeraz ve
21,5 pl steril saf su ile 29 ul’lik reaksiyon karisimi hazirlandi. Karisima son olarak 1 ul

kalip DNA eklenerek son hacim 30 ul’ye tamamlandi.

PCR programu:

Hazirlanan oOrnekler, 95°C’de 2 dakika denetiirasyon, bunu takiben 36 dongii
tamamlanacak sekilde 94°C’de 1 dk denatiirasyon, 53°C’de 1 dk baglanma ve 72°C’de
2 dk uzama basamaklar1 ve son olarak 72°C’de 5 dk uzama basamagindan olusacak
sekilde programlanan PCR termal dongii cihazina yerlestirildi. Secilen programda hedef
bolgelerin ¢cogaltilmasi yapildi.

16S rDNA PCR iiriinlerinin elektroforezi:

1,2 g agaroz lizerine 120 mL 1X TAE tamponu ilave edildi. Karisim mikrodalga firinda
tyice ¢Ozlinlinceye kadar kaynatildi. 50°C’ye kadar sogutulan agaroz jele 0,6 ul etidium
bromiir eklenerek, icerisine tarak yerlestirilmis olan elektroforez jel kiivetine dokiildii.
15-20 dk beklenerek jelin donmasi saglandi. Donan jelden taraklar dikkatlice ¢ikarildi
ve igerisinde 1X TAE tamponu bulunan elektroforez tankinin igine yerlestirildi. Jeldeki
ilk g¢ukura, DNA markirindan [50-100-200-300-400-500-750-1000-1400-1500-2000-
3000-4000-6000-8000-10000] (Sigma D7058) 8 ul yiiklendi. Diger ¢ukurlara ise her bir
ornek i¢in 2 pl 6X yiikleme tamponu, 8 ul PCR iiriinii karigtirilarak yiiklendi.

Elektroforez jel diizenegi 90 volta ayarlanarak ornekler 75 dakika yiiriitildi. Yiiriitme
isleminden sonra jel, jel dokiimantasyon sistemi ile goriintillendi ve bilgisayar

ortaminda (DNR Biolmaging Systems Software) analiz edildi.
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DNA dizi analizleri ve BLAST islemlerinin yapilmasi

Elde edilen amplikonlar hizmet alimi yoluyla (AltiGenBio Inc.) DNA dizi analizleri
yaptirildi. Analizler sonucu diizenlenen niikleotid dizileri NCBI kiitiiphaneleri
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/blast.cgi) ile homolojilerinin belirlenmesi i¢in BLAST
islemi yapildi. Sonug¢ olarak degerlendirmelerin sonunda gen dizileri GenBank’a

girilerek kabul numaralar1 alindi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Calismada, Erzincan ili Otlukbeli (Karakulak) ilge merkezinin “Otlukbeli Komlar1”
yoresinde bulunan Otlukbeli golii ve ¢evresinden Ornekler almmustir. Alinan
orneklerden farkli olduklar1 disiiniilen 76 bakteri izole edilmistir. Alinan Orneklerin
kaynaklari, Orneklere ve izolatlara verilen kodlar Cizelge 4.1 de detayli olarak

verilmigtir.

Traverten olusumundan alinan ve “12” olarak kodlanan 6rnegin 10%’den 10®°ya kadar
olan diliisyonlarinda yeterince iireme goriilmemistir. Bu nedenle 10 diliisyonundan
ekim yapilarak farkli koloniler yeni besiyerlerine alinip saflastirilmistir. “3” olarak
kodlanan kaynaktan uzak camurda iireme agisindan 102 uygun bulunarak farkl
koloniler tesbit edilip yeni besiyerlerine ekimleri yapilmistir. “9” olarak kodlanan
biyofilm tabakas1 6rneginin 107 diliisyonundan, “6” olarak kodlanan yariktan gaz ve su
¢ikis1 drneginin 1072 diliisyonundan, “8” olarak kodlanan kirmizi renkli toprak ve camur
orneginin 107 diliisyonundan, “4” olarak kodlanan ilk gaz ¢ikis1 bolgesinden, “7” olarak
kodlanan biiyiik kaynak ¢ikist kirmizi ¢amur bolgesinden, “10” olarak kodlanan ve
gdlden alinan drneklerin 107 diliisyonlarindan koloniler alinarak saflastirma yapilmgtir
(Sekil 3.1). Orneklerin alindig1 yerlerden 1, 2, 5 ve 11 olarak kodlanan bélgelerden
alinan izolatlarin elde edilen izolatlarla morfolojik olarak benzerlik gdstermesinden

dolay1 arastirmadan ¢ikarilmaistir.

Inkiibasyonun; 1., 2., 3., 5., 7. ve 14. giinlerinde petri plaklari incelenmistir. Elde edilen
saf kolonilerin, koloni morfolojileri ve 151k mikroskobunda basit ve ¢esitli differansiyel
boyamalar yapilarak mikromorfolojileri karsilastirilmig, farkli oldugu diisiiniilen 76
izolat secilmis ve diger karakterizasyon islemlerine kadar %18 gliserol igeren NB stok

besiyerinde -86°C’de saklanmistir (Cacchio et al. 2004).
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Sekil 3.12. Hazirlanan dillisyonlardan gosterilen Ornekte seyreltmeden onceki ve
sonraki hali goriilmektedir.

Cizelge 4.1. Orneklerin alindig1 arastirma yapilan gol ve cevresindeki bdlgelere verilen
kodlar, diliisyon oranlari, izolat sayilar1 ve izolatlara verilen kodlar

OLUSUMU

ORNEGIN ALINDIGI | DILUSYON | iZOLAT [ZOLATLARIN
YER VE VERILEN ORANI SAYISI KODLARI
KOD NUMARASI

3- KAYNAKTAN 103 23 3-1, 3-2, 3-3, 3-4, 3-5, 3-6, 3-7, 3-8, 3-9, 3-10,

UZAK CAMUR [ZOLAT | 3-11-A, 3-11-B, 3-12-A, 3-12-B, 3-13, 3-20,
3-21, 3-22, 3-23, 3-24, 3-25, 3-26-A, 3-26-B

4 — LK GAZ CIKISI 10t 9 IZOLAT | 4-1, 4-2, 4-3, 4-4, 4-7, 4-8, 4-9, 4-10-A, 4-10-
B

6 - YARIKTAN GAZ 102 10 6-1, 6-2, 6-4, 6-5, 6-6, 6-8, 6-9, 6-10, 6-11,

CIKISI IZOLAT | 6-21

7-BUYUK KAYNAK [101 1 IZOLAT | 71

KIRMIZI ALAN SU

CIKISI

8 - KIRMIZI TOPRAK — |10 6 IZOLAT | 8-2, 8-3, 8-4, 8-5, 8-6, 8-7,

CAMUR

9-KAYNAGA YAKIN (10?2 41ZOLAT | 9-1, 9-2, 9-3, 9-4,

BIYOFILM TABAKA

10— GOL 101 -107? 12 10-3,10-6, 10-7, 10-8, 10-9, 10-10, 10-11,

IZOLAT 10-12, 10-13, 10-X, 10-Y, 10-Z,
12 - 2. KAYNAK 101 11 12-1, 12-2-A, 12-2-B, 12-3, 12-4, 12-5, 12-6,
TRAVERTEN IZOLAT 12-7, 12-20-A, 12-20-B, 12-21
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4.1. zole Edilen Bakterilerde CaCO3 Cézme Sonuclari

Go1 ve cevresinde bulunan yapilardan alinan 6rneklerden izole edilen bakteriler CaCO3
¢ozme ¢oktiirme agisindan spesifik Ozellik gosteren besiyerine (Baris 2009) ekilmis ve
in vitro olarak CaCOs ¢6zme oOzellikleri belirlenmistir. Besiyerinde CaCOz ¢6zme
ozelligi gosteren bakteriler belirlenerek kaydedilmistir. Kiiltiirlerin kurumasini énlemek
i¢in petriplaklar1 parafilm ile kaplanmistir. [n vitro olarak CaCOsz ¢dzme ozelligi
pozitiflik gosteren izolatlarin sayisi 5 olarak belirlenmis ve Cizelge 4.2°de detaylar
verilmistir. CaCO3 ¢ozme 6zellikleri zon olusturup olusturmamalarina ve zon g¢aplarina
gore degerlendirilmistir. Buna gore petrilerde zon olusmamasi — (negatif), 0,5 mm ¢apa
kadar zon olugmasi + (zayif ¢ozme), 0,5 — 1 cm arasinda olusan zon ++ (orta diizeyde
¢ozme), 1 cm’den daha biiylik zon olusmasi ise +++ (iyi derecede ¢6zme) olarak

degerlendirilmistir.

Cizelge 4.2. Gol ve cevresinden elde edilen bakteri izolatlarinin saf kiiltiirlerinin in vitro
CaCO3 ¢ozme durumlari

Izolatin Kalsiyum Giin Alindigi Izolatin Kalsiyum Giin Alindig
Kodu Karbonat Yerin Kodu Karbonat Yerin
(CaCo0:s) Kodu (CaCo0:s) Kodu
Cozme Cozme
3-1 - - 3 3-25 - - 3
3-2 - - 3 4-2 - - 4
3-3 - - 3 4-10-B - - 4
3-4 +++ 3.giin 3 6-21 +G 14.giin 6
3-5 - - 3 7-1 +++ 3.giin 7
3-6 - - 3 8-5 - - 8
3-7 - - 3 8-6 - - 8
3-8 - - 3 9-1 - - 9
3-11-A - - 3 10-12 +++ 3.giin 10
3-13 - - 3 10-X - - 10
3-22 - - 3 12-1 +++ 3.giin 12
- Negatif + Zayif ¢cozme
++ Orta diizey ¢ozme +++ Iyi derecede ¢ozme
G Geg ¢ozme

4.2. Izole Edilen Bakterilerde CaCOs Olusturma Sonuclar

GOl ve cevresinden alinan oOrneklerden izole edilen bakteriler CaCO3z olusturma

acisindan Ozellik gosteren B-4 besiyerine (Boquet et al. 1973) ekilmis ve in vitro olarak
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CaCOg (kristal halde) olusturup olusturmadigi belirlenmistir. B-4 besiyerinde gelisen
izolatlar 1., 3., 5., 7., 14., ve 28. giinlerin sonunda 151k mikroskobunda incelenerek
besiyerinde ve/veya koloni ig¢inde kristal olusturabilen izolatlar ve kiiltiiriin kaginci
giinlinde kristal olusturduklar1 kaydedilmistir. Kiiltiirlerin kurumasin1 6nlemek igin
petriplaklar1 parafilm ile kaplanmistir. Iyi derecede kristal olusturabilen izolatlardan
birine ait 151k mikroskobu goriintiisii 6rnek olmas1 agisindan Sekil 3.13’te verilmistir. /n
vitro olarak kristal olusturabilen izolatlarin sayisi 18 olarak belirlenmis ve Cizelge
4.3’de detaylar1 verilmistir. 10X biiyiitmeyle mikroskop altinda bakildiginda Kristal
goriilmemesi — (negatif), bir goriintii sahasinda 1 — 10 arasinda kristal goriilmesi +
(zayif CaCOgz olusumu veya kristallesme), 10 — 20 arasinda kristal gortilmesi ++ (orta
diizey kristallesme), 20°den daha fazla kristal goriilmesi ise +++ (iyi derecede
kristallesme) olarak degerlendirilmistir. Bazi izolatlarda ise gec¢ kristallesme

gbzlemlenmis ve G olarak belirtilmistir.

Sekil 3.13. B-4 Besiyerinde CaCO3 olusumu
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Cizelge 4.3. Gol ve cevresinden elde edilen bakteri izolatlarinin saf kiiltiirlerinin in vitro

CaCOs3 olusturma durumlari

Izolatin Kalsiyum Giin | Alindig1 | izolatin Kalsiyum Giin | Alindig
Kodu Karbonat Yerin Kodu Karbonat Yerin
(CaCo0s) Kodu (CaCo0s,) Kodu
Olusturma Olusturma
3-1 +++ 7.gilin 3 3-26-A +++ 7. giin
3-2 +++ 7.gilin 3 4-2 +++ 7.giin 4
3-3 +G 28.giin 3 4-9 +++ 7. giin
3-4 - - 3 4-10-B +++ 7.glin 4
3-5 ++ 14.gilin 3 6-2 ++ 14. giin
3-6 +++ 7.gilin 3 6-21 - - 6
3-7 +++ 7.giin 3 7-1 - - 7
3-8 +++ 7.giin 3 8-5 +++ 7.giin 8
3-11-A +G 28.glin 3 8-6 +++ 7.giin 8
3-13 +++ 7.giin 3 9-1 +++ 7.giin 9
3-22 +++ 7.giin 3 10-12 - - 10
3-25 ++ 14.giin 3 10-X ++ 14.giin 10
10-Z ++ 7. giin 10
- Negatif + Zayif kristallesme
++ Orta diizey kristallesme +++ Iyi derecede kristallesme
G Geg kristallesme

4.3. Izole Edilen Bakterilerin Azot Fiksasyonundaki Etkinlikleri

Azot gazi (N2) iki azot atomunu baglayan ticlii bag nedeni ile kimyasal olarak kolay
tepkime vermeyen bir gazdir ve birgok bitki ve hayvan tarafindan kullanilamamaktadir
(Spellman 1996). Ancak azot gazi bazi mikroorganizmalar, bakteriler ve mavi—yesil
alglerce fikse edilerek canli biinyesine alinabilmektedir (Spellman 1996). Biitiin bu
sebeplerden 6tiirii azot fiksasyonuna etki eden organizmalar ve bunlarin aktiviteleri her
zaman Onem arz etmistir. Bu nedenlerle gol ve ¢evresinden izole edilen bakterilerin azot
fiksasyonlarindaki etkinliklerinin arastirilmasi kaginilmaz olmustur. Izolatlarin Azot
fiksasyonundaki etkinliklerinin belirlenmesinde NFM besiyeri kullanilmigtir (Okon et
al. 1977; Mehnaz et al. 2007; Rafique et al. 2015). In vitro ¢alisma sonucunda azot
fiksasyonunda etkin 32 bakteri tespit edilmistir. Fiksasyonda etkili olduklar1 belirlenen
bakteriler Cizelge 4.4’te detayli olarak verilmistir. Azot fiksasyonuna ait bulgular
petrilerde bakterilerin zon olusturma durumlarina ve zon ¢apina gore degerlendirilmis
ve zon olugsmamasi — (negatif), 0,5 mm ¢apa kadar zon olusmasi + (zayif fiksasyon), 0,5
— 1 cm arasinda olusan zon ++ (orta diizeyde fiksasyon), 1 — 1,5 cm zon olusmas1 +++

(iyi derecede fiksasyon) ve 1,5 cm’den daha biiyiik zon olusmasi ++++ (¢ok iyi
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derecede fiksasyon) olarak degerlendirilmistir.

Cizelge 4.4. Gol ve cevresinden elde edilen bakteri izolatlarinin saf kiiltiirlerinin in vitro
azot fiksasyonundaki etkinlikleri

Izolatin Izolatin Azot (N) Alindig1 Yerin [ izolatin Izolatin Azot (N) Alindig
Kodu Fiksasyonundaki Kodu Kodu Fiksasyonundaki Yerin Kodu
Etkinligi Etkinligi
3-1 + 3 6-2 +++ 6
3-3 + 3 6-8 + 6
3-4 - 3 7-1 + 7
3-8 + 3 8-2 + 8
3-9 + 3 8-3 + 8
3-13 + 3 8-4 + 8
3-20 ++ 3 8-6 +++ 8
3-21 + 3 8-7 + 8
3-22 +++ 3 9-3 + 9
3-23 +++ 3 10-7 + 10
3-26-A + 3 10-9 + 10
3-26-B + 3 10-13 - 10
4-1 + 4 10-X + 10
4-3 + 4 10-Y + 10
4-7 +++ 4 10-Z + 10
4-8 + 4 12-3 + 12
4-9 ++++ 4 12-6 + 12
- Negatif + Zayif fiksasyon
++ Orta diizey fiksasyon +++ Iyi derecede fiksasyon
++++  Cok iyi derecede fiksasyon

4.4. inorganik Fosfat Coziiniirliigii Ozelliklerinin Belirlenmesi Sonuclar

Bitki beslenme agisindan degerlendirildiginde gerek kok sisteminin gelismesi ve
gerekse de bitkilerin olgunlasmasindaki roller acisindan fosfor da 6nemli bir yer
tutmaktadir (Atalay 1982). Bununla birlikte niikleik asitlerin yapisina katilmasi,
fosfolipit ve fosfoprotein yapilardaki islevleri nedeniyle fosfor daha ¢ok 6nemli hale
gelmektedir (Barao 2014; Pasek et al. 2014). Inorganik fosfat ¢oziiniirliigiiniin
aragtirtlmas1 amaciyla Pikovskaya besiyeri kullanilmistir. Arastirma sonucunda
inorganik fosfat ¢oziiniirliiglinde 6neme sahip 14 bakteri tespit edilmis ve bu bakterilere
ait sonugclar detayl olarak Cizelge 4.5°te verilmistir. inorganik fosfat ¢oziiniirliigiine ait
bulgular petrilerde bakterilerin zon olusturma ve zon capina gore degerlendirilmis ve
zon olusmamasi — (negatif), 0,5 mm ¢apa kadar zon olusmasi + (zayif ¢oziiniirlik), 0,5

— 1 cm arasinda olusan zon ++ (orta diizeyde ¢6ziiniirliik), 1 — 1,5 cm zon olugmasi +++
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(iyi derecede c¢oziiniirlik) ve 1,5 cm’den daha biiyiikk zon olusmast ++++ (¢ok 1iyi

derecede ¢Oziiniirliik) olarak degerlendirilmistir.

Cizelge 4.5. Gol ve ¢evresinden elde edilen bakteri izolatlarinin saf kiiltiirlerinin in vitro
inorganik fosfat ¢oziiniiriiligiindeki etkinlikleri

Izolatin Kodu izolatin Inorganik Alindig1 izolatin izolatin Inorganik Alindig1
Fosfat (P) Yerin Kodu Fosfat (P) Yerin Kodu
Cozunirligiindeki Kodu Cozuntirligiindeki
Etkinligi Etkinligi

3-1 - 3 6-2 +++ 6

3-3 - 3 6-8 - 6

3-4 +++ 3 7-1 + 7

3-8 - 3 8-2 ++++ 8

3-9 +++ 3 8-3 - 8

3-13 - 3 8-4 - 8
3-20 +++ 3 8-6 - 8
3-21 + 3 8-7 - 8
3-23 + 3 9-3 +++ 9
3-26-A +++ 3 10-7 ++++ 10
3-26-B - 3 10-9 - 10
4-1 - 4 10-13 +++ 10

4-3 - 4 10-X - 10

4-7 - 4 10-Y - 10

4-8 - 4 10-Z ++++ 10

4-9 +++ 4 12-3 - 12

12-6 - 12

- Negatif + Zay1f ¢oztiniirlik
++ Orta diizey ¢oziiniirlikk +++ Iyi derecede ¢oziiniirliik

++++  Cok iyi derecede ¢oziiniirliik

4.5. Izole Edilen Bakterilerin Siderofor Etkileri ve Demir Selasyonu Ozelliklerinin

Belirlenmesi Sonuclari

Sideroforlar demir oksihidroksitleri ¢6zebilen kiigiik organik bilesiklerdir (Neilands
1981a,b; Vala et al. 2006; Velasquez et al. 2016). Sideroforlar dogadan bagka yerde
bulunmayan pek ¢ok degisik aminoasitleri yapisinda bulunduran 400-1500 Da molekiil
agirhigindaki demir baglayan proteinlerdendir. Sideroforlarin yapisi tiirler arasinda
oldukca biiylik degisiklikler gostermektedir. Simdiye kadar yaklasik 500 siderofor
degisik mikroorganizmalardan izole edilmistir (Boukhalfa and Crumbliss 2002). Bunlar
ferrik demir (Fe®) icin son derece yiiksek afiniteye sahiptir ve ferrik demir igin bagimsiz

baglanma sabitleri sergilerler (Reid et al. 1993). Demirin Fe-III seklindeki ¢oziiniirligi
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cok diistiktiir ve dolayisiyla organizmalar tarafindan kullanilamazlar (Kraemer 2004).
Bu nedenlerden otiirii ¢alisma alanindaki kirmizi toprak ve ¢amur renginden de
anlagilacagi tlizere bolge demir acisindan farkli bir bolgedir. Demir oksidasyonu
arastirilmasi i¢in CAS Medium kullanilmustir (Louden et al. 2011). [n vitro ¢alisma
sonucunda demir oksidasyonunda etkin olan 14 bakteri tespit edilmis ve detayli olarak
Cizelge 4.6’da verilmistir. Demir selasyonu agisindan elde edilen bulgular petrilerde
bakterilerin zon olusturma, zon ¢ap1 ve besiyerinde renk degistirme durumlarina gore
degerlendirilmis renk degisimi ve zon olusmamasi — (negatif), 0,3 mm ¢apa kadar zon
olusmas1 + (zayif selasyon), 0,3 — 0,6 mm arasinda olusan zon ++ (orta diizeyde
selasyon), 0,6 — 1 cm zon olugmasi +++ (iyi derecede selasyon) ve 1 cm’den daha
biiylik zon olugmasi ++++ (cok iyi derecede selasyon) olarak degerlendirilmistir. Zon

olugmasina parallel olarak besiyerlerinde renk degisiklikleride gozlenmistir.

Cizelge 4.6. Gol ve cevresinden elde edilen bakteri izolatlarinin saf kiiltiirlerinin in vitro
demir selasyonundaki etkinlikleri

Izolatin Izolatin Demir (Fe) Alindig izolatin Izolatin Demir (Fe) Alindigr
Kodu Selasyonundaki Yerin Kodu Selasyonundaki Yerin Kodu
Etkinligi Kodu Etkinligi
3-1 - 3 3-26-B - 3
3-3 +++ 3 4-1 ++ 4
3-4 +++ 3 4-3 - 4
3-6 +++ 3 4-7 ++++ 4
3-8 +++ 3 4-8 ++ 4
3-9 +++ 3 4-9 ++++ 4
3-13 + 3 4-10-A +++ 4
3-20 + 3 6-2 +++ 6
3-21 + 3 6-8 ++ 6
3-22 - 3 6-9 + 6
3-23 + 3 7-1 - 7
3-26-A +++ 3 8-2 - 8
8-3 - 8 10-X - 10
8-4 - 8 10-Y +++ 10
8-6 - 8 10-Z +++ 10
8-7 ++ 8 12-2-A ++ 12
9-3 +++ 9 12-2-B ++ 12
10-7 + 10 12-3 - 12
10-8 +++ 10 12-4 - 12
10-9 - 10 12-5 - 12
10-13 +++ 10 12-6 - 12
- Negatif + Zayif selasyon
++ Orta diizey selasyon +++ Tyi derecede selasyon
++++  Cok iyi derecede selasyon
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4.6. izole Edilen Bakterilerin Kiikiirt (S) Fiksasyonundaki Etkinliklerinin

Belirlenmesi

Kiikiirt, kirecli ve alkali topraklarda pH’1 azaltan ve bazi besin maddelerinin emilimini
kolaylastiran asitleyici bir elementtir. Bununla birlikte topraktaki sodyum durumunu
iyilestirerek bazi bitki patojenlerinin kontroliinde dnemli bir rol oynar (Kertesz and
Mirleau 2004). Kiikiirt bakterileri indirgenmis veya kismen oksitlenmis inorganik stlfiir
bilesiklerini oksitleyebilme yetenegindedirler. Tiyobasiller bunun i¢in iyi bir drnektir.
Oksidasyon sonucunda olusan siilfat, bitkiler tarafindan kullanilabilir ve yine agiga
cikan asit bitki besin maddelerinin ¢dziinmesine yardimeci olur ve alkali toraklari
iyilestirir (Hitsuda et al. 2005). Kiikiirt fiksasyonuna ait bulgular petrilerde bakterilerin
zon olusturma durumlarina ve zon caplarina gore degerlendirilmis ve zon olusmamasi —
(negatif), 0,1 mm ¢apa kadar zon olusmasi + (zayif fiksasyon), 0,1 — 0,2 mm arasinda
olusan zon ++ (orta diizeyde fiksasyon), 0,2 — 0,4 mm zon olusmas1 +++ (iyi derecede
fiksasyon) ve 0,4 mm’den daha biiyiik zon olusmas1 ++++ (¢ok iyi derecede fiksasyon)

olarak degerlendirilmistir.

Cizelge 4.7. GOl ve gevresinden elde edilen bakteri izolatlarinin saf kiiltiirlerinin in vitro
kiikiirt oksidasyonundaki etkinlikleri

izolatin Kodu Izolatin Kiikiirt (S) Alindig1 Yerin ] Izolatin Kodu Izolatin Kiikiirt (S) Alindig1 Yerin
Oksidasyonundaki Etkinligi Kodu Oksidasyonundaki Etkinligi Kodu
3-1 - 3 6-2 +++ 6
3-3 3 6-8 - 6
3-4 +++ 3 7-1 + 7
3-8 3 8-2 ++++ 8
3-9 +++ 3 8-3 - 8
3-13 - 3 8-4 - 8
3-20 +++ 3 8-6 - 8
3-21 + 3 8-7 - 8
3-22 - 3 9-3 +++ 9
3-23 + 3 10-7 ++++ 10
3-26-A +++ 3 10-9 - 10
3-26-B - 3 10-13 +++ 10
4-1 4 10-X - 10
4-3 4 10-Y - 10
4-7 4 10-Z ++++ 10
4-8 - 4 12-3 - 12
4-9 +++ 4 12-6 - 12
- Negatif + Zay1f oksidasyon
++ Orta diizey oksidsasyon +++ Iyi derecede oksidasyon

++++  Cok iyi derecede oksidasyon
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Calismamizin tamaminda yer verdigimiz CaCO3z ¢dzme ve ¢oktiirme, azot fiksasyonu,
inorganik fosfat ¢oziiniirliigii, demir oksidasyonu ve kiikiirt fiksasyonu c¢aligmalarinda
daha Once yapilan arastirmalar ve yayinlanan makalelerdeki benzerlik ve farkliliklar:
hedeflenmistir. Daha 6nce yapilan ¢alismalarda tespit edilen bakteri tilirleriyle veya yeni
tiirlerin tespiti amaciyla pozitif sonu¢ gézlemledigimiz tiirler Cizelge 4.8’de gosteridigi
gibi toparlanmis ve iglerinden en iyi ve ortak sonug¢ veren 5 izolat secilerek tiir tayini

i¢cin tanimlama amaciyla molekiiler testlere tabi tutulmustur.

Cizelge 4.8. Calisma sonucunda elde edilen verilerinin toplu halde gosterimi

Izolatin Kodu |CaCOs CaCOs Azot Inorganik Fosfat | Demir Kiikiirt
Cozme Coktiirme Fiksasyonu Coziunirligi Oksidasyonu Fiksasyonu
3-1 - +++ + - - -
3-2 - +++ - - - -
3-3 - +G + - +++ -
3-4 +++ - - +++ +++ +++
3-5 - ++ - - - -
3-6 - +++ - - +++ -
3-7 - +++ - - - -
3-8 - +++ + - +++ -
3-9 - - + +++ +++ +++
3-10 - - - - - -
3-11-A - +G - - - -
3-11-B - - - - - -
3-12-A - - - - - -
3-12-B - - - - - -
3-13 - +++ + - + -
3-20 - - ++ +++ + +++
3-21 - - + + + +
3-22 - +++ +++ - -
3-23 - - +++ + + +
3-24 - - - - - -
3-25 - ++ - - N N
3-26-A - +++ + +++ +++ +++
3-26-B - - + - - -
4-1 - - + - ++ -
4-2 - +++ - - - -
4-3 - - + - - -
4-4 - - - - - -
4-7 - - +++ - ++++ -
4-8 - - + - ++ -
4-9 - +++ ++++ +++ ++++ +++
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Cizelge 4.8. (Devam) Calisma sonucunda elde edilen verilerinin tamaminin gésterimi

Izolatin
Kodu

CaCO3 Cozme

CaCOs
Coktiirme

Azot
Fiksasyonu

Inorganik
Fosfat
Coziiniirliigii

Demir
Oksidasyonu

Kiikiirt
Fiksasyonu

4-10-A

+++

4-10-B

+++

6-1

6-2

6-4

6-5

6-6

6-8

6-9

6-10

6-11

6-21

7-1

8-2

8-3

84

+ |4+ +]

8-5

8-6

+++

8-7

9-1

9-2

9-3

9-4

10-3

10-6

10-7

+ |

10-8

10-9

+

10-10

10-11

10-12

10-13

10-X

10-Y

10-Z

12-1

12-2-A

12-2-B

12-3

12-4

12-5

12-6

12-7

12-20-A

12-20-B

12-21

- Negatif

++
++++

Orta derecede

Cok iyi derecede etkinlik veya koloni olusturma

+
+++

Zayif

derecede

Iyi derecede
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4.7. Secilen Orneklerin Tam ve Morfolojik Ozellikleri

Bakteriyal bir koloninin morfolojisi bilyiikk oranda sicaklik, pH, atmosfer, yas ve
bulundugu ortama baglhdir. Yani standardize edilmis besiyeri ve sartlar altinda koloni
morfolojisi, tanilama i¢in kullanilabilecek karakteristikletri ihtiva eder. Koloni
pigmentasyonu, boyutu, sekli, yiiksekligi, salgi olusturmasi, kokusu, opakligi, kivama,
kiimelenme karakteri ve besiyerinin rengini degistirmesi organizmalarin
karakterizasyonu bakimindan 6nemli parametrelerdir. Hiicre boyu ve ¢ap1 da yine
ayirt edici karakterlerden olup cap boya oranla ¢ogu zaman daha kararli bir veri
olusturmaktadir. Sporlarin varligi veya spor olusturabilme, endospor olusumu
tanilamaya yardimci bir karakter oldugundan dolayr dnemlidir. Klinik 6neme sahip
endospor olusturan bakterilerin yalmzca Bacillus ve Clostridium cinsi bakteriler
oldugu diisiiniiliirse endospor olusumunun ne derece dnemli bir karakteristik oldugu

daha iyi anlasilir.

Koloni olusturma, etkinlik gdsterme, bireysel morfolojileri boyutlari, endospor
olusturup-olusturamama ve ¢oklu pozitiflik durumlari géz 6niinde bulundurularak en iyi
sonucu veren 5 izolat secilmis Cizelge 4.9’da detaylar1 verilmistir. Segilen izolatlarin
DNA izolasyonu yapilip 16S rDNA PCR ile tek bant elde edilen 6rnekler “AltiGenBio”

firmasina gonderilmis ve DNA dizi analizleri yapilmstir.

Cizelge 4.9. En iyi sonu¢ veren ve bu sonuglara goére tiir tayini igin AltiGenBio
firmasina gonderilen izolatlara ait bilgiler.

Izolatm | CaCO3 CaCO; Azot Inorganik Demir Kiikdirt
Kodu Cozme Coktiirme Fiksasyonu Fosfat Oksidasyonu Fiksasyonu
Coziiniirligii
3-26-A - +++ + +++ +++ +++
4-9 - +++ ++++ +++ ++++ +++
6-2 - ++ +++ +++ +++ +++
10-7 - - + +++ + +++
10-Z - ++ + ++++ +++ +++
- Negatif + Zayif  derecede
++ Orta derecede +++  lyi derecede

++++

Cok iyi derecede etkinlik veya koloni olusturma
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4.8. Secilen Orneklerin Molekiiler Tam Sonuclari

Elde edilen DNA dizi analizleri Bioedit yardimi ile islenmis ve www.ncbi.nlm.gov.tr
adresine gonderilmistir. Tiir tanimlamalar1 yapilarak aksesyon numaralari, tan1 degerleri

ve baz sayilar1 alinan izolatlar Cizelge 4.10°da verilmistir.

Cizelge 4.10. Tiir tanimlamalar1 yapilan izolatlara ait veriler.

izolatin Bakterinin Ismi Accession Tam Baz sayis1 (bp)
kodu numarasi Degeri

3-26-A Bacillus megaterium MH450135 %100 1374

4-9 B. simplex MH450136 %99 1374

6-2 B. atropheus MH450137 %100 1373

10-7 Solibacillus sylvestris MH450138 %99 1379

10-Z B. licheniformis MH450139 %99 1375



http://www.ncbi.nlm.gov.tr/
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5. TARTISMA ve SONUC

Biyosferin 6nemli bir parcasini olusturan su ile kapli alanlar canli tiir ve cesitliligi
bakimindan zengin olmalarinin yani sira birgok alanda yeterince arastirma yapilmamis
olmamasi yeni tiirler ve gen kaynaklar1 agisindan biiyiik 6nem arz etmektedir (Hairston

and Fussmann 2002).

Literatiir taramalarinda mikrobiyolojik a¢idan herhangi bir arastirma ve degerlendirme
yaptlmadigini gérdiigiimiiz Otlukbeli Goli de bu kapsamda olan alanlardan birisidir.
Arastirmaya konu olan gol ve ¢evresindeki olusumlar oldukca dikkat c¢ekici olmasina
ragmen gerek konum olarak merkezi yerlesim yerlerine olan uzaklig1 gerekse de cografi
olarak yapilan arastirmalarda bu yapilarin goz ardi edilmis olmalar1 géliin kismen bakir
veya yeterince ¢alisilmamis bir yer olarak kalmasini saglamistir. Ward ve arkadaslarinin
(2017) calismalarinda ki sekiller ile biiyiik benzerlik gosteren gbl ve gevresindeki
olusumlar arastirmaya deger bulunmus ve calismaya baslanmistir. Bu ¢alismada tespit
edilen izolatlar Otlukbeli Golii ve ¢evresindeki olusumlardan alinarak saflagtirilmistir.
Gol ve gevresinde gozlemlenen yapilardaki degisimler, kirmizi ve sar1 renkteki toprak
ve camur gorliniisleri, traverten olusumlari, sulardaki tat degisiklikleri ve alanda
bulunan gaz ¢ikiglar1 dikkat ¢ekici bulunmus ve Ornekler alinarak bakterilerin

izolasyonu, saflastirilmasi ve tanilanmasi1 amaglanmistir (Ward et al. 2017).

Bu amacla g6l ve ¢evresindeki yapilardan 6rnekler alinmis degisik yapilarin olusumuna
katkida bulundugu diisliniilen organizmalarin tanilanmalar1 hedeflenmistir. Gerek
traverten olusumlar gerekse de kalsifiye ve kalkerli yapilarin varligr nedeniyle CaCOs3

¢ozme ve ¢oktiirmeyle ¢alismaya baslanilmistir.

Diinyada yaygin bulunmasi nedeniyle CaCOs, kiiresel CO2 dogiisiiniin de iginde
bulundugu bir¢ok jeokimyasal dongii biiyiikk oranda bu mineralin ¢oziinme ve
¢okmesiyle ilgilidir. Bu nedenle CaCOs3 ¢oziiniirligli kapsamli bir sekilde arastirmalara

konu olmustur. Bu arastirmalara ragmen CaCO3 ¢0ziinme oraninda ortak bir deger
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bulunamamistir. Bunun nedeni mineralin kimyasal yapisinda ve hidrodinamik Sl¢iim
kosullarindaki degiskenliklerdir (Olgiim yapilan cihazlar, akiskanlik hizi, doygunluk
derecesi, iyonik oran, atmosfer basinci, tane biiyiikligii vs.) (Morse et al. 2007). CaCO3
biyomineralizasyon ve jeolojik bilimler agisindan ilgi ¢ekici bulunmus ve arastirmalara
konu olmustur. Bunun baglica sebebi CaCO3 ¢oziinmesi sonucu agiga ¢ikan COz’in
sucul alanlarda, suda, biyosferin diger boliimlerinde ise atmosferde ve yeryiiziinde
iklimsel anlamda yapmis oldugu degisimlerdir. Diger taraftan giinlik hayata
baktigimizda da endiistriyel ve teknolojik olarak ta CaCOs olusumu veya ¢dziinmesi
etkindir. Buna bir 6rnek verecek olursak elektronik 1sitma ve sogutma cihazlarinda
meydana gelebilecek CaCOs; olusumlari (Omegin c¢amasir makinelerinde olusan
kireglenmeler) gerek verimliligi diisiirerek gerekse de arizalara neden olarak ekonomik
anlamda ciddi zararlar verebilmektedir (Gebauer 2008). Endiistrinin bir¢ok alaninda,
niikleer atiklarin kaplanarak depolanmasi ve portland ¢imentonun hazirlanmast gibi
karbonat iceren malzemelerde CaCOs’a dayanan bilgi vardir. Biitiin bu nedenlerden

dolay1 ¢oziiniirliigii en ¢cok incelenen CaCOs mineralleridir (Arvidson et al. 2003).

Boquet et al. (1973) ve Rivedeneyra et al. (1994) gibi arastirmacilara gore ise CaCOs
olusturabilen ve ¢ozebilen bakteriler 6zel bir konumdadir. Bu ¢alismaya konu olan
bolgedeki  traverten  olusumlart  ve  kalkerli yapilar CaCOs acisindan
degerlendirilebilecek ortamlar oldugundan se¢ilmis ve gerek CaCOs olusumu gerekse
de ¢6ziinmesi agisindan arastirilmistir. Ciinkii bakteriler hiicre duvari bilesenleri ve
substratlardaki molekiiler etkilesimler ile spesifik o©zellikler gosterebilirler. Bu
ozellikleri sayesinde belirli bir mineral ylizeye afinite gostererek baglanabilirler ve
silikatlar, oksitler, stilfitler ve karbonatlar gibi mineraller olusturabilirler. Bu mineraller
lizerine bir¢ok aragtirma yapilmistir. Bu arastirmalarin tamaminda ayni bakteri susu
kullanilmis ve yiizey tanimalari arastirilmistir. Shewanella oneidensis MR-1, silikat ve
oksit mineral yiizeylerini taniyabilme 6zelligine sahiptir ve bununla birlikte yiizeydeki
spesifik yiiksek enerji alanlarmi da tamidigi bulunmustur. Bakteriler bu spesifik
yiizeylere olan afiniteleri nedeniyle baglanma reaksiyonu gosterirler ve bu alanlarda bir
biyofilm tabakasi olustururlar. Bu tabakanin olusmasiyla birlikte mineral yiizeyde

coziinmeyi indiikleyebilirler. Bu ¢alismada da gol cevresinde degisik yogunluklarda
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biyofilm tabakalarinin varligi (Sekil 2.15) dikkat ¢ekici bulunmus ve calismaya deger
goriilmiistiir (Busscher and Weerkamp 1987; Lower et al. 2000; Luttge and Conrad
2004; Lower 2005; Gambari 2011).

Aragtirmamiz i¢in g0l ¢evresindeki kalkerli yapilardan ve traverten olusumlarindan
aliman numuneler once genel besiyerinde iiretilerek saflastirilmis daha sonra Maya
eksrakt1 5 g, Glukoz 5 g, CaCO3 6 g, Agar 9 g, 500 mL saf sudan olusan (Orhan et al.
2017) besiyerinde spesifik olarak CaCOs ¢ozebilen izolatlar ayristirilmistir. 76 izolat
icerisinden iyi derecede ve kisa zamanda ¢6zme gergeklestiren izolatlar ¢izelge 11 de
verilmigtir. Buna gore alindig1 yer kodlarina bakildignda kaynaktan uzak ¢amur, gol ve
g0l besleyen sularda ¢ozme reksiyonu gosteren bakteri varligi tespit edilmistir. 12
olarak kodlanan traverten olusumu saglayan sudan alinan 6rnekten elde edilen izolatin

daha erken ¢6zme reaksiyonu gosterdigi gézlemlenmistir.

Cizelge 5.1. CaCO3 ¢6zme reaksiyonu gosteren izolatlar

Izolatin Kodu Kalsiyum Karbonat Giin Alindig1 Yerin
(CaCOs) Cozme Kodu
3-4 +++ 3.giin 3
6-21 +G 14.giin 6
7-1 +++ 3.giin 7
10-12 +++ 3.giin 10
12-1 +++ 2.giin 12
+ Zayif ¢ozme ++ Orta diizey ¢6zme
+++ Iyi derecede ¢ozme G Geg ¢ozme

Kalsiyum karbonat (CaCOs3), yer kabugunun yaklasik % 4'iinii olusturan bol bulunan bir
mineraldir. Inorganik bir mineral olan CaCO3 hem endiistriyel uygulamalarda hem de
cogunlukla gelisim diizeyinde canli organizmalar tarafindan yaygin olarak kullanilir.
Atmosferdeki karbondioksit dengesi mineralize CaCO3z ve atmosferik karbondioksit
arasindaki dongiiyle kismen kontrol edilir. Sulu ¢ozeltilerden kat1 CaCO3 olusumu veya
kalsiyum ve karbondioksit (CO.) iceren bilesikler ekolojik, jeokimyasal ve biyolojik
alanlarda ciddi bir 6neme sahiptirler. Ayrica, toz haline getirilmis CaCOz'a olan talep
son zamanlarda endiistrinin ¢esitli alanlarinda artmistir (Kagit, boya, manyetik kayit,
tekstil, deterjan, yapistirici, plastik, kozmetik, gida vb.) (Hernandez et al. 2007; Greer et
al. 2017).
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Biyotasarimli malzemeler dogadan esinlenilmis bir yapiya sahip ya da dogal
materyallerde bulunan o&zellikler taklit edilerek {iretilmis malzemelerdir. CaCO3
giniimiizde yiliksek bir bilimsel ilgiye sahiptir. Dogada biyolojik olarak eklem
bacaklilar ve yumusakcalarin kabuklarinda bulundugu bilinmektedir. CaCOs
partikiilleri, ayrica ¢evre mithendisligi, kimya miihendisligi, biyomiihendislik gibi farkli
alanlarda kullanilabilmektedir. Bunlarla birlikte CaCOs su aritma alaninda da
kullanighdir (Declet et al. 2016).

Prokaryotlar, tiim ana toprak tiplerinde biyokiitlenin ana kismin1 olustururlar. Bakteriler,
yeryliziindeki her habitatta, toprakta, asidik kaplicalarda, radyoaktif atik sularda ve yer
kabugunun derinlerinde, organik madde ve canli bitki ve hayvan govdelerinde
bulunurlar. Cokelme siirecinde bakterilerin birincil rolii, gesitli fizyolojik aktivitelerle
bazik bir ortam olusturmaktir. Bazi1 6zel fonksiyonel hiicre duvarlarma sahip (Ca?* ve
Mg?* iki degerlikli katyon bulunan) mikroorganizmalar CaCOs; olusumunu
desteklemektedirler. Biyolojik hiicre disi polimerik maddeler iginde bulunan spesifik
proteinler, farkli CaCOgs kristallerinin olusumuna neden olur. Orneklerin yiizeyindeki bir
CaCOs tabakasinin bakteriyel birikimi, kilcal su aliminin azalmasina ve gaz
gecirgenligine neden olmustur. Bakteri kiiltlirii ve ortam bilesimin tiirii CaCOs kristal
morfolojisi iizerinde biiylik bir etkiye sahiptir. Mikrobiyal CaCO3z ¢okelmesi {ire
hidrolizi, fotosentez, siilfat indirgemesi gibi yaygin mikrobiyal metabolik siirecin bir
yan {riinii olarak ortaya c¢ikar. Bu farkli metabolik siirecler alkaliniteyi (pH ve
¢Oziinmiis inorganik karbon) arttirir ve orada CaCOs ¢okelmesini destekler. CaCO3
cokelmesi, bakteri aleminde uygun kosullar altinda genel bir islemdir. Baz1 bakteriler ve
mantarlar, fotosentez, amonifikasyon, denitrifikasyon, siilfat indirgemesi ve anaerobik
stilfiir oksidasyonunu iceren bir dizi islemle ekstraseliiler olarak CaCOs-1n ¢okelmesini

indiikleyebilir.

Prokaryotlarin metabolik aktivitesi sonucunda ortaya ¢ikan iirlinler, topragin farkl
bilesenleri ile etkileserek toprak 6zelliklerini degistirebilir. Boylelikle toprak iyilestirme
ve bazi mithendislik uygulamalar i¢in siirdiiriilebilir ve ¢evreye duyarli bir metodoloji

olarak toprak 6zelliklerinin modifikasyonu igin bakteri siiregleri kullanilabilir. Toprak
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icin en iimit verici biyojeokimyasal tedavilerden biri, topraga CaCOs't etkili bir sekilde
veren mikrobiyal-indiiklii CaCOs ¢okeltmesidir (Boylece giicii ve sertligini arttirir ve su

gecirgenligini azaltir) (Gat et al. 2014).

Arastirma bolgesinde bulunan traverten ve kalkerli yapilardan alinan orneklerden
yukarida aciklanan amaglara yonelik bakterilerin varliginin tespiti ve se¢imini
yapabilmek amaciyla CaCOs ¢oktiirme de dahil edilmistir. Alinan numuneler Once
genel besiyerinde iiretilerek saflastirilmis daha sonra Boquet ve ¢alisma arkadaslarinin
(1973) ilk olarak uyguladiklari, daha sonra bir¢ok arastirici tarafindan da kullanilan B-4
besiyerinde kristal olusturup olusturmamalart 151k mikroskop altinda gdézlemlenmistir.
Ekimin 1., 3., 5., 7., 14., ve 28. giinlerinde 151k mikroskobu altinda incelenen besi
yerlerinde kristallesme gozlenen izolatlar seg¢ilmistir. 76 izolat igerisinden en iyi
kristallesme saglayan izolatlar Cizelge 5.2 de verilmistir. Kalkerli yapilarin gol
gevresinde yogun oldugu sekil 3.9, 3.10, 3.11 de goriilmektedir. Yine sekil 2.16 da

goriilen sarkitlar CaCOs olusumunu gostermektedir.

Cizelge 5.2. CaCOs3 olusturan izolatlar

Izolatin Kodu Kalsiyum Karbonat (CaCOs) Giin Alindig1 Yerin
Olusturma Kodu
3-1 +++ 7.giin 3
3-2 +++ 7.giin 3
3-3 +G 28.glin 3
3-5 ++ 14.giin 3
3-6 +++ 7.giin 3
3-7 +++ 7.giin 3
3-8 +++ 7.giin 3
3-11-A +G 28.giin 3
3-13 +++ 7.giin 3
3-22 +++ 7.giin 3
3-25 ++ 14.giin 3
3-26-A +++ 7. glin 3
4-2 +++ 7.giin 4
4-9 +++ 7. giin 4
3-26-A +++ 7.giin 3
4-10-B +++ 7.giin 4
6-2 ++ 14.giin 6
8-5 +++ 7.giin 8
8-6 +++ 7.giin 8
9-1 +++ 7.giin 9
10-X ++ 14.giin 10
10-Z ++ 7. glin 10
+ Zay1f kristallesme ++ Orta diizey kristallesme

+++ Iyi derecede kristallesme G Geg kristallesme
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Azot, toprakta bakteriler tarafindan fikse edilerek bitkilerin alabilecegi forma
doniistiiriilen bitki gelisiminde ve biiylimesinde ¢ok Onemli fonksiyonlara sahip
elementlerden birisidir. Bunun yani sira proteinlerin, tiim amino asitlerin ve niikleik
asitlerin temel bilesenidir. Besin zincirindeki toplam azot miktar1 bitki kuru maddesinin
%?2’sidir. Diger taraftan atmosferin yaklasik %80’ini olusturan azot gazini bitkiler
dogrudan kullanamazlar. Bitkiler toprakta bulunan mevcut azotu kokleri yardimiyla
amonyum ve nitratlar seklinde alirlar. Azottan bu siirli yararlanma nedeniyle diinya
genelinde biiylik bir azotlu giibre endiistrisi olusmustur. Atmosferdeki azot gazinin
bitkilerin alabilecegi formlara doniisiimiinde ¢esitli ototrof ve heterotrof prokaryotlar rol
oynar. Azot fiksasyonunda rol oynayan bu bakteri tiirleri olduk¢a 6nem arz etmektedir.
Ciinkii bu bakteriler ekosistemlerde siirdiiriilebilirlik ve biyojeokimyasal dongiiye ¢ok
onemli katki saglarlar. Ayn1 zamanda azotlu giibrelerin bir ¢ogu fosil yakitlardan elde
edilen iiriinlerdir. Bu da son derece pahali bir yontemdir. Ek olarak endistriyel olarak
elde edilen bu azotlu giibrelerin %30 ile 50’si toprak alti sularina karigarak kirlilige
neden olmaktadir. Biitiin bu nedenlerden dolay1 endiistriyel azotlu giibrelere alternatif
olarak bakteriler tarafindan sentezlenen nitrojenaz enzimi azot fiksasyonu agisindan
onemli bir alternatiftir. (Howarth et al. 1988; Dobermann 2007; Westhoff 2009;
Figueiredo et al. 2013; de Bruijn 2016).

Buradan hareket ederek bu ¢aligmada izolatlardan azot fiksasyonunda 6nemli olabilecek
bakterilerin tanilanmasi1 ve karektarizasyonunu bu calismaya dahil edilmistir. Elde
edilen izolatlar genel besiyerlerinde irettildikten sonra azot fiksasyonunda etkin olan
bakterilerin ayristirilmast amaciyla spesifik bir besi yeri olan NFM besiyeri
kullanilmigtir. (Okon et al. 1977; Mehnaz et al. 2007; Rafique et al. 2015). 76 izolat
igerisinde azot fiksasyonunda etkin olan izolatlar segilmis ve Cizelge 5.3 de verilmistir.
Gaz cikis1 ve kirmizi camur bolgelerinden elde edilen izolatlarda daha giiclii pozitiflik

gozlemlendigi gizelgeden de anlasilmaktadir.
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Cizelge 5.3. Azot fiksasyonunda etkin izolatlar

Izolatin Izolatin Azot (N) Alindig1 izolatin izolatin Azot N) Alindig1
Kodu Fiksasyonundaki Yerin Kodu Kodu Fiksasyonundaki Yerin Kodu
Etkinligi Etkinligi
3-1 + 3 4-8 + 4
3-3 + 3 4-9 ++++ 4
3-8 + 3 6-2 +++ 6
3-9 + 3 6-8 + 6
3-13 + 3 7-1 + 7
3-20 ++ 3 8-2 + 8
3-21 + 3 8-3 + 8
3-22 +++ 3 8-4 + 8
3-23 +++ 3 8-6 +++ 8
3-26-A + 3 8-7 + 8
3-26-B + 3 9-3 + 9
4-1 + 4 10-7 + 10
4-3 + 4 10-9 + 10
4-7 +++ 4 10-X + 10
10-Y + 10 12-3 + 12
10-Z + 10 12-6 + 12
+ (Zayf gelisim) ++ (Orta diizey gelisim)

+++ (Iyi derecede gelisim) ++++ (Cok iyi derecede geligim)

Toprak verimliliginin artirilmasi tarimsal ekonomide en ¢ok kullanilan yontemlerden
birisidir.

elementlerinden biriside fosfordur. Fosfat genel olarak ¢oziinebilir ve ¢oziinmez olarak

Bitkilerin biiylimesi ve gelismesi agisinda en Onemli makro besin
iki kisimda ele alimir. Coziinebilir fosfat topraga uygulandiginda mevcut olmayan
formlara sabitlenir ve kullanimi diiser. Cogunlukla kalsiyum, demir ve aliiminyumla
(Al) kimyasal kompleksler olusturur. Bu nedenle toprak yapisi genelde bitkilerin
kullanabilecegi fosfor agisindan fakirdir. Ortalama topraktaki fosfat icerigi yaklasik
%0,05 olmakla birlikte bitkiler bunun yalnizca %0,1’ini kullanabilmektedir. Bir baska
deyisle mevcut fosfatin %95 kadar1 dogrudan kullanim ic¢in uygun degildir. Bu
nedenlede fosfat eksikligi bitki biiyiimesini siirlayan en onemli faktorlerden birisi
haline gelmistir. Topraktaki fosfat eksikligi endiistriyel giibreler ile ¢oziilebiliyor olsa
da endiistiyel giibrelerin tamami toprakta tam olarak ¢dziinemeyebilmekte ve azotta
oldugu gibi bunda da g¢evresel sorunlar ¢ok Onemli bir boyuta gelmektedir. Yine
bununla birlikte ekonomik anlamda maliyetlerinin yiiksekligi nedeniyle alternatif yollar
kacinilmaz olmustur. Bazi mikroorganizmalarin ¢dziinmeyen fosfatin ¢ézniirliigiinde rol
oynadiklar1 bilinmektedir. Bu fosfat c¢oziicii mikroorganizmalar fosfati asitleme,

selatlama ve gesitli degisim reaksiyonlariyla ¢Oziinebilir hale getirebilmektedir.
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Boylelikle sanayi iiriinlerindeki yiiksek maliyetin disiiriilmesinin yani sira 6nemli bir
kirliligin de 6niine gegilmis olunur. Bu sebeple uzun bir siireden beri mikrobiyologlar
ve ekolojistler Pseudomonas, Bacillus ve Enterobacter gibi bakteri tiirleri ve bazi
mantarlar ile fosfat ¢oziiniirliiginii artirmaya c¢alismiglardir. Bilindigi gibi torak
biyocesitliligi karmasik molekiil metabolizmalarinda 6nemli rol oynar ve bitki
beslenmesini destekler. Tarimsal iiretim acisindan yeni genler, biyokimyasal yollar,
antibiyotikler, metabolitler ve diger bircok yararli molekiilleri ortaya ¢ikarir. Fosfat
¢oziicti mikroorganizmalarda bu nedenlerden &tiirti bitki tireticilerinin bitki biiyiime ve
verimliligi artirma agisindan dikkatini ¢ekmistir. Fosfat ¢ozilicii bakteriler dongiiye aktif
olarak katilir ve topraktan fosfat alinimini artirir (Son et al. 2006; Selvi et al. 2011,
Mardad et al. 2013).

Fosfat coziiniirligi ile ilgili olabilecek bakterilerin elde edilmesi amaciyla genel
besiyerlerinde c¢ogaltilan bakteriler daha sonra Pikovskaya besiyerine (Rao 1977)
almarak saflastirllmistir.  Saflagtirillan 76  izolat igerisinden inorganik fosfat

¢Oziiniirliiglinde pozitiflik gosteren 14 izolat secilmis ve Cizelge 5.4’te verilmistir.

Cizelge 5.4. Inorganik fosfat ¢oziiniirliigiinde etkin olan izolatlar

Izolatin Kodu Izolatin Fosfat (P) Alindig1 Yerin Kodu
Coziiniirliigii Etkinligi

34 +++ 3

3-9 +++ 3

3-20 +++ 3
3-21 + 3
3-23 + 3
3-26-A +++ 3
4-9 +++ 4

6-2 +++ 6

7-1 + 7

8-2 ++++ 8

9-3 +++ 9
10-7 ++++ 10
10-13 +++ 10
10-Z ++++ 10

+ Zayi1f ¢oziiniirliik ++ Orta diizey ¢oziiniirliik

+++  lyi derecede ¢oziiniirliik ++++ Cok iyi derecede ¢dziiniirliik
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Gerek bitkiler gereksede hayvanlar agisindan iz element boyutunda olsa da gerekli besin
elementlerinden biri olan demir yer yiiziinde agirlikca en ¢ok bulunan ve litosferde
metal olarak aliiminyumdan sonra ikinci olarak en ¢ok bulunan elementtir. Makro
canlilarda iz element boyutunda iken Lactobacillus spp. ve Manyetotaktik bakteriler
gibi mikroorganizmalarda tipik bakterilere gore hiicresel demir igerigi 11,5 kat daha
fazladir. Oksitler, karbonatlar, silikatlar ve siilfitler olarak goriillmektedir. Hangi
goriilme seklinde olursa olsun demirin canli tarafindan alinmasi bulundugu formuyla
miimkiin degildir. Bu nedenle dogada bulunan +2 formlu demirin +3 formuna
oksitlenmesi ve canli tarafindan alinip kullanilabilir forma donistiiriilmesi
gerekmektedir. Demirdeki bu oksitlenme reaksiyonu i¢in doga yine bakterileri
kullanmaktadir. Demir oksidasyonunda etkin olan bakteriler ise Ehrenberg ve
Winogradsky gibi mikrobiyologlar tarafindan 19. yiizyillda go6zlenip kaydedilen
prokaryotlardandir. Onceleri Fe II’nin oksidasyonunu Fe III’e katalizleyen bakteriler
olarak kabul edilmis sonrasinda ise ferrik demiri ferr6z demire indirgeyiciler olarak
genisletilmistir. Sonraki yillarda ise sadece endiistriyel uygulamalar ve demir dongiisii
acisindan degil ozellikle biyokimyasal agidan dikkate alinarak 6nemli bir aragtirma alan
haline gelmistir. Demir oksidasyonunu katalizleyen bakteriler genel olarak dort

fizyolojik grupta toplanirlar.

Asidofilik aerobik demir oksitleyiciler
Notrofilik aerobik demir oksitleyiciler

Notrofilik anaerobik demir oksitleyiciler

A w0 np e

Anaerobik fotosentetik demir oksitleyiciler.

Bitkiler ve bitkiler vasitasiyla hayvanlar demiri almak icin siderofor denilen ajanlar1
kullanirlar. Siderofor Yunanca demir tasiyict anlamima gelmektedir. Bu ajanlarin rolii
aslinda demiri bulundugu cevreden uzaklastirmak ve mikrobiyal hiicre i¢in siirekli
gerekli minerali olusturmaktir. Yapilan aragtirmalarda aerobik ve fakiiltatif aerobik
mikroorganizmalarin en az bir sideroforu sentezledigi kesfedilmistir (Neilands 1995;
Erbs and Spain 2002; Weber et al. 2006; Valdes et al. 2008; Hedrich et al. 2011;
Bonnefoy and Holmes 2012; Ward et al. 2017).
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2017 yilinda Ward ve arkadaslarimin yapmis olduklari ¢alismayla biiylik benzerlik
gosteren arastirma bolgemizde gerek demir oksidasyonu gerekse siderofor etkiye sahip
bakterileri izole edebilecegimizi diisiinerek bolgeden Ornekler alinmis ve genel
besiyerindeki yetistirmenin ardindan elde edilen bakteriler saflastirihip demir
oksidasyonu agisindan segici Chorome Azurol S (CAS Medium) besiyerine ekimleri
yapilmistir (Louden et al. 2011). Demir oksidasyonu agisindan segici besiyerinden elde
edilen izolatlar Cizelge 5.5’de verilmistir. Bu besiyerinde literatiirde de belirtildigi gibi
goriilen renk degisikligi Sekil 5.1°de gosterilmistir.

Cizelge 5.5. Demir selasyonunda etkin olan izolatlar

Izolatin Kodu | Izolatin Demir (Fe) Sasyonundaki Alindig1 Yerin
Etkinligi Kodu
3-3 +++ 3
3-4 +++ 3
3-6 +++ 3
3-8 +++ 3
3-9 +++ 3
3-13 + 3
3-20 + 3
3-21 + 3
3-23 + 3
3-26-A +++ 3
4-1 ++ 4
4-7 ++++ 4
4-8 ++ 4
4-9 ++++ 4
4-10-A +++ 4
6-2 +++ 6
6-8 ++ 6
6-9 + 6
8-7 ++ 8
9-3 +++ 9
10-7 + 10
10-8 +++ 10
10-13 +++ 10
10-Y +++ 10
10-Z +++ 10
12-2-A ++ 12
12-2-B ++ 12
+ Zayif Oksidasyon ++ Orta diizey Oksidasyon

+++ Iyi derecede Oksidasyon ++++ Cok iyi derecede Oksidasyon
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Sekil 5.1. 4-1, 3-3, 10-7 ve 4-9 olarak kodlanan izolatlardaki sar1 renge doniisme
demir oksidasyonunu gostermektedir.

Biyojeokimyasal dongiiler ele alinirken demirle birlikte kiikiirt elementi de genellikle
birlikte galisilir. Bunun nedeni dogada demir ve kiikiirtiin, demirsiilfiir seklinde (FeS)
cok yaygin olarak bilesik olusturmasidir. Tarimsal ve toprak acisindan bakildiginda ise
kiikiirt, azot, fosfat ve potasyumdan sonra dordiincii temel besin maddesi olarak kabul
edilmektedir. Sistein ve Metiyonin gibi esansiyel amino asitlerin bilesenlerinden biridir
ve proteinlerin, vitaminlerin ve enzimlerin olusumunda 6nemli bir rol oynar. Kiikdirt,
kirecli ve alkali topraklarin pH'in1 azaltan ve bazi besin maddelerinin emilimini
kolaylastiran bir toprak asitlendiricidir. Siilfiir ayrica topraktaki sodyum durumunu
iyilestirir ve bazi bitki patojenlerini kontrol eder. (Kertesz et al. 2004). Kiikiirt
indirgenmis formlarda yiiksek reaktivite gosterir ve birkag kararli oksidasyon
durumunda ortaya ¢ikar. Dogadaki kiikiirtiin biiylik bir kism1 su ve toprakta siilfat veya
stlfir ve atmosferdeki kiikiirt dioksit seklinde bulunur. Siilfat organik bilesiklerde

indirgenmis olarak bitkiler ve mikroorganizmalar tarafindan kiikiirt kaynagi olarak
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kullanilir. Canlilarda kiikiirt en indirgenmis hallerde bulunur. (Ornegin Sistein
aminoasidinde Siilfit olarak) Kiikiirt ilk asamada aerobik kosullarda oksitlenir ve siilfat
olarak salinir. Anaerobik sartlarda ise siilfat, hidrojen siilfit olarak agiga ¢ikar. Hidrojen
stlfit, siilfat indirgeyici bazi bakterilerin organik bilesiklerin ve molekiiler hidrojen
oksidasyonu sonucu siilfat indirgemesiyle de ortaya c¢ikmaktadir. Bazi siilfat tipleri
demirsiilfiir olarak ¢okelir ve pirit olusur. Ancak bu daha sonra elemental kiikiirt
yoluyla tekrar oksitlenir. Bu, siilfiti bir elektron vericisi olarak kullanan fototrofik
bakteriler tarafindan anaerobik kosullarda ve 151k altinda gergeklesir. Bu yolla aciga
c¢ikan elektronlar organik bilesiklere doniistiiriilmiis olur. Kiikiirt bakterileri indirgenmis
ya da kismen oksitlenmis inorganik siilfiir bilesiklerini yiiksek oranda oksitleyebilme
kabiliyetindedirler. Thiobacillus toprakta kiikiirt oksidasyonunda 6nemli rol oynar ve
toprak verimliligini artirir. Oksidasyon sonucunda bitkilerin kullanabilecegi siilfat
olusumu gergeklesirken aciga c¢ikan asit besin maddelerinin ¢oziinmesinde ve topragin
alkaliliginin diizelmesinde 6nemli rol oynar. Yapilan aragtirmalarda Acidothiobacillus,
Thiomicrospira ve Thiosphaera gibi Gram negatiflerin yanisira Paracoccus,
Xanthobacter, Alcaligens gibi heterotroflar, Thiobacillus thioxidans, T. ferrooxidans, T.
thioparus ve T. denitrificans zorunlu kemoototroflar izole edilmistir. Kiikiirt
assimilasyon metabolizmasi sadece prokaryotlarda goériilmez. Ayni zamanda bitkiler,
algler ve mantarlarda da goriiliir. Inorganik siilfiir bilesiklerinin oksidasyonunda rol
oynayan ¢ok ¢esitli mantar cinsleri de bulunmustur.(Absidia, Acremonium, Alternaria,
Amanita, Aspergillus) (Kuenen et al. 1985; Middelburg 2000; Rawlings 2005; Priyanka
et al. 2014; Dahl 2017; Xu et al. 2018).

Yapilan arastirmalardan yola ¢ikarak demirsiilfiir bilesiklerinin dogada sik goriilen bir
bilesik oldugu kanaatine varildi. Aragtirma bolgemizde bulunan yapilardan dolayr demir
oksidasyonu saglayan bakterilerin varligi olasiligi, dolayisiyla kiikiirt indirgeyici
bakterilerin de birlikte olabileceklerini diisiindiirdiigiinden kiikiirt indirgenmesi de
arastirma konular igerisine alinmistir. Calismamiz sonucunda kiikiirt indirgenmesinde
etkin oldugunu diislindiiglimiiz saflastirilan izolatlar igerisinde pozitiflik gosteren

izolatlar secilmis ve Cizelge 5.6°da gosterilmistir.
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Cizelge 5.6. Kiikiirt fiksasyonunda etkin izolatlar

izolatin Kodu Izolatin Kiikiirt (S) Alindig1 Yerin
Fiksasyonundaki Etkinligi Kodu

34 +++ 3

3-9 +++ 3

3-20 +++ 3
3-21 + 3
3-23 + 3
3-26-A +++ 3
4-9 +++ 4

6-2 +++ 6

7-1 + 7

8-2 ++++ 8

9-3 +++ 9

10-7 ++++ 10
10-13 +++ 10
10-Z ++++ 10

+ (Zay1f fiksasyon) ++ (Orta diizey fiksasyon)

+++ (lyi derecede fiksasyon ++++ (Cok iyi derecede fiksasyon)

Yapilan arastirmalar gostermistirki mikroorganizmalarun dogadaki rolleri sadece
ayristirma degildir. Mikroorganizmalar elementlerin canlilar tarafindan alinabilmesi ve
kullanilabilecek forma doniistiiriilmesinde ve ekosistemdeki biyojeokimyasal
dongiilerde 6nemli roller oynamaktadirlar. Bu 6nemli gorevlerde rol oynayan bakteriler
degerlendirilen makaleler ve incelenen arastirmalarda gozlemlenmistir. Bu
mikroorganizmalardan bazilar1 su sekildedir: Acidithiobacillus sp., Leptospirillum sp.,
Thiobacillus sp., Azotobacter sp., Pseudomonas sp., Bacillus sp., Chromatiaceae and
Ectothiorhodospiraceae, Lactobacillus spp. (Kuenen et al. 1985; Erbs and Spain 2002;
Luttge and Conrad 2004; Lower 2005; Rawlings 2005; Chahal et al. 2011; Gambari
2011; Hedrich et al. 2011; Bonnefoy and Holmes 2012; Gat et al. 2014; Priyanka 2014;
de Bruijn 2016; Dahl 2017).

Toprak bakterileri toprak ekolojisinin sekillenmesinde merkezdedirler. Topraktaki
mikroorganizma mevcudiyeti, yogunlugu ve c¢esitliligi toprak besin maddelerinin
ayrismasi, dongiisii ve dolayisiyla bitki gelisimini dogrudan etkilemektedir. Toprak
icerisindeki bakteri cesitliligi ve fonksiyonlar1 toprakta cesitli etkilesimlere neden
olurlar. Bir c¢ok bakteri tiirii toprakta varliklarin1 siirdiirebilmek igin gesitli
mekanizmalar gelistirmistirler. Spor veya kapsiil olusturma, antibiyotik direnci

gelistirme, bir biyofilm tabakasi olusturma bu mekanizmalardan bazilaridir (Rosenberg
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et al. 2016). Toprak bakterileri bir taraftan varliklarini siirdiirebilmek igin ¢esitli
mekanizmalar gelistirirken diger taraftan da biiylime, gelisme ve c¢ogalmalari,
mikrobiyal populasyonun yapisi ve etkinligi ile toprak yapisiyla da dogrudan iliskilidir.
Bu yap1 icerisinde mikroorganizmalar beslenir, canlanir, diger organizma ve canlilarla
rekabet eder, isbirligi yapar ve yakin c¢evredeki degisikliklere karsi tepkiler verirler
(Balser et al. 2010). Bitki kokleri ile iliskilendirilen ve bitki biiylimesi {izerine 6nemli
etkiye sahip olan bakteriler rizobakteriler olarak adlandirilir. Bu tiir bakteriler nitrojeni
bitkinin alabilecegi sekilde diizenler, hormonlar1 ve antibiyotikleri salgilar, fosfat ve
¢oziinemeyen demir formlarin1 ¢dzerek kullanilabilir formlara dontistiiriir. Bir¢ok
Basillus spp. kirlenmis topraklarda agir metalleri tecrit ederek veya harekete gegirerek
bitki toksisitesinin oniine geger (Kayasth et al. 2013; Schwartz et al. 2013).

Yapilan izolasyonlar sonucunda ¢oklu pozitiflik gosteren izolatlar igerisinden 3-26-A,
4-9, 6-2, 10-7 ve 10-Z segilerek AltiGenBio firmasina gonderilmis ve NCBI tarafindan
aksesyon numaralar1 alinmistir. Tan1 yontemi olarak 16s rRNA gen bolgelerinin DNA
dizi analizleri kullamilmistir. Cikan sonuglar Bacillus megaterium, B. simplex, B.
atropheus, Solibacillus silvestris ve B. licheniformis hakkinda arastirmalar yapilmig

arastirma bolgemizle benzerlik ve farkliliklar karsilagtirilmistir.

Elde edilen tiirler tek tek ele alinacak olursa:

Bacillus megaterium 1884'te De Bary tarafindan Escherichia coli'nin yaklagik 100 kati
biiyiikliigiinde olmasi sebebiyle biiyiik hayvan veya biiyiik canavar olarak tanimlamistir
(De Bary 1884). B. megaterium, 4um boyunda ve 1,5um ¢apinda olup topraktan deniz
suyuna, baldan cesitli bitkilere kadar canli ve cansiz birgok ortamdan izole edilebilen
Gram pozitif, esas olarak aerobik spor olusturan bir bakteridir. Bugiin bilinen tiim basil
tiirlerinin en biiyligiidiir. Hiicre yapisi nedeniyle protein lokalizasyonu, sporulasyon ve
membran ¢alismalari i¢in ideal bir bakteridir (Vary 1994; Vary et al. 2007; Bunk et al.
2010). B. megaterium giibre endiistrisinde olusan ve c¢evre kirliligine yol agan
fosfojipsin ayristirlmasinda 6nemli rol oynamaktadir. Fosfojips fosforik asidin bir yan

tirtiniidiir ve yiiksek oranlarda demir, bakir, ¢inko, manganez, kobalt, nikel ve krom gibi
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agir metaller icermektedir. Yiiksek konsantrasyonlarda bu metaller tiim organizmalar
icin toksik etki gosterirler. Bu metallerin ortamdan uzaklastirilmas1 ya da toksik
etkilerinin azaltilmasinda bakteriler 6zellikle de B. megaterium kullanilmaktadir. B.
megaterium agir metallerin biyoremediasyonunda ve biyojeokimyasal dongiilerde
onemli rol oynar. Normal metabolik siire¢lerini kullanan bakteriler organik ve inorganik
asitler, yiikseltgenme ve indirgenme reaksiyonlart ile kompleks agir metallerin
mobilizasyonuna aktif olarak katilirlar. Yukarida bahsedilen agir metallerin varliginda
B. megaterium’un biiyiime sporu gelistirdigini ve bu bakterinin irettigi hiicre disi
proteinlerde ve hiicre biyokiitlesinde 6nemli bir artis oldugu saptanmistir. Bununla
birlikte bu metallerin varliginda bu bakterinin gelisme gosterdigi ve fosfojips oranini
azalttigr goriilmistir (Bunk et al. 2010; Stefanescu 2015). B. megaterium bir baska
ozeligi ise endofit olusudur (Bitki icerisinde yasamasina ragmen bitkiye zarar vermeyen
aksine faydasi olabilen bakteri veya mantar tiirlerine verilen genel ad). Bu nedenle bitki
hastaliklarinin biyokontrolii i¢in potansiyel bir aractir. Azot fiksasyonu agisindan da
bazi Megaterium suslar1 tespit edilmistir. B. megaterium alkali topraklarda toprak
asitligini artirarak ve ¢oziilemeyen fosfat formlarimi ¢oézerek organik asit ve CO:2
ureterek bitki gelisiminde 6nemli rol oynar. Bu bakteriye 6zgii bakteriyofajlarin varligi
tespit edilmis ve fosfat ¢oziiniirligiinde etkinliginin oldugu vurgulanmisgtir (EImaghraby
et al. 2015). Bununla birlikte yapilan bazi arastirmalarda B. megaterium’un azot
fiksasyonunda da etkin oldugu, nitrifikasyon acisindan timit vaat edici oldugu ve bu
susun atmosferik nitrojeni sabitleyebilme 6zelliginde oldugu vurgulanmistir (Peela et al.

2015).

Biyomineralizasyon, canli organizmalar tarafinda inorganik mineral benzeri
materyallerin sentezlenmesi siirecidir. CaCOs ¢okelmesi ekstraseliiler bakteriyel
biyomineralizasyonun iyi bir 6rnegidir. CaCOsz bakteriyel mineralizasyonu, metallerle
kirlenmis toprak ve yer alt1 sularinin temizlenmesi, atmosferik CO2 ekstraksyonu, toprak
ve kumun giiclendirilmesi, eski kire¢ tasi bina ve tag anitlarin onarimi, ¢imento harci ve
betonlarda olugabilecek gozenek ve catlaklardan gecirgenliin azaltilmasi, betonun
dondurulmast ve kil tuglalarimin giiclendirilmesi uygulamalarinda kullanilan bir

yontemdir (Dhami et al. 2013). Dogal yasam alanlarindan alinan bakterilerin
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birgogunun hem dogal hem de Ilaboratuar ortamlarinda CaCO3z ¢o6kelmesini
indiikledikleri rapor edilmistir. Mikrobiyolojik olarak uyarilan CaCOs ¢okelmesi,
organizmalar tarafindan iireaz enzimi aktivitesini iceren yeni bir olgudur. Ureaz nikel
bagiml bir enzimdir. Ureaz hidrolize edebilen bakteriler CO2 ve amonyak varliginda
ortam pH’smmi1 artirarak CaCOs ¢oOkelmesini hizlandirirlar. Bu sayede CaCOgz
cokelmesiyle yukarda siralanan olaylar gerceklesebilmektedir. Tiim bu ¢aligmalar
gostermistirki B. megaterium’un iircaz enzim aktivitesi varliginda CaCOz ¢oktiirmesi
pozitiftir (Erbs and Spain 2002; Dhami et al. 2013; Chaurasia et al. 2014).

Bacillus simplex ilk olarak 1901 yilinda Meyer ve Gottheil tarafindan tanimlanmaistir.
Bu bakteri, 6zellikle toprakta bulunan ¢evresel bir mikroorganizmadir. Bugiine kadar
insanlarda bulunmamustir (Croce et al. 2014). Bacillus tiirleri toprak iyilestirme ve
diizenlemede O©nem arz eden Rizobakterilerin Onemli iiyelerindendir. Fosfat
¢ozlindirmede de Bacillus tiirleri organik asit iretimi ile pH degisiklikleri yaparak
onemli etkilerde bulunmaktadirlar. En iyi fosfat ¢oziiciiler i¢in yapilan arastirmalarda
indol-3-asetik asit (IAA) {retebilen tiirlerden birinin de B. simplex oldugu
vurgulanmistir. IAA toprakta B. simplex tarafindan iiretilen bir organik asit olup kok ve
govde bliylimesinde dnemli bir etkendir. Fosfor bitkilerin biiylime ve birgok metabolik
islevini yerine getirmede temel bir makro besin elementidir. Toprakta yeterince fosfor
oldugu halde bitkiler bunun kii¢iik bir miktarina erisebilmektedir. Mikroorganizmalarin
fosfati ¢ozebilme kabiliyeti bitkiler agisindan 6nemli bir durumdur. Ciinkii bitkiler
¢ozlinebilir durumdaki fosfati kullanabilmektedir. Yapilan arasgtirmalar B. simplex’in
fosfor agisindan siderofor etkiye sahip ve fosfat ¢oziindiiriicii etkiye sahip bir Bacillus
tirti oldugunu gostermistir. (Kaplan et al. 2013; Bahadir et al. 2018). Eski anitlarda
yapilan tag aragtirmalarinda B. simplex’in CaCOs ¢oktiirmede etkin oldugunu
gostermistir.  Bu sayede ylizey veya derinlerde olusabilecek catlaklarin
doldurulabilecegi Ongoriilmiistir. CaCOs ile iligkili yer alti sulari, kaya ve toprak
izolatlarinda da CaCOs, magnezyum Kkalsit (MgCOz3) ve vaterit olusturdugu
gosterilmistir. Kontrol calismalarinda ise abiyotiklerin mineral olusturmada basarisiz
oldugu ve biyolojik izolatlarin %90 tlizerinde CaCOs3 olusturabildikleri vurgulanmistir
(Xia et al. 2015; Meier et al. 2017). Baska bir arastirmada ise B. simplex’in Bakir (Cu),
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Cinko (Zn), Nikel (Ni), Krom (Cr) ve Civa (Hg) metallerine kars1 direngli oldugunu
gostermistir (Kacar 2014).

Bakteriler sporlasarak olumsuz sartlarda hayatta kalma konusunda oldukg¢a yetenekli
canlilardir. B. antrophaeus tiirii de endospor yapan Gram pozitif fakiiltatif anaerobik bir
basildir. Sekli gelisme durumlarina gore degisiklik gostermekle birlikte vejetatif
durumda 0,5um ile 1um c¢apinda ve 2 - 4um boyundadir. Cok dayanikli spor olusturma
kabiliyetinden otilirii  sterilizasyonlarda temizlik ve dezenfeksiyon ajanlarinin
degerlendirilmesinde, igme sularinin aritimlarinda bu basil tiirii biyolojik olarak bir nevi
garanti gorevi gormektedir. Ilk saptanmasinda bir nitrojen plag iizerinde iireme
gostermis olmasi azot fiksasyonu agisindan Onemlidir. Nitekim bu basil azot
dongiisiinde ve bitki gelisiminde 6nemli bir yere sahip olan Rhizobium bakterileri
grubundan sayilmis ve azot fiksayonunda etkin oldugu saptanmigtir. Bununla birlikte
inorganik fosfat ¢oziiniirliigiinde de etkin oldugu tespit edilmistir. Inorganik fosfat
¢Oziinilirligli organik asit liretimiyle gergeklesen bir reaksiyondur. Dort asamada
gerceklesen bu olaymn basamaklarini soyle siralamak miimkiindiir: 1) pH’ diistirmek, ii)
P ile yarigsma, iii) P’a baglanan katyonlarin selasyonunu artirmak, iv) bu sayede
coziinemeyen P ile iliskili Ca, Al, Fe gibi metal iyonlariyla kompleksler olusturup
inorganik fosfati serbest birakmak. Ortamin pH degerindeki diisiirtilmesi, sitoplazmik
zarin dig ylizinde meydana gelen dogrudan oksidasyon yoluyla P ¢ozebilen
mikroorganizmalar tarafindan organik asitlerin salinimin1 gosterir. Bu organik asitler P
¢ozlinirligiinde etkin olan mikroorganizmalarin oksidatif solunum veya fermantasyon
iiriinleridir. Inorganik fosfat ¢dziicii bakteriler bircok karasal bitkinin rizosferinden izole
edilmistir. Bu bakteriler tek baslarina inokiile edildiklerinde topraktaki fosfat miktarini
artirabilmektedirler. Yapilan arastirmalar B. antrophaeus’un inorganik fosfat
¢Oziinlirliiglinde etkin oldugunu ve Bakir (Cu), Cinko (Zn), Nikel (Ni), Krom (Cr) ve
Civa (Hg) metallerine kars1 direngli oldugunu géstermistir (Vazquez et al. 2000; Melnik
et al. 2007; Sella et al. 2009; Sharma et al. 2013; Kacar 2014). Bununla birlikte B.
antrophaeusun CaCOs olusturabildigi yoniinde arastirmalar mevcuttur ve CaCOg3

olusturma pozitif olarak tespit edilmistir (Baris 2009).
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Solibacillus silvestris Gram pozitif, cubuk sekilli, peritrikiil yapida kameili, yuvarlak
endospor olusturan, kesinlikle aerobik organizmadir. Yuvarlak sporlar sismis bir
sporangiumda terminal olarak bulunur. Cubuklar, 0,9-2,0 um boyunda ve spor caplari
0,5-0,7 um'dir (Rheims et al. 1999). Daha 6nce Rheims ve arkadaslarinin (1999)
Bacillus cinsinin bir iiyesi olarak kabul ettikleri bu tiir, ¢ekirdek ozelliklerinin
incelenmesi sonucunda Bacillus tiiriiniin ¢ekirdek 06zelliklerinden yoksun olmasi
sebebiyle Solibacillus silvestris tiirii olarak yeniden adlandirilmasi Onerilmistir
(Krishnamurthi et al. 2009).

Agir metaller denildiginde biiyiik bir element gurubu akla gelse de yaygin olarak 6g/cm?®
ve 5g/cm®ten daha yogun olarak bulunanlar ele alnir. Diisiik yogunlukta olmalar1 ve
toprakta uzun siire kalmalar toksisiteye neden olmaktadir. Agir metallerin bir kismi
bitkiler icin mikro besin elementi olup metabolik islevler i¢in eser miktarda
gereklidirler. Yiiksek konsantrasyonlarda alinmalari toksik etkiye neden olmaktadir.
Bununla birlikte kadmiyum ve civanin bilinen bir metabolik islevi yoktur. Bununla
birlikte konsantrasyonlar1 ne olursa olsun toksik etkiye sahiptirler. Toksisite agisindan
agir metallerin bulunduklar1 form da Onemlidir. Ciinkii bazi formlar toksik etki
gostermezken bazilar1 gostermektedir. Agir metaller bulunduklart ortam i¢in ciddi ve
kalic1 kirleticilerdir. Topraktan temizlenmeleri uzun siireli, zahmetli ve masraflidir
(Binkley and Simpson 2003). Agir metal kirliligi, sanayilesmeyle ilgili en acil ¢evresel
sorunlardan biridir. Agir metal kirliligi, kontaminasyonu ve yayilmasin1 6nlemek, bugiin
onemli bir saglik sorunu haline gelmistir. Metabolik olarak bozulamayan agir metallerin
besin zinciri boyunca ilerlemeleri sonucu konsantrasyonlari artmaktadir. Dolayl
yollardan insan ve hayvanlara ulasan asir1 miktarlar toksisiteye, hiicresel islev
bozukluklarina, uzun siiren sakatliklara ve nihayetinde Oliime neden olabilir.
Endiistriyel atik sulardan agir metallerin uzaklastirilmasi genellikle kimyasal ¢okeltme,
kimyasal oksidasyon veya indirgeme, elektrokimyasal aritma, evaporatif geri kazanim,
filtrasyon, iyon degisimi ve membran teknolojilerinden olusan fiziko-kimyasal
yontemlerle yapilmaktadir (Hussein et al. 2004, Wood et al. 2016). Mikrobiyal
yontemler bu amagla daha ucuz ve etkili bir alternatif olabilmektedir.

Mikroorganizmalar metaller icin yiiksek afiniteye sahiptir. Mikrobiyal hiicrelerin
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yiizeyleri, ¢esitli anyonik yapilarindan dolay1 negatif olarak yiiklenir ve sonu¢ olarak
metal katyonlar1 baglayabilir. Bu spesifik mikrobiyal 6zellik, metabolizmadan bagimsiz
yollar yoluyla hem canli hem de 6lii mikrobiyal hiicrelerde kirleticilerin birikmesine
izin verdigi i¢in agir metallerin kaldirilmasinda 6ne ¢ikan alternatif teknolojidir. Bu
amagla birgok bakteri kullanilmaktadir. Bunlardan birisi de S. silvestrist’tir. Bu tiir
kursun (Pb) ve kadmiyum (Cd) ¢oziintirligi gostermis ve Pb ve Cd varliginda biyofilm
tabakasi olusturmustur. Bir baska c¢alismada kursun (Pb), kadmiyum (Cd), bakir (Cu),
demir (Fe) ve ¢inko (Zn) agir metalleri nitrat (NOs)2 tuzuyla gii¢lendirilmis ve S.
silvestris’in agir metallerin uzaklastirilmasinda aktif rol oynadigi tespit edilmistir
(Tanpinar et al. 2015; Villegas et al. 2018). Yine ayni tiir bir¢ok su aritma tesislerinde
kullanilmakta ve aktif c¢amur olusumlarinda tespit edilmektedir. Bu durum S.
silvestrist’in metal kontaminasyonunda ayristirict bir mikroorganizma oldugunu

gostermektedir (Bukhari et al. 2014; Sielaff et al. 2017).

Bacillus licheniformis, Gram pozitif ve mezofilik bir bakteridir. Optimum gelisme
sicakligi 50°C civarinda olmakla birlikte daha yiiksek sicakliklarda da canli
kalabilmektedir. Hareketli, spor olusturan, fakiiltatif anaerobik cubuk seklinde olan
Bacillus subtilis grubunda yer alan bir bakteridir. Bacillus anthracis gibi poli-D-
glutamat kapsiile sahiptir. Dogada yaygin olarak bulunabilen saprofitik bir bakteri olup,
tozlarla yayilan ytliksek direngli endosporlart herhangi bir yerden izole edilebilmektedir
(Turhanoglu ve Gur-Vural 2016). Fosfat ve manezyum varliginda daha iyi gelisme
gostermektedirler (Forsberg et al. 1973). B. licheniformis tarafindan iiretilen hiicre dis1
polimerin, bir dizi metal i¢in biiyiik bir afiniteye sahip oldugu bilinmektedir, 6rnegin:
demir (Fe), bakir (Cu), kadmiyum (Cd), nikel (Ni) ve uranyum (U). Metaller, hiicre dis1
polimer ile kompleks olusturur ve kolayca birikebilir. Dogada besin dongiistine etki
edecek onemli enzimleri iirettigi bilinmektedir (Binkley and Simpson 2003; Ghani et al.
2013). Bazi B. licheniformis izolatlar1 denitrifikasyon ve fosfat ¢6zme yetenegine
sahiptir. Saprofit organizmalar, bliylime ve metabolizma i¢in besin olarak ¢esitli nitrojen
bilesiklerini kullanirlar. Genomunda kodlanan bilgiler 1s1ginda, B. licheniformis’in,
eksojen proteinler, peptitler, amino asitler, amonyak, nitrat ve nitritten azot elde etme

yetenegine sahip oldugu tespit edilmistir. B. licheniformis'de nitrat ve nitrit taginimi ve
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metabolizmasi i¢in olan yollar, B. subtilis’te oldugu gibi gdzlemlenmistir. B. subtilis'ten
farkli olarak, B. licheniformis, nitrik oksit rediiktaz kullanmak suretiyle anaerobik
solunum yetenegine sahiptir. Bu 6zelligiyle de ¢ok benzerlik gosterdigi B. subtilis'ten
ayrilmaktadir. Bu go6zlemler, bazi B. licheniformis izolatlarinin denitrifikasyon
yetenegine sahip oldugu belirtilen 6nceki bulgularla tutarlidir. Seliiloz, yeryiiziindeki en
bol polisakkarittir ve seliillozu hidrolize eden mikroorganizmalar kiiresel karbon
dongiisiine katkida bulunur. Bu yoniiyle de ekolojik dongiideki 6nemi yatsinamaz. Su
aritma tesislerinde karbon ve azot kullanimi acisindan tercih edilen bir bakteri tiirtidiir.
(Rojas et al. 2001; Rey et al. 2004; Suganthi et al. 2013; Pahari and Mishra 2017). B.
licheniformis ile yapilan birkag arastirmada ise topragin azot ve fosfor igerigini
artirmasinin yani sira siderefor etkiye sahip oldugu ve IAA firettigi, bitki biiylimesini
tesvik edici 1yi bir bakteri oldugu, bitkinin yan kdklerini ve kok tiiylerini olumlu yonde
etkileyen oksin iirettigi, buna paralel olarakta bitkinin azot ve fosfor aliminda artig
sagladig1 tespit edilmistir. Nitekim bu c¢alismada da Pikovskaya besiyerinde fosfat
¢Ozliniirligi agisindan iireme gostermis ve pozitif sonug vermistir (Sharma et al. 2015;
Azman et al. 2017; Park et al. 2017). CaCOs ¢okmesini artirict yoniinden yapilan
aragtirmalarda da B. licheniformis olumlu sonuglar gostermis harg O6zelliklerini
tyilestirmede ve ¢imento esaslt malzemelerin mukavemetinin artirilmasinda iyi bir aday
oldugu ongoriilmiistiir. Uygulamalarin ardindan alinan ¢imento Orneklerinde yiizeyde
bir CaCOs tabakasinin olustugu, gozenek ve bosluklarin doldugu belirlenmistir (Vahabi
et al. 2013). Daha oOnce de belirtildigi tizere demir toprakta bulunan ve bitkiler igin
gerekli bir iz element olmasma ragmen bitkilerin direk olarak yararlanamadigi bir
elementtir. Demirin bitkiler tarafindan alinabilmesi i¢in sidereforlara ihtiya¢ vardir. B.
licheniformis’in bu siderofor etkiyi gosteren selatdrlerden biri oldugu tespit edilmistir.
Tim bu calismalarin sonucunda bu bakteri tiiriiniin fonksiyonlarinin ¢oklugu nedeniyle
iyi bir biyofertilizor olabilecegi sonucuna varilabilinir (Temirov et al. 2003; McMillan
et al. 2010; Kayasth et al. 2013; Pahari and Mishra 2017).

Tiim bulgular birlikte degerlendirildiginde Otlukbeli goliinden alinan Orneklerden
yapilan bakteri izolasyonlar1 ile elde edilen 76 izolata, jeomikrobiyolojik bazi

Ozelliklerin degerlendirilmesi i¢in ¢esitli uygulamalar yapilmistir. Bu denemeler
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sonucunda her uygulama i¢in pozitif sonuglar ayr1 ayr1 degerlendirilmis ve literatiirii ile
kiyaslamalar yapilmistir. Aktif izolat seciminde ise tiim testlerde belirli oranlarda
aktivite ve g¢oklu pozitiflik gosteren 6rnekler segilerek tanilama islemleri yapilmustir.
Toprak, ¢amur, su ve diger farkli yapilardan alinan Grneklerden yapilan izolatlarda

dogal olarak karsilasilabilecek tiirler belirlenmistir.

Sonug olarak; elde edilen izolatlarin

1. Giibre endiistrisi sonucunda ortaya c¢ikan atiklarin mikrobiyal ydntemlerle
ayristirilabilecegi ve kirliligin 6niine gecebilecegi

2. Cesitli endiistriyel faaliyetler sonucunda agiga ¢ikan metallerin uzaklastirilmasi ya
da toksik etkilerinin azaltabilecegi

3. pH ayarlamalarina katkilariyla topraklarin iyilestirilmesi ve diizenlenmesinde
kullanilabilecegi

4. CaCOsolusturma ile de toprak ve kumun giiclendirilmesi, eski kire¢ tast bina ve tas
anitlarin onarimi, ¢imento harci ve betonlarda olusabilecek gbézenek ve catlaklardan
gecirgenligin azaltilmasi, betonun dondurulmasi ve kiil tuglalarinin gii¢lendirilmesi gibi
ingaat ve restorasyon sektoriine katki saglayabilecegi

5. TAA gibi hormonlarin senteziyle bitki gelisimine katkida bulunabilecegi

6. Endofitik oOzellikleri ile bitkilere fayda saglarken diger taraftanda bitki
hastaliklarinin biyo kontroliinii saglayabilecegi

7. Azot fiksasyonu ile hem maliyetli giibre endiistrisinde maliyetlerin azaltilabilecegi
hem de atiklarin azaltilabilecegi

8. Azot, fosfor, demir, kiikiirt gibi bitki besin elementlerinin bitkilerin alabilecegi
formlara doniistiiriilmesinin saglanabilecegi

9. I¢me sularmin aritilmasinda kullanilabilecegi dnerilmektedir.
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