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Vicia Sativa L.'nin Kok Nodiil Bakterilerinin Poli-B-Hidroksibiitirik Asit (PHB)

Uretimi
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Ozet: Bu calismada, Vicia sativa L.’nin kdk nodiil bakterilerinde poli-B-hidroksibiitirik asit (PHB) Gretimleri incelenmistir. Bu
izolatlarin poli-B-hidroksibditirik asit (PHB) Uretimi, kuru hiicre agirhgina bagl olarak 0.100-0.428 g/l (w/v) arasinda
belirlenmistir. En yiiksek PHB verimi V1 izolatinda (%77.3) bulunmustur. izolatlarda poli-B-hidroksibiitirik asit déngiisiinde
rol oynayan iki enzim aktiviteleri incelenmistir. En yliksek B-ketothiolaz aktivite V15 izolatinda, en yiiksek B-hidroksibitirat
dehidrogenaz aktivite ise V3 izolatindan alinmistir.

Anahtar Kelimeler: K6k nodiil bakterileri, poli-8-hidroksibiitirik asit (PHB), B-ketothiolaz aktivite, B-hidroksibiitirat
dehidrogenaz aktivite

Poly-B-Hydroxybutyric Acid (PHB) Production of Root Nodule Bacteria of Vicia Sativa L.

Abstract: In this study, the productions of poly-B-hydroxybutyric acid (PHB) on root nodule bacteria of Vicia sativa L. were
examined. Poly-B-hydroxybutyric acid (PHB) production by these isolates ranged from 0.100-0.428 g/l (w/v) depending on
the dry cell weight. The highest PHB yield was found in V1 isolate (77.3%). The activities of two enzymes of poli-p-
hydroxybutyric acid cycles were measured in isolates. The highest B-ketothiolase activity was found in V15 isolate and the

highest B-hydroxybutyrate dehydrogenase activity was found in V3 isolate.
Keywords: Root nodule bacteria, poli-8-hydroxybutyric acid (PHB), B-ketothiolase activity, B8-hydroxybutyrate

dehydrogenase activity

Giris

Uygun  olmayan  gelisme  kosullarinda
mikroorganizmalarin biyomolekdlleri depoladiklari
bilinmektedir (Laffery ve ark., 1998). En iyi bilinen
ve en ¢ok calisilan metabolit; poli-B-hidroksibutirik
asit (PHB) olarak adlandirilan, karbonca zengin
alifatik poliesterdir (Laffery ve ark., 1998). Poli-B-
hidroksibatirik asit (PHB) grandlleri,
mikroorganizmalarda karbon ve enerji kaynagi
olarak rol oynamaktadir (Nair ve ark., 1993; Kim ve
Copeland, 1996). Baklagil bitkileri ile Rhizobium
bakterileri arasindaki simbiyotik molekiler azot
fiksasyonunun ¢cok fazla miktarda enerji
harcanmasina yol actig1 belirlenmistir (Bonartseva
ve ark., 1985; Kim ve Copeland, 1996). PHB'nin,
simbiyotik azot fiksasyonunda enerji kaynagi olarak
gorev yaptigl, anaerobik ve mikroaerobik kosullar
altinda TCA (trikarboksilik asit) donglisu aktif
olmadiginda da, karbonhidrat metabolizmasinda
rol oynadig tespit edilmistir (Karr ve ark., 1984;
Laffery ve ark., 1988). Bu polimerin ila¢g dagitim
sistemlerinde tasiyic olarak, sulama sistemlerinde,
tarimda pestisid formulasyonlarinda kullanildig ve
biyogiibre endistrisinde polyester, polietilen igin
uygun kullanimi bulunmaktadir (Lafferty ve ark.,
1988).

Rhizobia’nin kuru hiicre agirliginin %55’inden
daha fazla PHB drettigi Tombolini ve Nuti (1989)

tarafindan belirlenmistir. PHB'nin azot, fosfor veya
oksijence sinirli olan ortamlarda karbon kaynagi
olarak depolandigi ve i¢ karbon rezervi olarak
hizmet ettigi agiklanmistir (Mercan ve ark., 2002).
PHB sentezi veya pargalanmasi toprakta aclk
periyodundaki bakteriyal hicreleri
etkileyebilmektedir.  Rhizobium  bakterilerinin
konukcu bitkinin  kdk saglarini  enfeksiyonu
sirasinda rizosferde depolanan PHB; onemli
karbon ve enerji kaynagi olabilmektedir (Charles ve
ark., 1997). Calismamizda  Rhizobium  sp.
bakterilerinin  poli-B-hidroksibitirik asit  (PHB)
sentezlemeleri ve PHB donglisii enzimlerinden B-
ketothilaz ve B-hidroksibitirat dehidrogenaz
Uretimleri incelenmistir.

Materyal ve Metot
Kullanilan Mikroorganizmalar:

Calismada kullanilan Rhizobium sp. izolatlari
Sanliurfa ve cevresinden toplanmis yabani Vicia
sativa L (fig) kok nodillerinden daha 6nce izole
edilmis ve tanimlamalari yapilmis olan bakterilerdir
(Kugtk ve ark., 2011). Bakteriyal izolatlar Harran
Universitesi Mikrobiyoloji laboratuarindan
saglanmistir.
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PHB Uretimlerinin Belirlenmesi:

Yeast ekstrakt mannitol (YEM) sivi besiyerinde
150 rpm, 30 °C'de 3 giin gelistirilen izolatlar, 40
000 x g'de 30 dakika santrifij edilmistir.
Supernatanti uzaklastirilan ve 50 °C’de kurutulup
tartimi yapilan pelletlere, 5’er ml steril distile su
eklenmis, 3 dk sonike edilmistir. Hicre
suspansiyonuna 2 ml 2N HCI eklenmis, 100 °C’lik su
banyosunda 2 saat bekletilmistir. icerik 6000 x g’de
20 dk santriflj edilmistir. Elde edilen pelletlere 5
ml kloroform eklenmis, vorteklenmistir. Daha
sonra igerikler 30 °C'de 150 rpm’de 24 saat inkiibe
edilmistir. inkiibasyon siiresi sonunda ise igerik,
6000 x g’de 30 dk. satrifiijlenmistir. icerikten 0.1 ml
alinip temiz tupe aktarilarak 100 °C’de kloroformun
ugurulmasi  saglanmistir. 5 ml sdlfarik  asit
eklenerek 100 °C'de 10-20 dk bekletilmis, 235
dalga boyunda okuma yapilmistir (Bonartseva ve
Myshkina, 1985).

PHB Metabolizmasi Enzimleri:

Sivi besiyerinde gelistirilen (160 rpm, 24 saat)
izolatlar, 10.000 x g’'de 15 dk santrifiijlenmistir.
Kaltirler 50 mM potasyum fosfat tamponu (pH
7.2) ile sonike edilmistir. icerik 10 000 x g’de 4 °C
santrifijlenmis ve elde edilen ¢ozelti enzim
ekstrakti olarak kullanilmigtir. B-ketothilaz ve -
hidroksibltrat dehidrogenaz enzim aktiviteleri Karl
ve ark. (1984)'na gore belirlenmistir. Her bir enzim
aktivitesi 4 kez olgilmastar.

B-ketothilaz; 30 uM asetoasetil CoA, 275 uM
CoA, 1 mM DDT, 25 mM MgCl,, 25 mM Tris-HCl
(pH 7.8) ve enzim ekstrakti 1 ml olacak sekilde
hazirlanmis, icerik 340 nm’de okunmustur. B-
hidroksiksiblitrat dehidrogenaz; 600 uM NAD*, 20
mM sodyum DL-hidroksibiitrat, 50 mM TES (pH
7.9) ve enzim ekstrakti karistirilarak hazirlanmis ve
icerik 340 nm’de okuma yapilmistir. Enzimlere ait
proteinler Lowry ve ark. (1951)’e gore yapilmistir.

Bulgular

Rhizobium izolatlarin PHB igerikleri Tablo 1'de
verilmistir. Test edilen 18 izolattan en yiksek kuru
hicre agirhgr sirasiyla; V3, V15, V14, VA4
izolatlarindan alinmistir (Tablo 1). izolatlarin kuru
hicre agirliklart 0.26-1.90 g/| arasinda degismistir.
En distk kuru hiicre agirligi V1 izolatinda (0.26 g/1)
belirlenmistir. En yuksek PHB miktari V15
izolatinda 0.428 g/| olarak belirlenmistir. Bunu
sirasi ile 0,382 g/l ile V3, 0,268 g/l ile V8 ve 0,261
g/l ile V6 izolati izlemistir (Tablo 1). En dusuk PHB
miktari ise 0.100 g/l ile V13 izolatindan alinmistir
(Tablo 1).

PHB sentezinde anahtar bir enzim olan B-
ketothiolaz’'in spesifik aktivitesinde en yiksek
aktivite, V3 (506 nmol/dk/mg protein) izolatindan
alinirken, bunu sirasiyla; V8 (458 nmol/dak/mg
protein), V7 (436 nmol/dak/mg protein), V6 (421
nmol/dak/mg protein), V1 (410 nmol/dak/mg
protein) izlemistir. B-hidroksibltrat dehidrogenaz
aktivitede en vyiksek deger; V15 ve V7 nolu
izolatlardan alinmistir (Tablo 2). En dusiuk B-
hidroksibltrat dehidrogenaz aktivite ise; V9 (10
nmol/dak/mg protein) izolatinda belirlenmistir.
izolatlar arasinda test edilen enzim aktivitelerinin
farkh oldugu gorilmistir (Tablo 2).

Tartisma ve Sonug

PHB, kok nodul bakterilerinde,
bakteroidlerinde ve prokaryotik mikroorganiz-
malarda vyaygin olarak bulunan karbon depo
polimeridir (Ratcliff ve ark., 2008; Trainer ve
Trevor, 2006). PHB ve PHA biyolojik olarak
parcalanabilen biyoplastikler olduklarindan, son
yillarda ticari olarak da deger kazanmislardir (Gao
ve ark., 2011). Polibetahidroksibutrat (PHB)
grandulleri bircok mikroorganizmada membranla
cevrili olarak bulunan grandllerdir. Bu granillerin
mikroorganizmalarda karbon ve enerji kaynagi
olarak gorev vyaptiklari bilinmektedir (Nair ve
ark.1993). Farkh C ve N kaynaklarinda; R.meliloti,
R.trifolii, R.phaseoli’'nin izolatlarinin PHB Urettigi
yapilan calismalarda agiklanmistir (Bonartseva ve
ark.1989; Mercan ve ark., 2002; Ramanov ve ark.,
1996). Hizli gelisme gosteren Rhizobium bakterileri
ile Rhizobium trifolii, R.phaseoli, R.meliloti karbon
depo Grini olarak PHB sentezlemislerdir.
(Ramanov ve ark., 1996). Calismamizda, fig (Vicia
sativa L.) kok nodil izolatlarinin PHB dretimleri
incelenmis ve izolatlarin PHB Uretimlerinin 0,100-
0.428 g/l arasinda degistigi incelenmistir.
Sonuglarimiza benzer olarak Nair ve ark. (1993)
tarafindan yapilan bir ¢alismada; Rhizobium sp.’nin
45 izolatinin PHB igeriginde farklilik oldugu tespit
edilmis ve bu farkliigin izolata spesifik oldugunu,
izolatlarda gorilen bu farklihgin ise taksonomik bir
karakter olarak kullanilabilecegi acgiklanmistir.
Calismamizda en yulksek verim %77.3 ile V1, %49.2
ile V6 ve %36.,21 ile V8 izolatlarindan alinmis, en
disuk verim ise %12 ile V4 izolati ve %12.34 ile V18
nolu izolattan alinmistir (Tablo 1).

Bonartseva ve ark (1989), Rhizobium
japonicum’da PHB igerigi ve nitrojenaz arasindaki
iliskiyi belirlemek amaciyla yaptiklari bir calismada,
nitratsiz gelisme ortaminda PHB miktari ve
nitrogenaz aktivitesinin nitrath ortamdan 10 kat
daha fazla oldugunu tespit etmislerdir. Ramanov ve
ark. (1996), PHB metabolizmasi ile azot fiksasyonu
arasindaki iliskiyi arastirmislar, PHB’nin azot
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fiksasyonu amaciyla kullanildigini, Rhizobium sp.’de
PHB’nin  oksidasyonu igin uygun substratlar
olmadiginda ve uygun olmayan gevre kosullarinda
da, nitrojenazi  korudugunu  saptamiglardir.
Rhizobium bakterileri ve diger bakteriler birkag
karbon metabolik yollarina sahiptirler (Karr ve ark.,
1984). Bunlarin icinde; sitrik asit donglist, pentoz
fosfat yolu (PPP), Embden-Meyerhoff-Parnas (EMP)
yolu ve Entner-Doudoroff (ED) yolu bulunmaktadir.
Mikroorganizmalar olumsuz kosullarda karbon
metabolizmasi icin alternatif yollari
kullanmaktadirlar (Karr ve ark., 1984; Kim ve
Copeland, 1986; Lafferty ve ark., 1998). Poli-B-
hidroksibatirik asit metabolizmasinda B-ketothiolaz
ve B-hidroksibitrat dehidrogenazin, sitrik asit

dongisiinde ise siksinat dehidrogenaz ve malat
dehidrogenazin 6nemli oldugu aciklanmistir (Karr
ve ark., 1984). Rhizobium bakterilerinin bazi
turlerinde; R.melilotide oldugu gibi, nodl
olusumunun ilk evresi veya bakterinin serbest
doneminde PHB depolanirken, azot fikse edilen
bakteroidlerde PHB’e rastlanilmamistir (Bonartseva
ve ark., 1985). Soya fasulyesi ve nohutta nodil
olusturan  Rhizobium CB1809 ve CC1192
izolatlarinin hiicre ekstraktlarindan PHB sentezinde
rol oynayan enzim aktivitelerinden; B- ketothilaz,
B-hidroksibitrat, sitrat sentetaz ve malat
dehidrogenaz enzim aktivitelerinin  bakteroid
ekstraklarina gore daha yiksek oldugu yapilan bir
calismada acgiklanmistir (Kim ve Copeland, 1996).

Tablo 1. Rhizobium izolatlarinin Poli-B-hidroksibitirik asit (PHB) Gretimleri.

izolatlar Kuru Hiicre Agirligi (g/1) PHB (g/l) % PHB verimleri
Vi 0.26 +0.01 0.201+0.01 77.30
V2 0.72 + 0.02 0.245 +0.01 34.03
V3 1.90+ 0.01 0.382 +0.02 20.10
v4 1.40 +0.05 0.168 +0.01 12.00
V5 1.32 +0.04 0.238 +0.01 18.03
V6 0.53 +0.01 0.261 +0.02 49.20
V7 0.61 +0.00 0.107 £ 0.01 17.50
V8 0.74 £0.04 0.268 +0.03 36.21
V9 1.02 +0.06 0.182 +0.01 17.84
V10 1.14 +0.04 0.152 +0.01 13.33
Vi1 1.24 +0.03 0.189+0.01 15.24
V12 0.44 +0.01 0.136 +0.01 30.90
V13 0.63 +0.12 0.100 +0.01 15.87
vi4 1.56 +0.30 0.242 +0.01 15.51
V15 1.82 +0.06 0.428 + 0,02 23.51
V16 1.11 +0.24 0.200 +0.02 18.01
V17 1.25 +0.13 0.184 +0.01 14.72
V18 1.15 +0.04 0.142 +0.01 12.34

Tablo 2. izolatlarin B-hidroksibiitrat dehidrogenaz ve B-ketothiolaz enzim aktiviteleri (nmol/dak/mg protein).

izolatlar B-hidroksibiitrat dehidrogenaz B-ketothiolaz
Vi 52 410
V2 40 378
V3 36 506
v4 44 282
V5 58 316
V6 61 421
V7 64 436
V8 16 458
V9 10 317
V10 28 224
Vi1 37 186
V12 51 309
V13 42 249
vi4 47 340
V15 72 374
V16 21 217
V17 18 209
V18 36 187
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PHB miktari ile azot fiksasyonu arasindaki iligki
tam olarak agikliga kavusturulamamakla birlikte,
bakteride belirlenen ylksek PHB miktarinin azot
fiksasyonunda etkili oldugu, olumsuz kosullarda
Rhizobium sp.'nin PHB’yi karbon kaynagi olarak
kullanarak azot fiksasyonunu gerceklestirdigi
actklanmistir (Ramanov ve ark., 1996; Bonartseva
ve Myshina, 1985). Bu da, izolatlarimizdan en
yuksek PHB icerigini veren sirasiyla; V15, V3, V8 ve
V6 izolatlarinin azot fiksasyonu yapabilmesi icin
olumsuz cevre kosullari altinda da, hiicrelerindeki
PHB’den yararlanabilecegini ve azot fiksasyonunda
etkili olabilecegini desteklemektedir.
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